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1. Bevezetés

A természetben eléforduld legtokéletesebb taplalék egy emlds Ujsziilott szdmara az
anyatej, de a csecsemOk mesterséges taplalasarol mar az 6korbol is vannak feljegyzések.
Foként tehén, és kecsketejjel potoltdk az anyatejet. Az 1800-s évek masodik felében
forgalomba hozték az els6 malata alapu csecsemOtapszert. Hatdsa nem volt megfeleld, ezért
az orvosok visszatértek az allati tejek ajanlasdhoz. Az 1900-s évek elején ugy gondoltak az
anyatejes taplalas nem fontos, am a csecsemd halandosag joval magasabb volt a palackbol
taplalt csecsemdk esetében, mint az anyatejjel taplaltak kozott. Megfigyelések azt mutattak,
hogy ez a kiilonbség nemcsak higiéniai okokkal (cumisiivegekben elszaporodd
baktériumok) fligg 6ssze, hanem a tej 6sszetételével is. Koriilbeliil 1930-ban azonositottak a
gynolactose nevii emberi tej szénhidratfrakcidjat. Ez volt az emberi tej oligoszacharidjai
(HMO) kutatasanak kiinduloépontja. (Kunz, C.; 2012) A HMO-k kutatasa sok mindenre fényt
deritett. Tobbek kozott, hogy antimikrobialis szerek, amelyek megakadalyozzak a
korokozok kotddését a csecsemd nyalkahartya felszinén és csokkentik a virusos, bakterialis
és protozoon parazitafertézések kockazatat, receptoranalogokként gatoljak a korokozok
(Boehm, G.; Stahl, B.; 2007) Az emberi tej oligoszacharidjai kulcsszerepet jatszanak a
bélflora postnatalis fejlédésére. A haziallatok tejében kimutatott oligoszacharidok
tobbségének vannak bizonyos szerkezeti jellemz6i, amik hasonloak az emberi tej
oligoszacharidjaihoz. Az emberi tej 6sszetettsége rendkiviil bonyolult, emiatt az emberi tej
oligoszacharidjaival megegyez0 szerkezetli oligoszacharidok még nem allnak rendelkezésre
étrendi OsszetevOként, ebbdl kifolydlag alternativ prebiotikus Osszetevok forrasait kell
hasznalni az anyatej-helyettesitd tapszerek komponenseként. A 90% rdévid lanct galakto-
oligoszacharidokat és 10% hosszt lancu frukto-oligoszacharidokat tartalmazo6 prebiotikus
keverékkel végzett vizsgalatok azt mutatjak, hogy ezzel a prebiotikus keverékkel jol
stimulalhato a bifidobaktériumok ¢és a laktobacillusok ndvekedése, a széklet pH-ja
csOkkenthetd, és a korokozok jelenléte a szoptatott csecsemdkéhez hasonld szintre
csokkenthet6. (Boehm, G.; Stahl, B.; ed.; 2005)

Az Eurdpai Bizottsag (EB) a 2016/127 felhatalmazason alapul6 rendelete szabalyozza az
anyatej-helyettesit6 és az anyatej-kiegészité tapszerekre vonatkozo kiilonds Osszetételi és

tajékoztatasi kovetelményeket. A rendeletben meghatarozzak a felhasznalhatd szénhidrat



fajtakat, azok minimum ¢és/vagy maximum hatarértékeit. Ezek alapjan az anyatej-
helyettesitd és az anyatej-kiegészitd tapszerekben 100 ml-ként 60 — 70 kcal energia a
megengedett. A szénhidratok minimum mennyiségét 9 g/100 kcal-ban hataroztak meg, és
14 g/100 kcal-ban maximaltak. fgy 100 ml tapszerben 5,4 — 9,8 g szénhidrat lehet.

A laktoz esetében csak a minimum mennyiséget adtak meg. Ez 4,5 g/100 kcal. 100 ml-
ben legkevesebb 2,7 g laktdznak kell lennie. Az emlitett minimumok nem vonatkoznak az
olyan anyatej-helyettesité tapszerekre, amelyekben a szoéjafehérje-izolatumok az Osszes
fehérjetartalom tobb mint 50 %-at képviselik, vagy amelyeken fel van tilintetve a
»laktézmentes” kijelentés. Szacharozt és gliikkozt csak fehérjehidrolizatumokbol gyartott
anyatej-helyettesit6 tapszerhez lehet hozzaadni. A hozzaadott szachar6z mennyisége nem
haladhatja meg az Gsszes szénhidrattartalom 20 %-at, és a hozzaadott gliikoz mennyisége
nem haladhatja meg a 2 g/100 kcal értéket (100 ml-ben maximum 1,4 g glikoz).
Gliikozszirup vagy szaritott gliikozszirup csak akkor adhatd a tehéntejfehérjékbdl vagy
kecsketejfehérjékbdl gyartott anyatej-helyettesité tapszerhez vagy a szojafehérje-
izolatumokbol (kizardlag vagy ezeknek tehéntejfehérjékkel, vagy kecsketejfehérjékkel
készitett keverékébdl) gyartott anyatej-helyettesitd tapszerhez, ha dextroz-ekvivalense nem
haladja meg a 32-t. (A dextroz-ekvivalens a keményitd teljes hidrolizisének eredménye, ami
alapjan minél nagyobb a dextroz-ekvivalens, annal tobb hidrolizist hajtanak végre, és ezért
tobb az egyszerii cukrok aranya.) Ha ezekhez a termékekhez gliikozszirupot vagy szaritott
gliikozszirupot adnak, a gliikdzszirupbol vagy szaritott gliikozszirupbdl —szarmazd
gliikoztartalom nem haladhatja meg a 0,84 g/100 kcal értéket. A gliikdz mennyiségére a
feljebb meghatarozott maximumokat alkalmazni kell, ha a gliikdzszirupot vagy szaritott
gliikkozszirupot fehérjehidrolizatumokbol gyartott anyatej-helyettesitd tapszerhez adjak
hozza. Az eléfozott és/vagy zselatinalt keményitéket maximaltak 2 g/100 ml és az Osszes
szénhidrattartalom 30 %-aban.

