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1. Bevezetés és célkituzések

A szénhidratok a Foldon taldlhatd szerves anyagok koziil a legnagyobb mennyiségben
eléfordulé biomolekulak. Elettani szerepiik sokféle lehet nem csak az emberek, de novények
¢s allatok szdmara is fontos vegyiiletek tartoznak ebbe a csoportba. Az emberi szervezet
megfeleld miikodéséhez elengedhetetlen a megfelelé mindségli és mennyiségli szénhidrat
bevitele, amely az emésztés soran valamilyen médon ¢és formaban hasznosul. Az
¢élelmiszerek emészthetd szénhidrattartalma alatt az adott termékben el6forduldé mono-,
diszacharidok (cukrok) és a keményitd emészthetd frakcidjanak dsszességét értjiik.

Az ¢lelmiszerekben talalhatd szénhidratok mennyiségi meghatarozasa ¢és jellemzése
elengedhetetlen feladat, hiszen felszivodasukrél is képet kaphatunk, illetve szdmos
szénhidrat molekula jelenléte a szervezetben heves vélaszreakcidkat eredményezhet (pl.
laktoz). Ezeknek a meghatdrozdsa a mai napig nem trivialis analitikai feladat. Az
¢lelmiszerek cukortartalmdnak meghatarozasara elterjedten a klasszikus titrimetrias Schoorl
modszert alkalmazzédk. Ez a modszer viszont nem ad informaciét a mintdban eléforduld
emészthetd keményité mennyiségérdl, mely az emésztés soran szintén cukorként hasznosul.
A hagyomanyos médszereken kiviil, kiillonb6z6 enzimes kit-es mddszerekkel is meg tudjuk
hatadrozni a mintdk szénhidrattartalmat. Manapsag mar szamos ilyen modszer fellelhetd és
tovabbi fejlesztések is varhatdak még a jovoben. A cél, hogy minél rovidebb id6 alatt a lehetd
legegyszeriibben lehessen meghatarozni a kiillonb6z6 szénhidratokat barmilyen dsszetétell

¢élelmiszermatrixban.

A diplomamunkdam soran kiilonb6z6 szénhidrat analitikai modszereket vizsgaltam,
elsdsorban a folyadékkromatografia és a torésmutatd mérésén alapuld detektalas (HPLC-
RID) alkalmazasanak lehetdségét ezekkel Osszefliggésben. A kutatds soran arra kerestem
valaszt, hogy a hagyomanyosan alkalmazott Schoorl-moédszer extrakcidja utan
helyettesithetd-e a titrimetrids meghatarozéas, illetve az enzimes emészthetd
keményitétartalom meghatdrozads soran a spektrofotometrids detektalas HPLC-RID
modszerrel. Tovabba vizsgalni szeretném, hogy kialakithato-e egy a folyadékkromatografias
analizist megeldz6 egységes minta-el0készitési eljards, ami egyarant alkalmazhato6 a termék
cukor-, ¢s a termék keményitOvizsgalata esetén, mesterséges emésztésszimulacié soran

keletkezett emésztmény-mintak vizsgélatara.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Szénhidratok

A szénhidratok a legnagyobb mennyiségben eléfordulé szerves anyagok. Altalanos képletiik
osszegképletik (CH20)n, ahol n> 3 (Csapd & Csaponé Kiss, 2003). A szénhidratok
csoportositasat kémiai szerkezetiik alapjan az 1. tablazat foglalja 6ssze. Monoszacharidok
olyan szénhidrat molekulak, melyek hidrolizis hatdsdra nem esnek szét kisebb molekulakra,
egy cukor monomerbdl allnak. Az oligoszacharidok olyan molekuldk, amelyekben 3-9
monoszacharid egység kapcsolodik Ossze. A poliszacharidok a legnagyobb méretl
szénhidrat komponensek. Ezek a molekuldk a monoszacharidok polimerjei, szdmos
cukoregység talalhatd benniik (20 <), melyek szintén glikozidos kotésekkel kapcsolddnak
Ossze (BeMiller, 2018).

1. tablazat: Szénhidratok csoportositasa (http1)

SZENHIDRATOK
Egyszerl szénhidratok Osszetett szénhidratok
monoszacharidok diszacharidok cukoralkoholok oligoszacharidok poliszacharidok
(egy cukoregységhdl (két cukoregységbol (3-9 cukoregységhdl (zobb mint 9
allnak) linak) allnak) cukoregységbsl
élinak)
Példéul: Példéul: Példéul: xilie | Példéul: Példéul: a
glukoz/szdlécukor, szachoréz/répacukor (nyirfocukor), maltodextrinek, keményité (amiloz,
frukeoz/gyumélcscukor, (glikoz+frukedz), szorbit, mannit raffinéz,  sztachioz, | emilopekin),
golokeéz/nydkeukor lakedz/tejcukor frukto-, galakto-, | glikogén, celluléz,
(glukéz=galakeoz), malto-, pekeinek, inulin,
maltoz/moldracukor xilo-oligoszacharidok | novényi gumik,
(glukoz=+glikaz) nyalkak

A szénhidratok, cukrok, keményitd és nem keményitd tartalma poliszacharidok, az emberi
taplalkozas f6 energiaforrasai, melyek tamogatjdk a szervezet anyagcseréjét. A ndvényi
eredetli élelmiszerek, példaul gyiimdlcsok, zoldségek, eheté magvak, gabonafélék,
hiivelyesek és teljes kidrlésti gabonafélék megbizhat6 szénhidratforrasok az ember szdmara.
A szénhidratok mindsége nagymértékben fligg a szénhidratok tipusatdl, forrasatol, az egyéb
¢lelmiszerdsszetevokkel valo kdlesonhatasatol, szerkezetiiktdl, az élelmiszerek feldolgozasi
modszerétdl (Englyst & Englyst, 2005). A szénhidratok kémiai osztidlyozdsan tulmenden

fontos a taplalkozasi hatasuk szempontjabol is figyelembe venni. A glikémids szénhidratok



a vékonybélben emésztédnek meg és szivodnak fel, energidt biztositanak a testsejtek
szdmara, mikdzben a nem emészthetd szénhidratok (més néven élelmi rostok) a vastagbélbe
jutnak, ahol szubsztratot képeznek a vastagbél mikroflora szamara.

A szénhidratok vilagviszonylatban a kaloriabevitel legaldbb haromnegyedét biztositjak,
tovabba nemcsak energiaforrasként, hanem élelmiszerek Osszetevdjeként is fontosak (pl.
allomanykialakitds). A természetben el6forduld és moddositott szénhidratokat szdmos

¢lelmiszerben felhasznaljak, mivel sokféle funkciot biztositanak (BeMiller, 2018).

2. tablazat: Gabonafélék, kenyerek, pékaruk tapérték tablazata (részlet)

(Forras: Tapertékjelolesrol, 2016, http2)

Elelmiszerek, nyersanyagok [100 g]  Szénhidrat [g]

Rizs 71,5
Burgonyakeményitd 83,1
Buzaliszt 76,3
Zsemlemorzsa 73,3
Kenyér 53,5
Rozskenyér 53,6
2 tojasos szaraztészta 70,2
4 tojasos szaraztészta 72,9
8 tojas szdraztészta 69,3
Durum tészta 73,0

A siitdipari termékek, kiilonosen a kenyér fejlddéstorténete az dskorig nyulik vissza. A blza
felfedezése utan, ekkor még Osszekeverték a blizadarat vizzel és forro koveken siitotték meg.
Manapsag a siitéipari termékeket, pékarukat, kenyereket nagyfokt valtozatossag jellemzi,
az egyszerii Osszetételli termékektdl a bonyolultabb, tobb komponensii termékekig. A
termékek fejlesztése a technologiai fejlodést is magaval vonta és a trendek kovetése, 0j
termékek piacra keriilése az iparag tovabbi fejlodését rejti (Zhou és mtsai., 2014). A fehér
kenyér egy viszonylag egyszerli termék, f6 Osszetevoi buzaliszt, viz, élesztd, cukor és so,

azonban ennek ellenére is tobbféle tapanyagforrast tartalmaz, mint példaul az Osszetett



szénhidratokat. A kenyér azonban nagy mennyiségli gyorsan emészthetd keményitdt
(rapidly digestible starch, RDS) tartalmaz (~ 40 g RDS/100 g kenyér) amely nemkivénatos
vércukorszint-emelkedést okoz az elfogyasztas utan. Ezért az alacsony glikémids indexi,
alacsony szénhidrattartalmt kenyereket széles korben gyartjak és teljes kidrlési lisztek vagy
rostok kozvetlen vagy kozvetett hozzdadasaval novelik a rosttartalmat, mely szdmos
egészségiigyi eldnyel jar (Tien és munkatarsai, 2018). A keményitd a buzaliszt 70-85 %-at
teszi ki, a glutén utan a buza masodik legfontosabb Osszetevdje. Amikor a buizdban 1évo
keményitészemcsék lisztben hidratdlodnak, szarazanyaguk tomegének akar az 50%-at is
felveszik és enyhén reverzibilisen megduzzadnak. A keményitd és a glutén a tésztdban olyan
stabil haldzatot hoz létre, amely képes megtartani az erjedési gazt a tészta szerkezetében, és

megakadalyozza a kenyér dsszeesését siités és hiités kdzben (Calvin, 2016).

2.2. Emésztheto szénhidratok

Az emészthetd szénhidratok a legfontosabb ,,biologiai lizemanyagok™ az emberi szervezet
szdmara. A mono-, di-, és oligoszacharidok, valamint a keményitd az emészthetd
szénhidratok kozé sorolhatok. A monoszacharidok, mint példaul a gliikéz, fruktéz és a
galaktoz természetesen fordulnak elé az élelmiszerekben és kozvetleniil a véraramban
szivodnak fel. A diszacharidok, mint a szachar6z, maltoz és a laktoz, konnyen lebomlanak
monoszacharid alkotdelemeire a természetben eléforduld diszacharid lebontd enzimek
(szukraz, laktaz) hatdsara. Ennek eredményeképpen a mono-, és diszacharidok gyors forrasai
a konnyen emészthetd szénhidratoknak az emberi taplalkozasban (Leong és munkatarsai,
2019).

A keményito két részbdl all: lineéris lancu amil6zbol (20-30%) és az elagaz6 amilopektinbdl
(70%-80%), melyek koziil az utobbi jarul hozzd a keményitd kristadlyossagdhoz. A
keményité a természetben félkristalyos és vizben nem o0ldod6 szemcsék formajaban is
eléfordul, mely polimorf tipusaik és kristdlyossagi fokuk szerint valtozik (Lehmann &
Robin, 2007). A keményitd a szénhidrat egyik f6 forméaja a taplalkozasban. A vékonybélben
az emésztéenzimek gliilkoz molekuldkka bontjak le, amely aztan felszivodik a vérbe és a
szervezet szdmara energiaforrdsként szolgal. A taplalékban 1évé keményitd egy része

azonban ellendll az emésztésnek és a vastagbélbe kertil (Lunn & Buttriss, 2007).



2.3. Nem emésztheto szénhidratok

Az egyszerii és konnyen emészthetd szénhidratokhoz képest a nem emészthetd szénhidratok
azok, amelyeket az emberi emészté enzimek nem tudnak hidrolizalni, ezaltal nem tudnak
felszivodni az emberi szervezetben, a felsé tapcsatorndban. Nem emészthetd szénhidratok
koz¢ tartoznak a nem keményitd poliszacharidok (NSP, non-starch polysaccharydes), a -
diszacharidok ¢és oligoszacharidok, valamint a rezisztens keményitd. Az NSP-k a sejtfalat
alkotd novényi Osszetevok, melyek az élelmi rostok kozé sorolhatok. A legtobb nem
emészthetd szénhidrat polimerek kiilonb6zé monoszacharid egységekbdl allnak, amelyeket
B-glikozidos kotések kotnek Ossze. Az emberi emésztdrendszer enzimei nem képesek az
ilyen tipusu kotések felbontasara, ezért az emészthetetlen szénhidratok a vastagbélbe jutnak,

ahol fermentalodnak.baktériumok segitségével (Lovegrove és munkatarsai, 2017).

2.3.1. Rezisztens keményito

A rezisztens keményitd Fuentes-Zaragoza ¢és munkatarsai (2011), illetve Raigond és
munkatarsai (2015) szerint 6t tipusra oszthatd attdl fiiggden, hogy az emberi szervezetben
az emésztési mechanizmusoknak hogyan all ellen. Az RS1 tipus a fizikailag hozzaférhetetlen
keményitd, amely a sejtfal gatja miatt nem hidrolizalhat6. Ez a tipus f6leg 6rolt vagy egész
gabonabol késziilt siitdipari termékekben fordul elé. Az RS2 a keményitd kristalyos
szerkezete miatt nem emésztdédik meg. Ez nyers élelmiszerekben, pl.: burgonyaban fordul
el6. Az RS3 tipust retrograd keményitének is nevezik. Ez akkor keletkezik amikor a
keményitétartalmu élelmiszereket megfézik majd lehiitik. Az amilopektinek eldgazo lancai
altal alkotott kettds spirdl szerkezet miatt az emésztdenzimek nem tudjak hidrolizalni a
keményitét. Olyan keményitOtartalmu élelmiszerekben fordul eld, amit megfdéztek, majd
lehiitottek, mint pl.: fott tészta, burgonya. Az RS4 olyan keményitd, amely a kémiai
modositasa révén all ellen az emésztésnek. Jellemzden a kereskedelmi forgalomban 1évo
modositott keményitdt tartalmazéd kenyér-, és pékarufélékben fordul ez eld. Az RSS5 egy
olyan tipusa a rezisztens keményitének, melyekben a keményitd lancok és a szabad zsirsavak
komplexet képeznek ¢és spiralis szerkezetiik révén nehezen emészthetdek.

A rezisztens keményitd tehat az élelmiszerek széles skaldjaban megtalalhatd, beleértve a
teljes kiorlésii gabonaféléket, hiivelyeseket, tésztaféléket, éretlen banant, nyers burgonyat,
fott és htott burgonyat, valamint a kereskedelmi moddositott keményitdt tartalmazéd
¢lelmiszereket (pl. kenyér, reggelizOpelyhek és energiaszelet). A rezisztens keményitd

meghatarozasa az ¢lelmiszerekben egy in vitro emészthetdségi teszt segitségével végezhetd



el. Harom kiilonb6z6é enzimes emésztési 1épést alkalmaz, amely sordn az o-amildz, az
amilogliikozidaz és az invertdz a keményitot gliikozza alakitja 4t az emésztés végtermékét,
majd ezt kdvetden a redukald cukor mennyiségét vizsgaljak meg. Technikailag a rezisztens
keményité olyan keményitd, amely 120 perc elteltével nem emészthetd az in vitro

emészthetdségi vizsgalat utdn (Englyst, Kingman, & Cummings, 1992).

2.4. Szénhidratok emésztése

A nyal amilazok az endoamildzok, vagy az a-amildzok csoportjaba tartoznak, amelyek
katalizéljék a bels6 a-1—4 glikozidos kotések hidrolizisét a keményitdben. Ezzel szemben
a novényi amilazok B-amildzok, vagy exoamildzok, amelyek a keményitd hidrolizisét a
lancvégek feldl katalizaljak. A nyélban talalhat6 amilaz képes az amilozt teljesen lebontani.
A hidrolizis sordn maltotriézza (gliikéz triszacharidja), majd maltézza végiil gliikkoz
polimerré hidrolizal. Az emésztés soran az amilopektinbdl hatardextrinek is keletkeznek,
amelyek 5-10 maradékbol all6 oligoszacharidok, amelyek a-1—6 kotéseket tartalmaznak,
amelyek megfelelnek az amilopektin eldgazasi pontjainak. Normal koriilmények kozott a
nyal amilaz nem képes a keményito teljes lebontasdra molekuldk gyors oralis tranzitja miatt
(Blanco & Blanco, 2017).

A szénhidratokat féként a gliikozon keresztiil hasznalja fel a szervezet az anyagcseréhez,
akar azonnal, akar glikogénként val6 tarolas utan. A szénhidrat az emésztés €s a felszivodas
révén valik elérhetdvé vagy kozvetleniil gliikéz formajaban, vagy kozvetve mas formaban
fruktoz vagy galaktdz) késébb gliikkozza metabolizalodik (Livesey, 2014).