Az anyatej-helyettesité tapszerhez frukto-oligoszacharidok és galakto-oligoszacharidok
hozzaadhatok, ezek mennyisége nem haladhatja meg a 0,8 g/100 ml értéket egy 90 %-ban
oligogalaktozil-lakt6zbol és 10 %-ban nagy molekulasulyt oligofruktozil-szachar6zbol allo
keverék esetében. A csecsemd tapszerekben fontos alkotéi a galakto-oligoszacharidok.
Mivel a GOS gyartéas folyaméan nem csak tisztan GOS képzddik, hanem szénhidrat keverék.
Ezekben megtalalhatok azok a szénhidratok, amiket a rendelet szabalyoz. Ezért fontos, hogy

gyorsan jussunk informacidhoz a GOS tartalmu szénhidrat keverék osszetételérol.



2. Irodalmi attekintés

Ebben a fejezetben kitérek a szénhidratok fontossagara, roviden bemutatom a
gliikozt, laktozt, galaktozt és a galakto-oligoszacharidot, a GOS gyartas folyamatat és a
gyartashoz sziikséges enzimet. Ezenkiviil ismertetem a szénhidratok analizisére
hasznalhatd modszereket, a vércukorszintméro eszkdz miikodési elvét, és az azokhoz

hasznalatos enzimeket.

2.1 Szénhidratok

A természetben leggyakrabban eléforduld szénvegyiiletek a szénhidratok. A
szénhidratok a novények altal termelt, a fotoszintézis soran eldallitott szénbdl,
hidrogénbdl, oxigénbdl 4ll6 vegyiiletek. A sejt anyagcseréjének legfontosabb
energiaforrasai. A nagymolekulaju szénhidratok, a poliszacharidok a leggyakoribb
tartalék tapanyagok, példaul a névényi keményitd. A cellulodz sejtfal vazat is szénhidratok
alkotjak. A szénhidratok lehetnek egyszerli cukrok (monoszacharidok). Jellemzdjiik,
hogy vizben old6do, édes izii anyagok. A szénatomok szama szerint lehetnek harom, 6t
vagy hat szénatomosak. Bioldgiai szempontbol az 6t (pentdz) és a hat (hexdz) szénatomos
cukrok a legjelentdsebbek. A pentéz a nukleinsavak alkotdja, a hexoz a sejtek
energiaforrasa. Osszegképlete: CeH1206. Ide tartozik a gliikéz, a fruktdz, és a galaktoz.
Az oxocsoportbdl keletkezd hidroxilcsoportot glizidos hidroxilcsoportnak nevezziik
(megkiilonboztetve a tobbi, alkoholos hidroxilcsoporttol). A monoszacharidok jo
redukalo vegyiiletek. Ezen a sajatossadgon alapul a Fehling-féle cukorreakcid is. Léteznek
még Osszetett cukrok is (diszacharidok), amelyek két egyszeri cukor molekula
egyesiilésébdl keletkeznek egy viz molekula kilépése kozben. Osszegképlete: C12H22011.
Ide tartozik pl.: maltoz, lakt6éz. Valamint lehetnek poliszacharidok, amik nagyobb szamu,
akar tobb szaz vagy ezer monoszacharidot tartalmaz6 molekulak, amelyekben a cukrok
glikozidos kotéssel kapcsolodnak egymashoz. A poliszacharidok koziil csak néhany
oldodik vizben ilyen példdul az inulin, de a legtobb mar nem oldodik vizben, nem
cukorszerti. Ezek savas hidrolizissel egyszerii molekulakra bonthatok. Osszegképletiik:
(CeH100s)n. Az emészthetetlen szénhidratokat élelmi rost forrasnak tekintjiik. A Magyar
Elelmiszerkdnyv meghatarozasa alapjan: az Osszes élelmi rost az emészthetetlen
szénhidratok és a lignin 6sszege. A legfontosabb élelmi rost tipusok:

- Nem-keményitd poliszacharidok — cellulézok, hemicellulézok, pektinek,

hidrokolloidok (gumik, nyalkaanyagok, B-glukanok)



- Rezisztens oligoszacharidok —  frukto-oligiszacharidok (FOS), galakto-
oligoszacharidok (GOS), egyéb rezisztens oligoszacharidok

- Rezisztens keményit6 — fizikailag bezart keményitd, néhany tipusa nyers keményit6d
granulatum, retrogralt amiloz, kémiailag és/vagy fizikailag modifikalt keményitok

- Diétds rost poliszacharidokkal természetesen egyesiilt lignin (Magyar

Elelmiszerkonyv, 2008)
2.1.1 Gliikéz

A gliik6z koznapi neve szdélcukor, mely egy hat szénatombol all6 monoszacharid.

Osszegképlete: CeH1206. Ez a sejtek legfébb energiaforrasa, a fotoszintézis terméke.

H OH H OH

1.4bra: Glikoz szerkezeti képlete a- és - (gytriis) alakban (Internet 1.)

2.1.2 Galaktoz

Kevésbé vizoldékony €s édes izl monoszacharid, mint a gliikoz.

OH
HO O H
H
OH H
H OH
H OH

2.4bra: Galaktoz gyliris szerkezeti képlete (Internet 2.)



2.1.3 Laktoz

A laktéz, mas néven tejcukor, a legtobb emlds tejének elsddleges szénhidratja.
Egy galaktoz és egy gliikoz molekuldbdl all. A két monoszacharid rész 1,4- kotéssel
kapcsolodik 6ssze. Vizben jol oldddo, redukald hatasu vegyiilet a gliikkdz rész szabad
glikozidos hidroxidoscsoportja miatt. Erszényesek esetében ez, a tej csak kis részét
jelenti. A laktoz altalaban szabadon, de kis mennyiségben laktdz-tartalma
oligoszacharidok formajaban is el6fordul. (Morrissey, 1985) Az emberiség tobb ezer éve
hasznositja az allati tejet; akar frissen fogyasztva, akar feldolgozott formaban. A tej
laktoztartalma allandonak mondhato (4,8%). (Agraragazat, 2018) Ipari célokra a tejipar
melléktermékébdl, a savobol nyerhetd tejcukor, amit a gyogyszer-, €s a tapszergyartok
hasznositanak.