A keményitdtartalmu élelmiszerek esetében a szubsztratok szerkezete is befolyasolja az
enzimek hozzaférhetdségét és ezaltal a glikémids véalaszt. A keményitd hidrataltsaga a
hokezelés soran, amit zselatinizacionak neveznek, noveli az amilazok szamara a
hozzaférhetéséget (Holm és munkatarsai, 1988). A kémiai szerkezet, azaz az amildz-
amilopektin ardny a masik tényezd, ami felelds lehet a gliikdz-inzulinreakcid kiillonbségéért.
A zselatinizalt keményit6 lehiilésekor a keményitdmolekuldk atkristdlyosodnak, vagyis
retrograd moédon visszaalakulnak, amit az amilazok kevésbé emésztenek. Az amiloz képes
reagalni mas ¢élelmiszerdsszetevovel, befolydsolva az amilolizis sebességét (Bjorck és
munkatarsai, 1994).

A vastagbél az emberi tdpcsatorna alsé részében talalhatd, amely az emberi emésztérendszer
utolsd olyan része, amely lehetdvé teszi a mikrobidlis tevékenység és az emberi fiziologia

kozotti kdlcsonhatast. Az emészthetetlen szénhidratok, mint példaul a rezisztens keményito,



amelyek a gyomor-bélrendszeri-traktus fels részén megmenekiilnek az emésztéstdl ¢s a
vastagbélbe jutva gyakorlatilag még mindig megmaradnak polimer formaban, ahol végiil a
vastagbélben természetesen jelen 1év0 mikrobialis flora erjeszti 6ket. Mivel a béltartalom
mozgasa a vastagbélben meglehetdsen lassi (48-70 6ra) a gyomorban ¢€s a vékonybélben
eltelt idohoz képest (4-6 6ra), a béltartalom idedlis szubsztratként szolgal, amely lehetdvé
teszi a human bélflora nagy kolonidinak elszaporodasat mikrobidta kifejlodését (Panesar &

Bali, 2016).

2.5. Szénhidratok analitikai meghatarozasa

A szénhidratokat kiillonb6z6 €lelmiszerekben talalhaté meg, mellettiik mas zavar6 anyagok,
mint példaul fehérjék és lipidek lehetnek, illetve pontatlan eredményekhez vezethetnek. A
minta hidrolizise ¢és extrakcidja két gyakori és alapvetd minta eldkészitési 1épés a

szénhidratok elemzése soran (Jie és munkatarsai, 2021).
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1. abra: Stratégidk a szénhidratok meghatarozasara kiilonb6z6 matrixokban (Jie és

munkatarsai, 2021)



Extrakeio

Az extrakcié az egyik legalapvetdbb mintael6készitési modszer, amelyet a szénhidratok
esetében két hagyomanyos modszerrel alkalmaznak: folyadék-folyadék és folyadék-szilard.
A modern oldészeres extrakcids modszerek, mint példaul a szuperkritikus folyadék
extrakcid vagy a nyomads alatt allo folyadék extrakciot (PLE) jelenleg széles kdrben
alkalmazzak a nem polaris analitok esetében, de a szénhidratok esetében kevésbé
alkalmazhatd. Az extrakciot gyakran alkalmazzék a szénhidratok tisztitdsara, de mivel az
¢lelmiszer-szénhidratok molekulatomeg-tartomanya nagyon széles gyakran hasznaljak
frakciondlasi vagy dusitdsi lépésként is. Az extrakcid elétt a mintat megfelelen
kondicionalni kell. A folyékony mintdkat homogenizalni, a szildrd mintakat pedig 6rdlni

kell, hogy jobban érintkezzenek az oldoszerrel (Soria és munkatarsai, 2012).

Hidrolizis

Az oligoszacharidok ¢és poliszacharidok hidrolizise kémiai Uton (pl. savakkal) vagy
enzimatikus uton torténhet. A hidrolizis célja az oligoszacharidok és poliszacharidok
monomerekké torténd bontdsa, melyek konnyebben elemezhetéek. Az oligoszacharidok és
poliszacharidok pontos mennyiségének meghatarozasa, reprodukalhato és sztochiometrikus
lebontasukat gondosan ellendrizni kell. Altalaban az enzimatikus keményitd hidrolizisét az
amilogliikozidaz végzik vagy az a-amilaz, vagy ezek keverékei altal. A keményité kémiai
uton, koncentralt savakkal torténd gliik6zza torténd hidrolizise (HCIL, HoSO4, HC104) sokkal
gyorsabb lehet. Hatékonysaga azonban a mintaban 1év6 keményitd szerkezetétdl fiigg. Az
amiléz hidrolizise (visszanyerési arany 90%) eréjesebb, hosszabb ideig tartd reakcio

koriilményeket igényel, mint a az amilopektin hidrolizise (Raessler, 2011).

Kiilonb6zo modszerek a szénhidrattartalom meghatarozasara

Kolorimetrias modszerek

Az egyik leggyakrabban hasznalt kolorimetriés modszer a fenol-kénsavas eljaras, amely egy
egyszeri ¢és gyors kolorimetrids modszer a minta 0Osszes szénhidrattartalmanak
meghatdrozasara. A koncentralt kénsav lebontja a poliszacharidokat, oligoszacharidokat,
diszacharidokat monoszacharidokka (Nielsen, 2017). Fenollal és tomény kénsavval kezelve,
a redukalo csoportok narancssarga szint adnak, amely elnyeli a fényt a lathat6-ultraibolya

tartomanyban. A kromofor elektron spektralis adtmenetei a fény abszorpcidjat nagyobb



hullamhosszra toljak el (200-700 nm), amelyek alkalmasak az UV-Vis elemzésekhez (Rover
¢s munkatarsai, 2013). Egy tovabbi kolorimetrids mérési modszer, hogy a mintahoz antron
reagenst adnak. A moddszer érzékeny az alacsony szénhidrat koncentraciora és a kiilonbdz6
szénatomszamu szénhidratokra. A szin kialakulasa a szénhidratbol szarmazoé hidrolizatum,
a furanok és az antranol kozotti reakcid eredménye. A reakciot kovetden addukt képzddik,
mely kromofér csoporttal rendelkezik és 620 nm-en van fényelnyelése. Az antron
mennyiségi meghatdrozdsa sordn a kék-zold szin megjelenése a kulcs tényezd a

szénhidratminta mennyiségi meghatarozasdhoz (Haldar és munkatarsai, 2017).

Kromatografias technikak

A cukrok mindségi és mennyiségi vizsgalatanak egyik leghatékonyabb meghatarozasi
modszere a nagy hatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC). Az elemzés gyors, széles
koncentraci¢ tartoméanyban hasznalhatdo és pontos eredményt ad. A monoszacharidok
hasonlé kémiai tulajdonsagai miatt az analizisiiknél szdmos probléma Iéphet fel. Tobbféle
kiilonb6z6 folyadékkromatografias modszer alkalmazhaté a szénhidratelemzésben,
beleértve az ionkromatografiat (IC), a forditott fazist- (RP, reverse phase), és a hidrofil
kolcsonhatasi kromatografiat (HILIC, hydrophilic interaction liquid chromatography). A
monoszacharidok elvéalasztasa a kovetkezOk alapjan végezhetd el: a vegytiletek polaritas
kiilonbségei (normal vagy forditott fazist HPLC, HILIC), illetve az elektromos toltésben
jelentkezd kiilonbségek alapjan (IEC: kation-, anioncsere ¢és ionkizarads) (J. Yan és
munkatarsai, 2016).

A kozelmultban egyre nagyobb figyelmet kap a HILIC oszlopok hasznalata, mivel
egyediilallo elényei vannak, mint példdul az, hogy nincs sziikség derivatizalasra, nagy
felbontast biztositanak és idotakarékos az elvalasztas soran (J. Yan és munkatarsai, 2016).
A HILIC esetében a normal fazisu kromatografidhoz hasonloan az all6fazis erdsen poléaros
mig a mozgofazis kevésbé polaros. A leggyakrabban alkalmazott mozgdfazis acetonitrilt és
vizet tartalmaz, utobbit legfeljebb 40 v/v%-ban. A HILIC-ben a viz szolgal az erdsebb
olddészerként, ezéltal a viztartalom novekedése a vegyiiletek visszatartasanak csokkenéséhez
vezet. A polaris és ionizdlt vegyiiletek visszatartdsa altaldban nagyobb. A HILIC
szénhidratelemzésre torténd alkalmazéasakor a szilika 4llofazis tilsagosan polaris lehet a
szubsztitualatlan cukrok esetében, ezért gyakran ciano-, és diol-csoportokkal modositott
allofazisokat hasznalnak. Ennek eredményeképpen a mono-, di-, és oligoszacharidok akar

husz egységig terjedd keverékei is elvalaszthatok HILIC moédszerrel (X. Yan, 2014).