Az eml6sok a szoptatas ideje alatt termelnek a laktoz lebontasahoz sziikséges laktaz
enzimet, de ez az elvéalasztds utdn folyamatosan csokken, igy alakul ki a
laktézintolerancia, ezért egyre nagyobb figyelmet kap a tejtermék gyartok korében a
laktozmentes termékek eldallitdsa. A laktoz gyors €és pontos meghatarozasa kritikus

jelentdségli a laktozmentes termékek ¢és a sajt-savo erjedés folyamatanak ellendrzésében.

CH,OH

3. abra: Laktoz szerkezeti képlete (Internet 3.)
2.1.4 Galakto-oligoszacharid (GOS)

A galakto-oligoszacharidok kett6-tiz monoszacharidbol allo glikozidos kotéssel
kapcsolodo molekula. A GOS nem emészthetd szénhidrat, az emberi emészté enzimek
nem tudjak lebontani, igy szinte sértetleniil jutnak el a béltraktusba, ahol taplalékul
szolgalnak a bél mikroflorajanak. Ezért a GOS prebiotikum, mert olyan nem emészthetd
¢lelmiszer-0sszetevd, ami jotékonyan hat a gazdaszervezetre azaltal, hogy a vastagbélben
a baktériumok novekedését és/vagy aktivitasat serkenti. A Vivinal GOS-t a tehéntej
savofrakciojaban 1évé laktozbol enzimes atalakitassal készitik [p-galaktozidazok
felhasznalasaval. A B- galaktozidot a Papiliotrema terrestris nevii gombafajbol allitjak

eld.



2.1.4.1 GOS gyartastechnologia

Oligoszacharidok monoszacharidokbol kémiai szintézissel eldallithatok. A laktéz
savas hidrolizisekor képz6d6 oligoszacharidokat az 1950-s években is megfigyelték. Ez
az eljaras azonban nem haszndlhat6 az oligoszacharidok gazdasagos eléallitdsdhoz, mert
nem termékspecifikus €s szélsOséges koriilményeket igényel.

Gazdasagosabb modja az  eldallitaisanak  az  enzimes  katalizis. A
glikoziltranszferdzok vagy glikozid-hidroldzok olyan enzimek, amelyek felelosek a
glikozilcsoportok donorcukorrdl akceptorba torténd atviteléért (Ly és Withers 1999). A
glikoziltranszferaznak specialis cukor nukleotidra van sziiksége (nukleozid-foszfat vagy
lipid-foszfat) a reakciohoz. Ezért annak ellenére, hogy ez az eljaras elég hatékony,
mégsem haszndljdk ipari eldallitdishoz, mert az enzimkészitmény draga és specidlis
szubsztratra is sziikség van. Altalaban szakaszos tizemben, kevert tartalyreaktorokban
(STR) allitjak el6 a GOS-t. Kiindulasi anyaga a laktdz, amihez oldodas utan hozzaadjak
az enzimet, majd az enzimreakci6 (glikozid-hidrolazok katalitikus aktivitasaval torténik)
lezajlasa utan kovetkezd fazis az ion-cserélés, utdna a melegités és beparlas kovetkezik.
Végiil sziirést koveten kapjak meg a galakto-oligoszacharidot. Legfobb koltségtényez6 a
biokatalizator, ezért fontos, hogy a B-galaktozidazokat hosszu ideig tudjak hasznalni. Az
STR alternativaja az ultrafiltracidval (UF) timogatott biokatalitikus reaktorok, mas néven
enzimatikus membranreaktorok (EMR). Ennél az eljarasndl egy szabad enzim végzi a
GOS szintézist. Kiilonbség az STR-rel szemben, hogy a kevert tartalyreaktorhoz egy
kiilsé membranmodult szereltek. Igy egyidében megy végbe a folyamatos GOS szintézis
¢s az enzim elvélasztdsa, mert a membran a reakciOtérben tartja az enzimet, mig a
szacharidokat atengedi. Az eljards problémdja a membran eltomddése ¢és az
enzimaktivitas csokkenése. (Cao, T; Pazmandi, M; ed.; 2020)

A reakcid laktozbol indul, amit az enzim atalakit galakto-oligoszaharidda, és
melléktermékben keletkezik felesleges gliikoz. Ennek a glilkdznak a mennyisége aranyos
a termel6dott galakto-oligoszahariddal (4. abra). A reakcid kezdetén csak laktoz talalhatod
a rendszerben. Az enzim hozzaadasa utani els6 6t 6raban folyamatosan emelkedé DP3-6
figyelhetd meg. A hatodik 6rdban kozeliti meg a max. hozamot, ami kicsivel 40 w/w%
alatt marad. A folyamat kdzben koriilbeliil 20 w/w% mennyiségben keletkezik gliikoz és
egészen kevés 2-3 w/w%-ban galaktoz. A folyamat végére nem reagalo laktoz marad. A
reakcio dinamikdjara jellemzd, hogy az elsd hat ordban lezajlik a reakciok 95%-a. A

tovabbi idoben stabilizalodik a rendszer és szinte valtozatlan marad.
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4.4bra: Szakaszos enzimatikus atalakitas szénhidratprofilja (Cao, T; Pazmandi, M; ed.; 2020)
DP2: Laktoz, DP3-6: Oligoszacharidok, Glu: Gliikéz, Gal: Galaktéz

Glikozid-hidrolazok:

A P-galaktozidaz aktivitassal bird glikozid-hidrolazok eldallitasanak forrasai
kiilonb6z6 baktériumok (pl.: Bifidobacterium bifidum), ésbaktériumok (pl.: Pyrococcus
furiosus), gombafélék (pl.: Aspergillus niger). Ezeknek a szervezeteknek megfeleld
koriilmények sziikségesek, de még igy is gazdasagosabban az enzim eldallitas, mint a
glikoziltranszferazok esetében, de 4ltalaban kevésbé sztereo-szelektivek (Tzortzis,
Vulevic 2009).

Ezen enzimek egy részét a gazdaszervezetekben expresszaltatjdk és tisztitjak,
példaul ioncserék, gélsziirés, hidroxi-apatit és hidrofob kolcsonhatas-kromatografidk
hasznalataval (Nakayama, Amachi 1999).

A GOS hozam maximalizalasa elérhetd, ha a gliikoz-galaktoz aranyt gy hataroztuk
meg, hogy a kiillonb6z6 enzimek képesek-e kvantitativ modon transzgalaktozilezési
reakciokat katalizdlni (a laktéz vagy galaktdoz akceptorokkd) a teljes hidrolizissel
szemben. Ennek az ardnynak nagyobbnak kell lennie, mint 1, mert a laktoz hasitassal
eldallitott galaktoz egy része oligoszacharidokba keriil, mig az dsszes gliikoz felszabadul.

A GOS szintézis hozam ndvelhetd: nagyon erdsen koncentralt kiindulési lakt6z-
oldattal, a viz termodinamikai aktivitdsdnak csokkentésével, ha eltavolitjuk a végterméket
¢s/vagy inhibitorokat a reakciokozegbdl; és az enzim modositdsaval (Monsan és Paul
1995; Czermak és masok, 2004). A kisérleteimhez a FrieslandCampina altal gyartott
Vivinal GOS Syrupot hasznalom. A FrieslandCampina vallalatrél elmondhato, hogy

7



1871-ben alakult holland tejtermeld gazddk helyi szovetségeként. Mara a vildg egyik

legnagyobb tejipari vallalata.

38 orszagban vannak fioktelepei, tobbek kozott

Magyarorszagon is. A cég termék palettaja tejipari termékek széles valasztékabol (tej,

joghurt, sajt, tejszin, vajtermékek, stb.) all, ezenkiviil 6sszetevoket, és félkész termékeket

szallit csecsemoOtapszer gyartok, a gyogyszer-, €s az ¢Elelmiszeripar szamdra. A

FrieslandCampina DOMO az els6k kozott vezette be az organikus GOS hasznalatat az

anyatej-helyettesité tapszerekben. A Vivinal GOS Syrup gyartasi folyamatanak 1épéseit

a 5. abra, a Vivinal GOS Syrupbdl eldallithato egyéb termékek menetét a 6. abra mutatja.
(FrieslandCampina; 2017)

(folyadék)
laktéz

—_—

(oldédas)

—_—

adasa

Enzim hozza

enzim

reakcio

v

lon-csere

—_—

Melegités

v

Beparlas

—_—

Szirés

GOS SYRUP

GOS SYRUP

Szeparalas - Glikéz

\

Stk VIVINAL
(be‘;gr‘f;s) |, ~GOS EASY DYING
v
Porlasztva
szaritas

VIVINAL
GOS POR
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2.2 A szacharidok analizisére hasznalhato modszerek

2.2.1 Kémiai vizsgalati médszerek

A cukrok kémiai tulajdonsagaért az alkoholos hidroxil, az aldehid, és a ketocsoport
felelds. Ezen csoportok reakciodi alapjan lehet meghatarozni és kimutatni a cukrokat.

A cukor analitikdjarol mar az 1800-s évek kozepétdl vannak leirasok. Elsoként
Fehling irta le, hogy réz(Il)-szulfathoz (Fehling-1 reagens) és natrium-hidroxidhoz
(Fehling-1I reagens) adva a cukoroldatot a cukor oxocsoportja a réz(Il)ionokat redukalja,
¢és eldszor réz(I)-hidroxid, majd réz(I)-oxid csapadék keletkezik. A folyamat sordn az
elemi réz kicsapodik a mintabol, a cukortartalom pedig ennek mennyiségével lesz
aranyos. Ezzel a modszerrel csak a redukald cukrokat lehet vizsgalni, a répacukrot
(szachar6z) példaul nem. A poliszacharidokat eldszor savas hidrolizissel (példaul
sosavval) szét kell bontani monoszacharidokka, ezutan lehet redukélni a képzodott
egyszerli cukrokat. Masik modszer az aldézok kimutatdsira az eziisttiikkdr proba.
Ammonias eziist-nitrat oldathoz adjuk a cukoroldatot. Melegités hatasara a tokéletesen
zsirmentes kémcsd faldra fémeziist csapodik ki, mert a reakcid soran a D-gliikoz

aldehidcsoportja reagal egy eziist-aminnal.
2.2.2 Egyéb vizsgalati modszerek

A laktoz koncentracid mérésére szamos modszer all rendelkezésre. Az enzimatikus
modszer annyit tesz, hogy enzimek segitségével katalizaljuk a folyamatokat, majd utana
valamely suly, vagy fényelnyelésen alapul6 technikdval megallapitjuk a koncentraciot. A
gravimetrikus modszerrel tulajdonképpen egyszerli sulyméréssel hatarozzuk meg a
végeredményt. A krioszkopia az oldoszer fagyaspontcsdkkentése révén teszi lehetové az
oldott anyag molekulatomegének meghatarozasat. A kolorimetrikus pedig a fényelnyelési
képességen alapszik, ezen beliil a polarimetria elve az, hogy linearisan polarizalt fényt
vezetiink at egy optikailag aktiv kézegen és mérjilk a fény polarizacios sikjanak
elfordulasi szogét. (Jeon, 1984; Amamcharla, 2011)

Ipari szinten leggyakrabban hasznalt eszk6z a nagy felbontoképességii

tomegspektrometria (MS) és nagy teljesitményti folyadék-kromatografia (HPLC).
2.2.2.1 Tomegspektrometria

“A tomegspektrometria (Mass Spectrometry, MS) az egyik legaltalanosabban

alkalmazott analitikai eljards, amely alkalmas szerves és szervetlen komponensekbdl