Detektorok

A szénhidratok detektalasara hagyomanyosa torésmutaté detektort alkalmaznak (RID,
refractive index detector). A HPLC-RID mddszer egyszeri, linearis tartomanya széles.
Viszont ezzel a modszerrel végzett méréseknek szamos hatranya van, tobbek kozott az, hogy
a mérést nem lehet gradiens eliicioval elvégezni, az alapvonal stabilizalasdhoz sziikséges 1d6
hosszabb a mozgd fazis vagy a kolonna cserélésénél, valamint az érzékenysége nem elég
nagy (Kuang és munkatarsai, 2011).

UV detektorral is kombindlhat6 a HPLC cukormeghatarozasndl, de az abszorpcios
hulldmhossz 190 nm k&zelében van, mert a legtobb cukorban nincs kromofor csoport, ezért
ritkdn hasznaljdk (Wang & Fang, 2004). A megfelelé meghatdrozashoz ezaltal
szarmazékképzésre van sziikség.

A szénhidratok detektdldsdra gyakran haszndlt modszer a porlasztassal egybekotott
fényszords elvén miikodd detektor (ELSD, evaporative light scattering detector).
Mennyiségiik Osszetett matrixokban is jol meghatarozhatd, amely soran nincs sziikség
szarmazékképzésre. Ezenkiviil rovid elemzési idovel is nagy érzékenység érhetd el (Jie és
munkatarsai, 2021). Miikddése soran az eluenst (mozgd fazist) nitrogén vagy levegd
felhasznalasaval porlasztjak el, aprd aeroszol cseppeket keletkeznek. A mozgd fazist egy
fiitott driftcs6be vezetik, ahol elparolog. Az oldat részecskéi kiillonbozé mértékben szorjak a

fényt, amely intenzitasa a vizsgalt vegylilet mennyiségével azonos (Rashan & Chen, 2007).
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Vizsgalt mintak

A mérések soran két nagy keményitétatalmu terméket vizsgaltam, melyek a fehér kenyér

és a fott tészta voltak.

Kenyér

A kiilonboz06, kereskedelmi forgalomban kaphatd kenyerek Osszetétele alapvetden nagy
valtozatossagot mutat, ezért a kisérletekhez standardizalt koriilmények kozott készitettem el
a kenyeret. Ehhez az ISO 6820-1985 szamu szabvanyt vettem alapul. A minta
elokészitéséhez a szaraz hozzavaldkat (500 g liszt, 7 g élesztd, kb. 4 g cukor és 7 g s0)
bemértem ¢és Osszekevertem. A dagasztdshoz Bosch MUMS86 HomeProfessional 1600 W
robotgépet hasznaltam. A dagasztds sordn a gép 2-es fokozatat hasznaltam, a vizet pedig
folyamatosan adagoltam hozza. A folyamat addig tart, amig a tészta feliilete sima nem lesz.
A kovetkezd 1épés a kelesztés, amit Memmert IN110 (Memmert GmbH & Co. KG)
inkubator szekrényben 50°C-on 30 percig tartott. A kelesztés utdn Memmert
szaritoszekrényben 180°C-on, 30 perc alatt siitdttem készre.

A mérésekig a mintakat felszeletelve, -20°C-os fagyasztoszekrényben taroltam, majd a
felhasznalas eldtt a bélzetet ledardltam a homogenitas novelése érdekében. Az Infogest

protokollhoz a mintékat eredeti formajukban hasznaltam fel.

Tészta

A mérésekhez Gyermelyi Vita Pasta (farfelle, masni) durum szaraztésztat szereztem be,
melynek 0sszetevdi a tésztaipari durumbuzadara és az ivoviz.

A fott tészta minta elokészitéséhez 125 g szaraztésztat 1,25 1 forrasban 1évo vizben 10 percig
féztem. A f6z6viz 2 g/l sot tartalmazott. A megfott tésztat folyd, hideg viz alatt atmostam és
lehiitottem, majd talcara kiteritve 20 percig hagytam szaradni. A fott tésztat Moulinex
hasdaralon (5 mme-es tarcsa) haromszor ledardltam, majd kis zacskokban -80°C-os
fagyasztoba tettem.

A szaraz tésztat kontrollként vizsgaltam, ezért kis adagokban, kavédaraloban ledaraltam,

majd az igy kapott port 500 pm-es szitan atszitaltam.

11



3.2. Felhasznalt vegyszerek, reagensek

A Luff-Schoor]l mddszerhez a kovetkezo reagenseket hasznaltam fel:
40 v/v% etanol oldat; Carrez I és II oldat; metilnarancs indikator; tdmény sésav; natrium-

hidroxid; Luft-Schoorl reagens; natrium-tioszulfat; tomény kénsav oldat; kalium-jodid oldat.

Az emészthetd keményité tartalom meghatirozasihoz a Megazyme K-DSTRS Kkitet
alkalmaztam, melynek enzimjei: a hasnyalmirigy a-amildz/amilogliikozidaz (PAA/AMG);
amilogliikoziddz (AMG); gliikkéz-peroxidaz (GOPOD). A tovabbi vegyszerek a médszer

leirasaban feltiintetett maleinsav, ecetsav, natrium-hidroxid, natrium-acetat és etanol voltak.
Az Infogest Protokollhoz a modszer leirasban szerepld enzimeket (gyomornedv szimulans;
pepszin; vékonybélnedv szimulans; epekivonat; pankreatin) €és vegyszereket (kalcium-

klorid-dihidrat; tdmény sosav; natrium-hidroxid) hasznaltam fel.

Minden felhasznalt vegyszer analitikai tisztasagu volt.
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3.3. Modszerek

3.3.1. Nedvességtartalom meghatarozasa

A daralt fott tésztabol, eldszaritott (105°C, 30 perc) és ismert tomegli Petri csészére
50,0001 g-os adagokat mértem ki, harom parhuzamossal dolgozva. Majd a mintakat 4 6raig
szaritottam. A szaritasi periddusok kdzott a mintak tomegét exszikkatorban valé lehiités utan
mértem le. Az eredményekbdl szdrazanyag-, és nedvességtartalmat szamoltam.

Kenyérmintanal 1égszaraz kenyérbdl analitikai pontossaggal bemértem 5+0,0001 g-ot, majd
4 oran keresztiil tomegallandosagig szaritottam 105°C-os széritoszekrényben. A mintat

ezutan exszikkatorban hiitdttem le, majd visszamértem a tomegét.

3.3.2. Redukalo cukortartalom meghatarozasa Luff-Schoorl modszerrel

A modszer a gliikdz, a gliikozban kifejezett redukdld cukrok és a szachardzban kifejezett
Osszes cukor meghatarozasara szolgal az élelmiszerekben és takarméanyokban (Gafta, 2018).
A mintakbol egyenként analitikai pontossaggal 2,5 g-ot mértem be 250 ml-es mérdlombikba,
majd hozzaadtam 200 ml 40 v/v%-os etanolt. Rotdciés razégépen 1 oOrdn keresztiil
kevertettem. Razatas utdn hozzaadtam 5 ml Carrez I oldatot, majd 30 masodpercig kevertem.
Hozzéaadtam 5 ml Carrez II oldatot és 1 percig kevertem. 40 v/v%-os etanollal jelre toltottem,
Osszekevertem ¢és sziirdpapiron leszlirtem. A sziirletbdl kivettem 200 ml-t, kb. a térfogata
felére beparoltam, hogy az etanol nagy részét eltdvolitsam.