képz6dott ionok tomeg/toltés (M/z) aranyanak nagyhatékonysagii meghatarozasara. (...)
A tomegspektrometria egy olyan analitikai modszer, mely segitségével atomok,
molekulak, vagy molekulatoredékek tomegét tudjuk megmérni. A modszer alapja az,
hogy a mintabol eldallitott gdzhalmazallapota ionok fajlagos tomegiik (tomeg/toltés, m/z)
alapjan elvalaszthatok, mikdzben mennyiségik ¢és fajlagos tomegiik pontosan
meghatdrozhato. A tomegspektrometria kiemelkedd szerepét a modszer egyediilallo
érzékenysége, kis mintaigénye, sz€les tomegtartomanya, kiterjedtalkalmazasi lehetdsége
biztositja. A tomegspektrometria rendkiviil kis anyagmennyiségti mintak (subfemtomol)
gyors, pontos, megbizhat6 analizisére alkalmas, az elvalasztas-technikaban hasznalatos
moédszerekkel (HPLC, UPLC, nanoLC, nanoUPLC, GC, 1D/2D PAGE) jol
kombindlhaté késziilékek.”(a¢zet 1) 2007-ben mar Lynch és tarsai a folyékony tej
laktoztartalménak  meghatarozdsdra  spektrofotometrids  enzimatikus  elemzést
alkalmaztak. A médszer alapelve a laktoz d-gliikkdzza és d-galaktozza torténd hidrolizise
galaktozidazzal, majd a -d-galaktéz oxidacidja nikotinamid-adenin-dinukleotiddal
(NAD) -galakt6z-dehidrogenaz jelenlétében. A reakciot aldoz-1-epimeraz hozzaadasaval
katalizaltak, amely felgyorsitotta a -d-galaktoz -d-galaktozza torténé mutarotaciojat. A
képzddott redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid (NADH) mennyiségét 340 nm-en
mérték, mely aranyos a jelen 1év0 laktoz mennyiségével. Ezzel az eljarassal a teljesitmény
jelentds javuldsat érték el azzal, hogy figyelembe vették a fény utjdnak hosszat és
tomeg/térfogat helyett tdomeg/tomeg-ben fejezték ki a koncentracidt. (Lynch, 2007) A
tomegspektrométer semleges részecskékbdl (molekulakbol, atomokbol) ionokat allit eld,
ezeket elektromagneses terek segitségével tomeg/toltés aranyuk szerint elvalasztja. Az
ionforrasban a vizsgdlandé molekuldkbol valamilyen gerjeszté energia (kinetikus, fény,
elektromos, kémiai, stb.) segitségével ionokat hoz 1étre. Az ionoptika biztositja, hogy az
ionok lehetéleg azonos kinetikus energidval, egy nyaldbban mozgatva bejussanak az
analizatorba. A tomeganalizator valogatja szét Oket tomeg/toltés hanyadosuk (m/z)
alapjan. Az elvalasztott ionok intenzitasat a detektor méri. fgy alakul ki a tdmegspektrum

ami az ionaram intenzitas/fajlagos tomeg aranya (6. abra).
B-galaktozidaz
Lakt6z + H20 — D-gliik6z + D galaktoz

Gal-DH
D-galaktoz + NAD" — galaktonsav + NADH + H*
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7.abra: Tomegspektometria sematikus abréaja (Internet 6.)

2.2.2.2 HPLC

A szénhidratok 6sszetételének meghatdrozasat laboratdriumi koriilmények kozott a

HPLC berendezés segitségével végzik. A HPLC eldnyei koz¢ tartozik, hogy a méréseket

szobahdmérsékleten vagy annak kozelében végezhetjiik, igy termikusan érzékeny

anyagok is vizsgalhatok vele, megfeleld szerkezeti anyagok felhasznalasaval pedig

biologiai eredetli mintak is kozvetleniil analizalhatok. Hatranya, hogy a HPLC késziilék

meglehetdsen koltséges. A késziilék lizemeltetése jelentds anyagi terhet jelent. (Lazar L.,

2009) Az analizis id6igényes, de nagy pontossagu.

HPLC részei (6. abra):

> Eulens: A mozgofazis (eluens) folyadék, mely az allofazist tartalmazd oszlopon

aramlik keresztiil. Az eluens dramldsat nagynyomast pumparendszer biztositja,
igy tomor (kicsi szemcseméretli, nagy fajlagos feliiletli), nagy ellenallasu
oszlopokon is biztosithatd a megfeleld aramlasi sebesség.

Pumpa: Nagynyomast pumpa, ami biztositja az eulens megfeleld aramlasat.
Injektor: A mintaadagol6 (injektor) segitségével juttathatod be a folyadék allapota
minta a folyamatosan araml6 mozg6fazisba. Hasznalhaté manudlis vagy automata
injektalo.

HPLC Kolonna: Az elvalasztasért felel0s analitikai oszlop. A kolonna méretét és
annak toltetét a méréshez kell igazitani. Fontos tényezd a toltet szemcsemérete,
alakja, eloszlasa, a toltet szerkezete, porusmérete, kémiai-, mechanikai-, és
hoéstabilitasa. A toltet szemceseméretétdl fligg az dramlési sebesség, az oszlopban
kialakithatd nyomadsesés, és az elvalasztas hatékonysaga. A szemcseméret

csokkentésével n6 az elvalasztas felbontoképessége. Leggyakrabban a szilikagél
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¢s aluminium-oxid toltésii kolonnat hasznaljak, és a szilikagélhez kémiailag kotott
polaris csoportokat (pl.: ciano-, amino-, diol-, nitrocsoport, stb.) tartalmazo
allofazisokat.

> Detektor: A detektor altalaban egy atfolyo cellaval rendelkezik, és a rajta
érzékenységét az optikai fényut hossza €s a detektorcella bels6 térfogata hatdrozza
meg. A leggyakrabban hasznalt detektorok az ultraibolya/lathato (UV/VIS)
spektrofotométerek, ezen kiviil alkalmaznak fluoreszcencia mérésen alapuld,
elektrokémiai, fényszoras elvén mikodo detektorokat, tomegspektrométereket és
torésmutatoindex (RI) detektorokat. Ez a detektor az Un. tomegérzékeny
detektorok kozé tartozik, automatikusan méri az atfolyd oldat torésmutatojat,
amely pedig aranyos az olddszerben oldott anyag mennyiségével. Az RI detektor

erésen homérséklet fiiggd. (Lazar 1., 2009)

A =[] [— =
HPLC kolonna ‘

Injektor

Detektor Hulladék

8.abra: HPLC sematikus rajza (Internet 7.)

A tejben 1évd laktoz koncentracid gyors €s konnyli meghatarozdsara West és
Llorente 1981-ben kidolgozott egy nagy teljesitményti folyadékkromatografias (HPLC)
modszert. A mintdkat 0,5% perklorsavval higitottak, majd lecentrifugéltak és a feliiluszo
alikvot részét acetonitrillel keverték 6ssze. A laktdzt végiil 10 mikron szemcseméretii

szilikagél oszlopon vizes acetonitrillel levalasztottak. (West, 1981)
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Jeon és tarsai egy igen gyors, 15 perces kromatografias elvalasztast és egy 15 perces
mintaelokészitést vazoltak fel munkajukban, melyben a mintdkat tobbek kozott
vizfirdébe teszik és lesziirik. (Jeon, 1984)

Az ultra-nagyteljesitményii folyadékkromatografias UHPLC nagymértékben
kompatibilis a tomegspektrométerrel, egy 2020-ban végzett tanulmanyban a Vivinal
GOS analitikai elemzését végezték ilyen (UHPLC—PGC-MS) szerkezettel. Redukalt (és
a nem redukald) GOS DP3 izomereket vizsgaltak. Egy tomegspektrométerhez (MS)
kapcsolt Accela UHPLC rendszerrel elemezték a mintakat, amiben 3 um
részecskeméretil, kiilonb6z6 hosszisagh oszlopokat hasznaltak. Mozgéfazisként ULC-
MS vizet + 0,1% (v/v) hangyasavat, és ACN + 0,1% (v/v) hangyasavat alkalmaztak. Az
aramlési sebesség 300 ul/perc volt. Ez az Gsszetett eszkdz nagy pontossaggal elemezte
ki a Vivinal GOS-t. Egyetlen mérés alkalmaval tobb, mint szaz kiilonb6z6 struktarat
kiilonitett el, ebbdl huszonharom redukalo és tizendt nem redukaléo DP3 izomert.

(Logtenberg, M; Donners, K; ed.; 2020)

2.3 A vércukorszintmérok mikodési elve

A cukorbetegséghez hasonld tiinetekrél mar a Krisztus eldtti 5. szdzadban is
késziiltek feljegyzések. Csak a 19.-20. szazadra deriilt fény arra, hogy igazabol endokrin
eredetli megbetegedésrdl van szo. (Eknoyan G., Nagy J. 2005) Szovédményei igen
stlyosak lehetnek. Az erek meszesedése a retina és a vesék karosodasat okozhatja,
tovabba gyakori a végtagi trombdzis. Napjainkban népbetegségnek szamit az 1-es és 2-
es tipusu cukorbetegség. A cukorbetegek vércukorszintje folyamatos napi megfigyelést
igényel a szovodmények megeldzésének érdekében. Ezt pedig a mai kompakt és
egyszerlien hasznalhatd vércukorszintméré eszkozok segitségével naponta tobbszor is
elvégezhetik Gnmaguk.

A mai vércukorszintmérék mar 5 masodperc alatt és kevesebb, mint 1 pl vérbol
képesek megéllapitani az ember vércukorszintjét. A munka nagy részét pedig az
egyszerhaszndlatos tesztcsikok végzik. Enzimeket, koenzimeket, medidtorokat ¢és
indikétorokat tartalmaznak szarazréteg formaban. A mérési sebességet, specifikussagot,
pontossagot és precizitast a kialakitasuk €s kémiajuk adja. (Hones, 2008)

A ma hasznalatos vércukorszintmérdk pedig a laktoz mellett, akar keményitd vagy
glikogén vizsgalatra is hasznalhatok. Alapelve az, hogy els6 1épésként az dsszetett cukrot

tartalmazd mintat példaul enzimek segitségével glilkdzra és egyéb cukrokra bontjuk,
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majd a vércukorszintmérével megmérjiik a gliikkoz koncentraciot. A kapott értékbdl pedig
vissza tudunk kdvetkeztetni az oldat di-, és poliszacharid mennyiségére.

A vér cukor tartalmat tobbféleképpen lehet meghatarozni. A refraktometria elvén
miikodé mérok a vér torésmutatojat figyelik. Egy csepp vért megvilagitva és a visszavert
fényt detektalva hatdrozza meg a cukor koncentraciot. A polarizalt vagy infravords fény
egy attetsz0 anyag ¢és a vér hatarfelilletét vilagitja meg. Ahogy a vér glikéz
koncentracidja megvaltozik, megvaltozik annak refrakciés indexe, valamint a
visszatiikr6z6do fény intenzitasa. A differencialis erdsitd pedig javitja az érzékenységet
azaltal, hogy Osszehasonlitja a vérbdl visszavert fény intenzitasat a visszaverddés elotti
sugar intenzitasaval.

Napjainkban 1 pl vér is elegendd egy sokkal pontosabb méréshez. A legtobb
vércukorszintmérd pedig elektrokémiai elven miikddik, ahol van egy reagenssel atitatott
tesztesik. Létezik kolorimetrikus és amperometrikus mér6 is. A kolorimetrikus a tesztcsik
reagens rétegének szinintenzitasat méri. Az amperometrikus mérés esetén a tesztcsik egy
kapillarisba szivja fel a vért, mely tobbnyire gliikoz-oxidazt tartalmaz (7.abra). Az
enzimes reakcio kovetkeztében elektronok szabadulnak fel, melyek elektrodakkal
detektalhatoak. (Magyar Elektronika, 2015)

A gliik6z mérést tobb tényezo is befolyasolja, mivel az enzimreakcid sebessége
figg a kornyezeti homérséklettdl, paratartalomtol, vagy akar a tengerszint feletti

magassagtol.

Tesztcsik

[]

Referenciaelektroda
[: Ellenelektroda

Munkaelektroda
% |

RF
o - VOUT kimeneti
fesziltség
VREF R1 az AD-konverterhez
Op amp o
+VBIAS [mV] L
a DA-konverterb61O * — oy |

Aram/fesziiltség-atalakito

9.4bra: Amperometrikus tesztcsik miikodési elve (Internet 8.)
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2.4 Vércukorszint méroben hasznalt enzimek

Az enzimek azok az anyagok, amik a reakciokban végbemend folyamatok
sebességét képesek felgyorsitani anélkiil, hogy a reakci6 végtermékévé valjanak
katalizatoroknak hivjuk, a folyamatot pedig katalizisnek. Ezt a jelenséget Jons Jacob
Berzelius irta le 1836-ben.

A katalizator nem befolyasolja a kiindulasi anyag ¢és a végtermék kozotti
egyensulyt, csak a reakciosebességet, amig beall az egyensuly.