Egy 300 ml-es Erlenmeyer lombikba pipettdztam 25 ml-t a Luff-Schoorl-reagensbdl, majd
hozzaadtam 25 ml mintaoldatot, melyet forrastol szamitva 2 percig forraltam. A lombikot
drothélon, lang felett forraltam tovabb 10 percig ugy, hogy felszereltem egy
refluxkondenzatort az Erlenmeyer lombikra. Ezutan lehiitéttem az oldatot, majd hozzaadtam
10 ml 30 w/v%-os kélium-jodid oldatot és 25 ml 3 M kénsavat. 0,1 n natrium-tioszulfat

mérdoldattal, keményitd indikator jelenléte mellett kifehéredésig titraltam.

Minden mintaoldatot invertaltam az dsszes cukortartalom meghatarozasa érdekében. Ehhez
a beparolt térzsoldatbdl kivettem 50 ml-t, amit atpipettdztam egy 100 ml-es mérélombikba.
Hozzdadtam néhany csepp metilnarancs indikatort, majd 6vatosan folyamatos keverés
mellett adagoltam hozza a 4 M so6sav oldatot addig, amig a folyadék vords szinli nem lett.
Hozzaadtam 15 ml 0,1 M so6sav oldatot, majd 30 percig forrasba 1évd vizfiirdobe tettem.

Gyorsan lehiitottem koriilbeliil 20°C-ra, ezutan hozzaadtam 15 ml natrium-hidroxid oldatot.
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Feltoltottem 100 ml desztillalt vizzel és Gsszerdztam. Az oldatbol 25 ml-t vettem ki, majd

titraltam a feljebb leirt Luff-Schoorl médszerrel.

3.3.3. Megazyme: Emészthet6 és rezisztens keményité meghatarozasa

A mérést a Megazyme altal forgalmazott emészthetd ¢és rezisztens keményitd
meghatarozasadhoz késziilt protokoll (Termékkod: K-DSTRS) alapjan végeztem el.

A modszer Englyst és mtsai. (1992) kutatasan alapul, akik egy in vitro modszert dolgoztak
ki a keményitd emésztési sebessége alapjan torténd osztalyozdsara: gyorsan emészthetd
keményité (RDS), lassan emészthetd keményité (SDS) és rezisztens keményité (RS).
Atlagosan 4+1 6ran keresztiil tartdzkodnak a vékonybélben a kiilonboz6 taplalékok és a
vizsgalat soran is ezt az iddt valasztottak inkubécios idének hasnyalmirigybdl kivont a-
amildz és amilogliikozid4z enzimkeverék mellett. A gyorsan emészthetd keményitd esetében
20 perc, a lassan emészthetd keményitd esetében 120 perc mulva vesznek mintat az oldatbdl,
az 0sszes keményitdtartalom mennyiségét pedig 240 percnél vett mintdbdl hatdrozzak meg.
A maradék keményit6t pedig rezisztens keményitdként (RS) hatarozzak meg.

A mintdk enzimes el6készitéséhez 0,5 g mintat egy polipropilén csObe harom tizedes
pontosadggal mértem be. A mintadt megnedvesitettem 0,5 ml 95 %-os etil-alkohollal majd
hozzaadtam diszpenzer segitségével 17,5 ml natrium-maleét puffert. 160 rpm-en, 37,0°C-on
5 percen keresztiil razattam vizfiirdoben. Ezutan hozzaadtam 2,5 ml PAA/AMG oldatot. Az

oldatot 4 6ran keresztiil 37 °C-on inkubaljuk, kézben pedig 160 rpm-en razatjuk tovabb.

Emésztheto keményité meghatarozasa

Az oldatbol 20, 120 és 240 percnél 1 ml-t vettem ki az emészthetd keményitd
meghatdrozasahoz. Ehhez hozzdadtam 20 ml ecetsav oldatot. Minden oldatbdl 2-2 ml-t
pipettdztam 2 ml-es mikrocentrifugacsévekbe, amiket 13000 rpm-en 5 percig
centrifugaltam.

Az oldatbol kivettem 25 pl mintat és ehhez hozzaadtam 25 pl hig AMG-t, amit 50 °C-on 30
percig inkubaltam. Az inkubalas utan 750 pl GOPOD reagenst adtam és tovabbi 20 percen

keresztiil inkubaltam a mintat 50 °C-on.
Rezisztens keményité meghatarozasa
A 240 perc elteltével 4 ml mintat egy 15 ml-es centrifugacsdbe pipettaztam, és hozzdadtam

4 ml 95 %-os etanolt. A csdveket centrifugaltam 4000 rpm-en 10 percig. A centrifugalas
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utan azonnal eltavolitottam a feliiliszot, és hozzaadtam 2 ml 50 v/v%-os vizes etanolt,
melyet rogton vortexeltem. Ezutan hozzdadtam tovabbi 6 ml etanolt, és Gjra vortexeltem és
a fent emlitett paramétereknek megfelelden centrifugéltam. Ezt a folyamatot kétszer
ismételtiik meg.

A csovekbe magneses keverdt és 2,0 ml hideg 1,7 M natrium-hidroxidot adtam. Az oldatot
kb. 20 percen keresztiil jeget tartalmaz6 vizfiirddben, magneses keverd felett kevertettem.
Hozzdadtam 8,0 ml 1,0 M-os natrium-acetat puffert, mikozben a magneses keverdn
kevertettem a mintat. Tovabba hozzaadtam 0,1 ml AMG-t. Az AMG hozzaadasa utan
azonnal vortexeltem a mintat. A csdveket 50 °C-os vizflirddbe tettem, és 30 percig

inkubaltam, idészakos vortexelés mellett.

Spektrofotometrias méreés

2 ml mintaoldatot pipettdztam egy 2 ml-es centrifugacsébe, amit 13000 rpm-en 5 percig
centrifugéltam. Ezutan 25 pl mintat pipettdztam egy mikrocentrifugacsébe és hozzaadtam
750 ul GOPOD reagenst. Ebbdl az oldatbol egy parhuzamost készitve még, vortexelés utan
50°C-on 20 percig inkubaltam. A mintaoldatok elkészitésével parhuzamosan készitettem
még reagnes vak oldatot is, melyben 25 pl 100 mM natrium-acetét puffer és 750 pl GOPOD
reagens van. A mintakkal egylitt inkubaltam.

A mintaoldatokat és a reagens vak mintdk abszorbancia értékét Thermo Evolution 300 BB

tipusu kétutas spektrofotométerrel mértem meg.

Az eredményeket az alabbi képlettel szamoltam ki:

EV FV 1 100 162
X J X —x—x X X
44 f 4 01 1000000 W 180
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3.3.4. Emésztés szimulacio: Infogest Protokoll
Az utébbi id6ben a legnépszeriibb szabvanyositott emésztés szimulacidos modszer a statikus
in vitro Infogest protokoll. A médszer modellezi az emésztés harom fazisat, figyelembe véve

a standard emésztési idot, hdmérsékletet, pH-t, az adott szakaszban résztvevé megfeleld

crer

Mintaelokészités

A bemérését a mintdk emészthetd keményitd tartalma alapjan hataroztam meg, ami
elézetesen Megazyme Kkittel lett mérve. A mintdkat analitikai pontossdggal mértem be, a
kenyér mintabol 2,3 g-ot, a fott tésztabol 1,6 g-ot 50 ml-es centrifugacsdvekbe, melyeknek
a taratomegét eldzetesen lemértem. A mintakat atlagosan 6,5-7,0 ml desztillalt vizzel potlom
ki. A mérés megkezdése el6tt egy vakmintat is készitettem, amiben 5,0 ml desztillalt viz

volt.

Szaj fazis

Ezt a 1épést a protokollban leirtaktol eltérden in vivo végeztem el. Az egyes mintdk
standardizalt ragasat (39 ragas, 23 sec alatt) kovetéen, az emésztéshez alkalmazott
centrifugacsObe {iritettem, ¢és desztillalt vizzel 10 ml-re higitottam. Ebben a fazisban a
mintdk mechanikai apritdsa, és a human eredetii enzimek és nyal hozzdadéasa egy lépésben

megtortént.

Gyomor fazis

A szdj emésztményhez hozzdadtam 6,4 ml gyomornedv szimulanst, melyet eldtte 37 °C-on
inkubaltunk. Tovabba hozzdadtam 5 pL. CaClx(H20):-t, a kenyér mintdhoz 120 pL, a fott
tészta mintdhoz 35 uL. 6 M-os HCI-t, 1,60 ml sertés pepszint, végiil a kenyér mintdhoz 1875
uL, a fott tészta mintdkhoz pedig 1960 pL desztilladlt vizet. A keveréket 37 °C-ra
elémelegitett inkubatorban (Memmert UNE300) 2 6ran keresztiil, folyamatos kevertetés

mellett egy razogépben (Heidolph Reax 2) inkubéltam.

Vékonybél fazis

Az inkubalasi 1d6 letelte utdn a szdj-gyomor emésztménybdl kivettem 20 ml-t, amihez
hozzdadtam vékonybélnedv szimulanst. Tovabba hozzdadtam 40 pL CaCly(H20):-t, 2,5 ml
epe kivonatot, 5,0 ml pankreatint, és a kenyér mintdhoz 60 uL NaOH-t. Végiil kiegészitettem
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a kenyér mintat 3900 pL, a fott tészta mintat pedig 3960 pL desztillalt vizzel. Az enzimek
¢s vegyszerek hozzdadasa utan tovabbi 2 oran keresztiil inkubéltam 37 °C-on, folyamatos
kevertetés mellett.

Az inkubéciods id6 letelte utan ismét lemértem a mintak tomegét.

Visszanyerés

A modszer megfeleldségének ellendrzésére visszanyerés vizsgalatot végeztem el a kenyér
mintak emésztményébdl. A visszanyerési vizsgalat soran a vizsgalando vegyiiletek ismert
mennyiségét adjuk a vizsgalandd mintahoz, majd az adott modszerrel megmérjik az
mennyiségi meghatarozasat teszi lehetdvé. A visszanyerés vizsgalat akkor megfeleld ha a

kapott érték 70 — 120 % kozott van (SANTE/11312/2021).

A tabldzatokban szerepld koncentraciok a kiilonb6zé spikeoldsi szinteken mért
koncentraciok. A méréseket HPLC-RID-vel végeztem el. A mérés eldtt egy gliikoz-maltéz
torzsoldat kiilonbdzd koncentracidival elvégeztem a kalibraciot, az eredményeket ez alapjan
szamoltam. A visszanyerést az emésztmény mintakbol mért koncentraciokkal szamoltam az

alabbi képlet alapjan.

adalékolt minta koncentracidja — eredeti minta koncentracioja
R% = , - , — x 100
ismert hozzaadott spike koncentraci6
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A visszanyerés vizsgalatot csak a kenyér mintak esetében végeztem el.

A mintakhoz hozzédadott gliik6z és maltéz koncentracio a kiilonbozd spike szintek:

Gliikoz Maltoz

[mg/ml] [mg/ml]
1. szint 15 19,6
2. szint 30 29.4
3. szint 45 39,2

A kiilonboz6 alkoholos kicsapasok kozotti eltérések vizsgalata érdekében Kruskal-Wallis
tesztet futtattam le az SPSS Statistics 23 (IBM SPSS Statistics 23, 2021) szoftverrel (p<0,05)

3.3.5. HPLC-RID modszer

A Luff-Schoorl, a Megazyme ¢és az Infogest protokoll soran kapott extraktumokat/mintakat
HPLC-RID modszerrel is mértem. A vizsgalt termékek magas keményittartalmu
¢lelmiszerek voltak, az azokra leginkdbb jellemzd mono-, di-, és triszacharidok mennyiségét
hatdroztam meg. Ezek a gliik6z, szachar6z, maltdz és maltotridz voltak.

A komponensek meghatarozasahoz egy Agilent 1200 (Agilent Technologies, Santa Carla,
Kalifornia) tipusi nagyhatékonysdgu folyadékkromatograffal végeztem, a detektalas
Agilent 1100 G1362A térésmutatd detektorral tortént.

Az elvélasztast Macherey- Nagel Nucleodur NH2 oszlopon (5 um toltetméret; 100x4,6 mm)
végeztem. Az elvalasztas 85:15 acetonitril — viz (850 ml ACN + 150 ml desztillalt viz/ 1L
eluens) mozgofazis alkalmazéasaval, izokratikus elucioval tortént. Az dramlési sebesség 1,4
ml/min volt, az egyes mintakbodl injektalt térfogat 10 pl. A kolonna hdmérséklete 30°C, mig

a detektorcella hOmérséklete 35°C volt.
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A mérések értékeléshez kiilsé kalibraciot alkalmaztam, gliikoz, szachar6éz, maltoz ¢és
maltotrioz cukorkeverékkel. A kalibracids pontok koncentracioja 0,5-1,0-2,5-5,0-10 mg/ml

volt.

A mintdk extraktumaibol minden esetben 1500 pl-t mikrocentrifuga csdvekbe pipettaztam,
majd 5 percig, 13000 rpm-en centrifugaltam (Hettich Universal 22R, Andreas Hettich GmbH
& Co., Tuttlingen, Németorszag). A feliiluszobol 500 pl-t kromatorafias vialba pipettaztam.
Ez aldl az Infogest mérés esetében volt eltérés, amelynél a mintakat 0,22 pm porusatmérdji

PVF fecskenddsziirdn kozvetleniil a vialba sziirtem.
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4. Eredmények és értékelésuk

Minden esetben meghatiroztam a termékek (kenyér, szaraz-, ¢és fott tészta)
nedvességtartalmat. A nedvességtartalom meghatarozasat a Megazyme protokoll is eldirja
abban az esetben, ha a termék nedvességtartalma >10%. A kenyér nedvességtartalma pedig
42,51 m/m%, a szaraz tészta¢ 7,26 m/m%, a fott tészta nedvességtartalma pedig 40,20 m/m%

volt.

4.1. Luff-Schoorl modszer eredményei

A siitd-, és tésztaipari termékekben foként jelenlévd egyszerti cukor a gliik6z, ezért a mintak
cukortartalmat is erre vonatkoztatva adtam meg. A mintak gliikoztartalménak eredményei
¢s az inverzid utani Osszes cukortartalom eredményeit 0sszehasonlitd diagramokat a 2. dbra

mutatja.

30
25 23,92 23,68 24,01
20
15

10

Koncentracio (g/100 g)

3,77
1,09

K F S

Redukald cukor Invert cukor

2. abra: Luff-Schoorl médszer 6sszehasonlité eredményei

A redukéld cukroknal a kovetkezd eredményeket kaptam. Kenyér minta (K) redukalo
cukortartalma 2,11 g/100 g, a f6tt tészta (F) 1,09 g/100 g, és a szaraz tészta (S) 3,77 g/100g
volt.

Az invert cukrok mennyisége nagyjabol tizszerese a redukald cukrokénak, mivel a savas
hidrolizis utan nagyobb lesz a mérhetd cukrok mennyisége. A hidrolizis soran a keményitd
kisebb cukorpolimerekre bomlik, igy akar maltdz is lehet a mintadban hidrolizis utan, ami

szintén redukald cukor. Titralassal nem lehet megallapitani, az oldatban 1évé cukrok
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mindségét, azonban a maltdz gliikdz monomerekbdl épiil fel, igy az eredményeket gliikdzra
vonatkoztatva adtam meg, habar a maltdz is egy redukald cukor. Az eredmények alapjan
megfigyelhetd, hogy a szaraz tésztaban (S) 1év6 redukald cukor mennyisége kb. a kétszerese
a fott tésztaénak (F). Ez azzal magyarazhatd, hogy a f6z¢és sordn a szénhidrat egy része a
f6z6vizbe oldodik. A kenyérben el6forduld redukald cukrok tartoménya széles, ami példaul
a liszt mindségétdl is fiigghet, de Maria és munkatdrsai (2017) altal mért tartomany szerint

reélis a kapott eredmény.