A biologiai folyamatokban résztvevo katalizatorokat enzminek hivjuk. Bizonyos
molekulak gatoljak az enzim miikddését, ezek az inhibitorok. Mas molekulak viszont
sziikségesek az enzim folyamatokhoz. A kofaktorok kis molekuldju anyagok, amik
kiegészitik az enzimfehérjét (pl. FAD), ezek a molekuldk nehezen valaszthatok le az
enzimrol. A koenzimek lazabban kotédnek az enzimhez (pl. NAD), egyszerti kémiai

miveletekkel levalaszthatok. (Naray-Szabo G., 2006)
2.4.1 Gliikéz-oxidaz

A gliikdz-oxidaz olyan flavoprotein, ami katalizalja a glikoz els6 hidroxil
csoportjanak oxidaciojat, melynek elektron akceptora egy oxigén molekula. Eredménye
D-glucono-delta-lactone és hidrogén-peroxid. A gliikkoz-oxidazt Aspergillus niger

gombabal allitjak eld. A gliikoz-oxidaz igen specifikus a B-D-gliikozra.

OH OH
) GOX b )
HO w H + O, s=——==HO > + H,O,
- >
HO OH HO OH
B-D-gliikoz D-gliikono- d-lakton
+H,O
OH

D-gliikonsav
YH
HO COOH

HO  OH

10.4bra: gliikoz-oxidaz altal katalizalt reakcid (Internet 9.)
2.4.2 GDH-NAD

A GDH-NAD homotetramer szerkezetli, négy azonos alegységbdl épiil fel.
Koenzime a NAD nincs hozza kotve. Inhibitora az eziist ion (Ag*), a higany (Hg?*), és a
jodacetat. A laktdzra a relativ aktivitasa 1.5, izoelektromos pontja pH 4,5.

B-D-Glucose+NAD*» D-Glucono-6-lactone+NADH+H*
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11.4bra: NAD szerkezeti képe (Internet 10.)

p-glucose MNAD™ p-glucono-1,5-lactone HT NADH
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12.abra: GDH-NAD altal katalizalt reakcio (Internet 11.)

2.4.3 GDH-FAD (Gliik6z-dehidrogenaz)

A gliikdz-dehidrogenaz esetében a gliikoz-oxidazzal ellentétben nem zavarja a

mérést a vérben 1évd oxigén. Maltozra és galaktozra nem érzékeny.

T-\H
N N ‘M
l::l l:'.l
o— F' 0- —L TN
- '\-\.

r N
HOD™ ~0H OH OH FAD
NH_

HO
13.abra: FAD szerkezeti képe (Internet 12.)

2.4.4 GDH-PQQ

A GDH-PQQ nem gliikéz specifikus, maltozt, galaktozt, xilozt, laktdzt is oxidal,

igy ezt hasznalva a laktéz megemelné a mért eredményeket.
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14.abra: PQQ szerkezeti képe (Internet 13.)

Els6ként Amamcharla és Metzger alltak elé 2011-ben azzal az Gtlettel, hogy
hasznaljunk vércukorszintmérdket. Mennyire gyors és praktikus? Alapelviik az volt, hogy
[B-galaktozidazos hidrolizissel lebontjak a laktézt, majd a keletkezett gliikozt mérik a
miuszerrel. Javaslatuk altal lehetségessé valt a tejtermékek gyors, rutinszeri és olcso
vizsgalata. (Amamcharla, 2011)

Az Auri (Agricultural Utilization Research Institute) cég 2013 juliusi publikacidban
irt le egy vércukorszint mérével végezhetd gyors laktdoz meghatdrozasi modszert. A
modszer lényege, hogy a laktoz felbontasra keriil (béta)-galaktozidazzal, gliikozra €s
galaktozra. Ezutan a gliikdz koncentraciot mérik olyan vércukorszint mérdvel, ahol a
tesztcsik enzimje GDH-NAD vagy GO vagy gliikkdz hexokinaz, mert ezek specifikusak a
gliikkozra, de a galaktoz jelenléte nem emeli meg a kapott értéket. (Metzger, L., 2013)

3. Amunka célja

A gliik6z koncentracio gyors €s olcsd meghatarozasa koztes €s végtermékekben.
Hipotézisiink szerint a kereskedelmi forgalomban kaphatd vércukorszintméré eszkoz
alkalmas a nem vérbdl szarmazd glikoz kimutatasara. Az eszkdz haszndlatat nem
befolyasolja, ha a vizsgalt termékben gliikozon kiviil mas szacharid is jelen van. Ha a
feltételezésiinket mérésekkel ala tudjuk tamasztani az kiegészitheti az iparban jelenleg
haszndalatos draga, idéigényes, nagyteljesitményti folyadék-kromatografias eljarast. A
vércukorszintmérd mérési elve, hogy amikor a vérmintat felviszik a tesztcsikra, a vérben
1évo B-OHB reakcioba 1ép a tesztcsikon 1€vo vegyi anyaggal, ami kis mértéki elektromos
aramot indukal. A késziilék ezt az aramot méri, és az eredményt megjeleniti a kijelzon.
Az 4ram nagysaga a vérmintaban 1évé gliikoz mennyiségétdl fiigg. Ezen elv alapjan

feltételezhetjiik, hogy mas oldatban taldlhato gliikéz is reagdl a tesztcsikon 1évo
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enzimekkel és pontos értéket adhat. A GOS gyartas folyaman nem tisztan GOS
keletkezik, hanem egy tobbféle szénhidratot tartalmazd keverék. A gyartas kozben a
termel6dott gliikoz id6ben aranyos a termelédott GOS-sal. Igy kiszamolhatova valik a
folyamat kozben keletkez6 GOS. Mérésekkel megprobalom igazolni, hogy egy-, és
tobbkomponenst, illetve dsszetett oldatnal a vércukorszintmérd eszkoz alkalmas a gliikoz
kimutataséra.

Ehhez el6szor egykomponenst gliikoz oldatot fogok késziteni, hogy igazolni
tudjam a glilkdz mérhetdségét vércukorszintmérdvel, majd készitek egykomponensi
oldatot laktozbol és galaktozbol. Elméletem szerint ezeket nem fogja kimutatni a
vércukorszintmérd, és ezért nem befolydsoljadk majd a tovabbi méréseknél a gliikkoz
kimutatasat. Ezen kiviil tobbkomponensii oldatokat is készitek gliikkdz-laktoz, glikdz-
galaktoz Osszetételli oldatok formajaban, hogy egyértelmiien 1athat6 legyen, hogy a laktoz
¢és a galaktoz jelenléte nem zavarja a gliikoz koncentracio mérését. Terveim szerint
Osszetett oldatbol is kimutathatd lesz a glikkoz, ezért Vivinal GOS Syrupbodl készitek
mérési mintat. Vivinal GOS Syruphoz adok majd glikozt, aminek novelem a
értéket mutat-e. Ha igen, akkor a Vivinal GOS Syrupban 1év6 egyéb Gsszetevok nem
befolydsoljak a glilkkdz mérhetdséget. A varhaté eredmény szamitasdhoz

anyagmennyiségbdl koncentracio atvaltast végezek.