A mintdkat HPLC-RID modszerrel is megmértem. A Luff-Schoorl mddszernél a titralas
sordn az oldatban 1évé anyagmennyiséggel reagdl a mérdoldat, ezaltal igen kis
koncentracioban jelenlévd cukrok mennyisége is meghatarozhatdo. A mérés soran a
mintael6készités higitasi 1épéseket is tartalmaz, igy az oldat cukorkoncentracidja viszonylag
alacsony. Ennek kovetkeztében a kromatografids mérés eredményei nem voltak
kiértékelhetok az alacsony cukorkoncentracié miatt. Ez visszavezethetd a torésmutatd
detektor viszonylag alacsony érzékenységére is. A vizsgalt mintaoldatokban a cukrok
mennyisége kimutatasi hatar alatt volt, ezért a kromatogramokon elsdsorban az alapvonal
latszik, amely esetében emelkedés is volt tapasztalhato. Egyediil a széraz tészta (3. 4bra)
esetén voltak a maltdz és a szachar6z csticsai megfigyelhetdk, azonban a csucstorzulas miatt

nem értékelhetdk biztonsaggal. A tobbi minta esetén ezek a csucsok sem lathatok.

nRIU

300
250 f

200 B
] Szacharaoz

\

150 Maltéz |

100

4 5 6 7 8 9 min

3. abra: Szaraz tészta minta Luff-Schoorl modszer utani kromatogramja
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4.2. Megazyme modszer eredményei

A mintdk Osszes keményit tartalmat, illetve hozzajuk hasonlitva a szarazanyagra

vonatkoztatott keményitd tartalomra kapott eredményeket a 4.4bra foglalja 6ssze.

90

79,535
80 I
70,225

70 65,125 =

60
50,945
50 45,73 I

40
30,46
30

20

Koncentracio (g/100 g)

10

K F S
m keményitd [g/100] keményitd szdrazanyagra [g/100]
4. abra: Osszes keményité és a szarazanyagra vonatkoztatott keményitd tartalom

Osszehasonlito diagramja

Az Osszes keményitd tartalom a mintak teljes emészthetd keményitd tartalmanak (TDS) és
a benniik jelenlévd rezisztens keményité (RS) mennyiségének Osszege. A szarazanyagra
vonatkoztatott keményitOtartalom az egyes mintdk keményitOtartalmanak ¢és a
nedvességtartalmuk ardnya. A mérés sordn a Megazyme kithez tartoz6 kontroll minta

Osszetételét is meghataroztam, amely eredményei alapjan a modszer megfeleléen miikodott.
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A kenyérminta Osszes emészthetd keményitotartalma 44,75 g/100 g, a fott tészta mintdnak
29,98 g/100 g, a szaraz tésztanak pedig 64,75 g/100 g volt. Tien és munkatarsai (2018)
szerint a kenyér Osszes emészthetd szénhidrattartalma, azon belill a gyorsan emészthetd
szénhidrattartalma kb. 40 g/100 g, Camelo-Méndez és munkatarsai, (2016) mérései alapjan
a szaraz tésztaknak pedig kb. 71 g/100 g. Az altalunk kapott eredmények megegyezik az
irodalomban leirt eredményekkel. A mintdk emészthetokeményitd frakcioit az 5. ébra
foglalja Ossze.
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5. abra: A mintdk emészthetd keményité frakcioi

A f6tt tészta mintak (F) esetében megfigyelhetd, hogy mind a rezisztens keményitd, mind az
Osszes emészthetd keményitd mennyisége a felére csokkent a széraz tészta minta (S)
mennyiségéhez képest. Ez azzal is magyardzhato, hogy a f6zés hatdsira a vizoldhato
komponensek egy része a f6zdvizbe tavozik, csokkentve a szilard anyagok mennyiségét,
mint példaul a keményitd tartalmat is. A f6zési veszteségrol Osorio-Diaz és munkatarsai

(2014) is irtak.

Az 5. dbran a mintdk emészthetd keményitd frakcidi lathatdéak. Az SDS érték az 120 percnél
kapott abszorbancia és a 20 percnél mért abszorbancia kiilonbsége. A kenyér minta (K)
negativ SDS értékét az okozza, hogy nem szabadult fel a mintdban tébb gliik6z 120 percnél,
mint 20 percnél. Ez azt jelenti, hogy a kenyérben szinte csak gyorsan emészthetd keményitd
van. A tésztdk esetében f6zés utan a hozzaférheté keményitdtartalom csokkent, mivel a

keményité szerkezete atalakul, ezaltal nehezebben lesz hozzaférhetd az enzimek szdmara
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(Fuentes-Zaragoza ¢és mtsai., 2011). Ez azzal is magyarazhatd, hogy a szaraz tészta
mintael6készitésénél a mintat porra Oroltiik, igy az enzimek szdmara az emészthetd jobban

hozzaférhetd volt, igy tobb is szabadult fel.

A mintdkat HPLC-RID-vel is megmértem. A mérés megkezdése elétt felvettem a kalibracios
egyenest. Az emésztés soran az enzimek gliikozra bontjdk a keményitot, és a mintak esetében
csak ez a cukor volt detektalhatd, igy a mérés sikeresnek bizonyult.

A keményitd, és a szdrazanyagra vonatkoztatott keményitdtartalom eredményeit a 6. abra

foglalja 6ssze. A HPLC-vel mért kenyérminta kromatogramja az 7. abran lathato.
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6. abra: Osszes keményitd és a szarazanyagra vonatkoztatott keményité tartalom

Osszehasonlito diagramja
HPLC-RID mddszer utan a kenyér minta dsszes keményitd tartalma 48,04 g/100g, a fott

tésztanak 30,09 g/100 g volt. A széraz tészta rezisztens keményitd tartalma nem volt

detektalhatd, igy a szaraz tészta dsszes keményitd tartalmat nem tudtam meghatarozni.
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7. abra: Kenyér minta kromatogramjai

A 7. abran lathat6 a K1 minta gliikozhoz tartozé kromatogramjai. Az A kromatogram a 20

percnél vett RDS, a B kromatogarm 120 percnél vett SDS és a C kromatogram pedig a 240

percnél vett minta eredményei.

Az alabbi 8. dbran az emészthetd keményitd frakciok lathatok.
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8. abra: Emészthetd keményitd frakciok

63,59
44,66

17,68
51

% Q% &Q“o &

S

A két mérést kovetden Osszehasonlitottam az eredményeket. Mindkét esetben kozel azonos

eredményeket kaptunk. Az egyes kiilonbségek betudhatéak kiillonb6zé mérési hibanak.

Elmondhat6, hogy a Megazyme moddszernél a spektrofotometrids mérés helyettesithetd

HPLC-RID moédszerrel.
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4.3. Infogest Protocol eredményei

A mérés befejeztével az eredményeket HPLC-RID modszerrel vizsgaltam meg. A mintdk

eredményeit a 9.4abra foglalja 0ssze, kiilon-kiilon a vizsgalt négy komponensre nézve.
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9. abra: Az emésztmény mintakban 1évé cukrok mennyisége

Az egyes mintak kromatogramjat a 10. és 11. abra foglalja 6ssze
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10. abra: Fott tészta kromatogramja emésztés utan
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11. dbra: Kenyér minta kromatogramja emésztés utan

A mérés utan elmondhatd, hogy mind a kenyér, mind a tészta mintdban a szachardz
mennyisége volt a legkisebb, legnagyobb mennyiségben pedig a maltotriéz van jelen a
mintdkban. A keményitd a hidrolizise soran maltotriézza, majd maltézza végil gliikkoz
polimerekre hidrolizal (Blanco & Blanco, 2017). Ezzel is magyardzhaté a szachardz

elenyészé mennyisége a mintakban.

A mérés utan az emésztmény mintakat 80, illetve 50 %-ban higitottam desztillalt vizzel. Arra
voltam kivéancsi, hogy a két higitas utdn mennyire valtozik meg az emésztmény mintdkban
a kiilonb6zé cukrok mennyisége, valamint az azonos koncentracidoban torténd alkoholos
higitas sordn valtozik-e a cukor mennyisége az ugyanolyan koncentracidju higitas esetén. A
mérés soran a gliikkdzt és a maltozt vizsgaltam részletesebben, mivel a szachar6z mindkét
esetben kimutatdsi hatar alatt volt, a maltotriéz pedig csak az 50 %-os higitasnal volt

detektalhatd, alacsony koncentracioban. Az 6sszefoglald diagram a 12. abran lathato.
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12. abra: Higitas utani eredmények
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A mérés befejeztével az enzimek aktivitdsat 80 %-os etanollal, metanollal és 50 %-os
metanollal allitottuk le. Az alkoholok hozzaadasaval tovabba a mintaban 1év6 emésztetlen
keményitét is kicsapodik, mivel a hosszabb szénlanci keményitdk nem oldédnak sem

etanolban, sem metanolban. A kicsapas eredményeit 13. és 14. abra foglalja dssze.

13. abra: Kenyér mintara kapott eredmények kicsapasi 1épés utan
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14. abra: Fott tészta kicsapas eredményei
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A mérések soran két komponenst vizsgaltam, a gliikézt és a maltozt. Az eredeti
emésztményben még vizsgalt maltotriéz és szachardz kicsapas utdn kimutatési hatar alatt
volt, tovabba az eredti emésztményhez képest az emlitett gliikoz és maltéz mennyisége is
csokkent. Azt figyeltem meg, hogy a két alkohol koziil melyik alkalmasabb a kicsapdsra,
illetve milyen koncentracioban. A gyakorlatban a 80 %-o0s etanolos izolaciot hasznaljak
rutinszerlien. A gliik6z esetében mindharom esetben csokkenés lathatd, mig a maltoz
esetében az 50 %-os higitasnal novekedés lathatd csak novekedés, a 80 %-os alkoholok
esetében szintén csokkennek az értékek. Ez arra utal, hogy az alkoholos kicsapas sorén a
mintabol nem csak az emésztetlen keményitd csapdodik ki, hanem magaval viszi a kisebb
molekulatomegli cukrokat is. Az 50 %-os metanol esetében szdmolni kell szamos
visszamarado6 analittal, de a kromatogramok ebben az esetben is szépen elvaltak egymastol.

A 15. abran lathatoak a kiilonbozo alkoholok kicsapas utan mért kromatogramjai.
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15. abra: F2 minta kicsapas utani kromatogramjai
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Az egyes kicsapasok kozotti kiilonbséget Kruskal-Wallis teszt lefuttatdsaval ellendriztem.
Kenyér minta esetében gliikkoz koncentracional szignifikans kiilonbség tapasztalhato. Az 50
%-o0s metanol eltér a mindkét 80 %-os alkoholtdl.

Fott tészta minta esetében maltdz koncentracional szignifikdns kiilonbség tapasztalhat6. Az

50 %-0s metanol eltér a mindkét 80 %-os alkoholtol.
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Visszanyerés vizsgalat

A modszer megfeleldségének ellendrzésére visszanyerés vizsgalatot végeztem el a kenyér

mintdk emésztményébdl. A visszanyerés eredményei a 16. abran lathatok.

16. abra: Visszanyer¢s vizsgalat 0sszefoglald eredményei
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A visszanyerés vizsgalatok eredményei az elfogadasi hatar alatt van minden esetben. Az
alkoholos kicsapas soran a kisebb molekulatomegii cukrok is kicsapddnak a mintabol. Ez

okozza a rossz visszanyerést is.

31



5. Kovetkeztetések

A diplomamunkdmban harom kiilonb6z6 szénhidrattartalom meghatarozast mutattam be. A
célom az volt, hogy a kiilonb6z0 moddszereknél a mérés befejeztével
folyadékkromatografiaval meghatarozzam a szénhidrattartalmat.

A Luft-Schoorl médszernél a redukalo cukor, illetve invertalas utan az 6sszes cukortartalmat
hatdrozom meg titrimetrids modszerrel. Mivel titralassal nem tudjuk meghatdrozni, hogy a
redukald cukortartalomesetén milyen redukalé cukor van az adott mintaban, erre a HPLC
moddszer kitling valasztds lenne. Mivel a Luff-Schoorl moddszer mintaeldkészitésénél
nagymértékii higitas torténik, igy a folyadékkromatografidss mérés soran alapvonal
emelkedés, csucstorzulds volt lathatd. A jovoben ez kikiiszobolhetd lenne, ha az eredti 2,5 g
minta helyett nagyobb mennyiségben mériink be a mintankbol.

Az Infogest Protokoll befejezése utan alkoholos kicsapast alkalmaztam az enzimek
inaktivalasara, tovabba az emésztetlen keményité kicsapdsdra. Rutinszerlien a 80 %-0s
etanolos kicsapast alkalmazzdk, de megvizsgaltam, hogy 80 %-os metanollal és 50 %-os
metanollal is ugyanigy miikodik-e a folyamat. A vizsgalat el6tt 80 és 50 %-ban higitottam
az emésztmény mintdkat, hogy Ossze tudjam hasonlitani az értékeket az azonos
kicsapas utan lecsokkentek. Ez arra utal, hogy a médszer soran az alkoholok nem csak az
emésztetlen keményitdt és az oligoszacharidokat viszi el a rendszerbdl, hanem a kisebb
cukrokat is. Ebbdl kifolyolag a visszanyerés sem lett megfeleld. A tovabbiakban javaslom,
hogy az emésztés szimulacidos modszernél, ha a szénhidrattartalomra vagyunk kivancsiak,

érdemes a desztillalt vizes higitassal elvégezni a visszanyerés vizsgalatot.
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6. Osszefoglalas

A szénhidratok kiilonb6z0 tipusai a taplalkozés f6 energiaforrasai. Mindségi és mennyiségi
kimutatasara napjainkban egyre tobb modszer all rendelkezésiinkre, melyek lehetnek
kiilonboz6 hagyomanyos modszerek, illetve kiilonbozo kit-es protokollok.

Kisérleti munkdm soran két kiilonb6z6 magas szénhidrattartalmti mintat (kenyér, tészta)
vizsgaltam. Vizsgalataim soran a méréseket HPLC-RID mddszerrel vizsgéltam.

A minték gliikdzban kifejezett redukald cukor, illetve inverzio utan a gliikozban kifejezett
Osszes cukortartalmat Gafta modszerrel vizsgaltam, az eredményeket az utmutatd alapjan
szamoltam. A mintdk cukortartalmat titrimetrids modszerrel, a fogyas alapjan hatdroztam
meg. Az eredményeket tekintve a tészta és kenyér mintak 0sszes cukor tartalma kozel azonos
volt. Némi furcsasdgot mutat, hogy a tészta megfézése utdn nem csokkent a cukortartalom.
Ennél a modszernél a HPLC-vel torténd értékelés nem lehetséges. A kapott eredmények a
kimutatatasi hatar alatt vannak, cstcstorzulds és alapvonal emelkedés jellemzd, amit a
nagyon hig mintaeldkészités okozhatott.

A mintdk emészthetd és rezisztens keményitd tartalmat Megazyme modszerrel vizsgaltam
meg. A mintdkat kétutas spektrofotométerrel és HPLC mddszerrel is megmértem. A
madszerleirasban szerepld képlet alapjan hataroztam meg az abszorbancia értékek alapjan a
kiilonb6z6 emészthetd keményitd frakciokat. A folyadékkromatografias mérés soran
megkozelitdleg ugyanazokat az eredményeket kaptuk, ami alapjan kimondhato, hogy ennél
a modszernél alkalmazhato a HPLC-RID modszer az emészthetd és rezisztens keményitd
meghatarozasara.

A fott tészta és kenyér esetében egy in vitro emésztés szimulaciot végeztem el, az Infogest
Protokollt. A teljes emésztési folyamat lejatszodéasa utan megmértem az emésztményekben
a szénhidrat koncentraci6 HPLC modszerrel. A mintadkban négyféle cukrot vizsgaltam: a
gliikozt, szachardzt, maltdzt és maltotridz. Az emésztményekben a szachar6z mennyisége
volt a legkisebb, mig a maltotri6z¢é a legnagyobb. Ez a keményitd bomlasabol adodik. a
mérés befejeztével az enzimek aktivitasat 80 %-os etanollal, metanollal és 50 %-os
metanollal allitottuk le. Az alkoholok hozzaadasaval tovabbéa a mintaban 1év6 emésztetlen
keményitét is kicsapodik, mivel a hosszabb szénlancti keményitdk nem oldodnak sem
etanolban, sem metanolban. A rutin vizsgalatoknal a 80 %-os etanolt hasznaljak. A mérések
megfeleldségének ellendrzése végett a mintdkat elézetesen 50 és 80 %-ban higitottam

desztillalt vizzel. Az alkoholos kicsapas vizsgalata soran a cukrok mennyisége jelentdsen
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lecsokkent, ami arra utal, hogy a keményitd és nagyobb oligoszacharidok mellett a kisebb
cukrokat is elviszi a modszer.

A mérés pontossagat visszanyerés vizsgalattal ellendriztem a haromféle alkohol esetén 3
spike szinten. Az eredmények alapjan a visszanyerés nem elfogadhat6. Ez utalhat analit

veszteségre, ami az alkoholos kicsapds miatt tortént.
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