4. Anyag és modszer

Ebben a fejezetben bemutatom a kisérletekhez hasznalt anyagokat, azok fizikai
tulajdonsagait, a vércukorszintmérd eszkoz jellemzoit, paramétereit, és az elvégzett

kisérleteket.
4.1 Kisérlethez hasznalt anyagok

4.1.1 Gliikoz

Reanal 4ltal forgalmazott D(+)-Gliik6z-monohidrat fizikai tulajdonsagai :

megjelenés fehértdl a majdnem fehérig kristalyos por

viz (KF) 7,0-9,5%
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specifikus rotacié (c=10;H20,vizmentes | +52,5°~+53,3°
anyagra)
oldékonysag tiszta, szintelen
nehéz fémek (mint Pb) max 0,00005 %
szulfatos hamu <0,1%
olvadas pont 146 °C

4.1.2 Laktoz

Acros organics altal gyartott alfa-D-Laktéz monohidrat 99,5+%,2-4% béta-
izomer. Olvadas pontja 219°C

4.1.3 Galaktoz

Carl Roth Gmbh altal gyartott D(+)galakt6z fizikai tulajdonsagai :

megjelenés fehértdl a majdnem fehérig por
vizsgalat (HPLC) >98.0 %

viz (KF) <0,5 %

specifikus rotacio (c=10 | +80° £2,0°

H20+NH40Hban)

oldékonysag (10% H2Oban) atlatszo,szintelen

nehéz fémek (mint Pb) <0,002 %

szulfatos hamu <0,1%

olvadas pont 165-172°C

4.1.4 Vivinal GOS Syrup

A Vivnal GOS Syrup fizikai jellemzdi:

> Megjelenése: Sargas a nyersanyag szerves jellege miatt.

> Oldhatosaga: Vizben teljesen oldddik, de kivaloan olddédik tejben és mas
tejtermékekben. Nem befolyasolja az ital viszkozitasat.

> [ze: Semleges, vagy enyhén édes.

> Hostabilitdsa: Nagyon stabil magas hdmérsékleten. Nem befolyasolja az
oligoszacharidok tartalmat és Osszetételét sem a pasztorizalas, sem a sterilizalas

még alacsony pH értéken sem.
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4.tablazat: Vivinal GOS Syrup szarazanyag beltartalmi értékei

Szarazanyag tartalom 75%
Galakto-oligoszacharid 59%
Nitrogén max.0,032%
Szulfatos hamu max.0,3%
Vizmentes laktoz 21%
Vizmentes gliik6z 19%
Galaktoz 1%
Nitrit max.2 ppm
pH 3,2
Viszkozitas (25°C) 1000-5000cPs

S.tablazat: Vivinal GOS Syrup szénhidrat tartalma 100 grammban

Osszes szénhidrat 75,29
Galakto-oligoszacharidok 443 ¢
Laktoz 15,8 ¢

Gliikoz 14,3 g
Galaktoz 0,89

6. tablazat: Vivinal GOS Syrup oligoszacharid DP Gsszetétele

polimerizacié foka (DP)

tomegszazalékuk a teljes oligoszacharid

mennyiségben (%)

DP2 (nem lakt6z) 31
DP3 38
DP4 18
DP5 8
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DP6-vagy magasabb DP 5

0sszesen 100

4.1.5 Tesztekhez hasznalt vércukorszintméro eszkoz

Az Abbott Diabetes Care Ltd. altal gyartott FreeStyle Optium nevi késziiléket

hasznaltam a kisérlet soran, melynek jellemzdit a kdvetkezo tablazatban foglaltam 6ssze:

7.tablazat: FreeStyle Optium vércukormérd fobb jellemzoi

Enzim GDH-NAD

Vizsgalati médszer Amperometrikus elektrokémia
Miikodési tartomény hdmérseklete 10 - 50°C

Kimutatési hatar gliikoz esetén 1,1 és 27,8 mmol/l (20-500 mg/dI)
Kimutatasi hatar f-keton esetén 0,0-8,0 mmol/I
Vizsgalati id6 5sec
Mintamennyiség 6 ul

A FreeStyle Optium vércukorszintmérdé eszk6zhoz hasznalt tesztcsikban GDH-
NAD fiigg6 gliik6z-dehidrogenédz van, és szabad sav formaban NAD+.

A miszer 1,1 és 27,8 mmol/l kozott méri a glikdzt. A miszer mérésének
pontossagat befolyasolja, hogy a tesztcsik eredetileg 15-65%-0s tartomanyba eso
haematokritszinthez van beallitva. Ebben a tartomdnyban a hibahatar 0,56 mmol/l
(10mg/dl) vagy 10%-on beliil van. FreeStyle Optium méréknél a haematokrit tartomany
30-60%. A 30-55% tartomanyon kiviil es6 haematoktitérték esetén a haematokrit
valtozasabol eredd hibahatdr 0,56 mmol/l (10mg/dl) vagy 10% feletti lehet. A

haematokrit érték a vér sejtes alkotdinak ardnyat mutatja a teljes vértérfogathoz képest.
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4.2 Kisérletek leirasa

A mérésekhez a kovetkez6 eszk6zoket hasznaltam: 2 db 200 ml-s tiszta pohar, 500 ml es
mérélombik, FreeStyle Optium vércukorszint mérd, FreeStyle Optium tesztcsikok, tolcsér,
desztillalt vizes palack, “Orma model bc” tipusu taramérleg.

A mérések elokésziileteként a vizsgalandd anyagot iivegedényben kimértem, majd
betoltottem az 500 ml-s mérélombikba. Ezutdn a lombikot a rajta 1évo jelig feltoltottem
desztillalt vizzel. Az anyag teljes oldodasaig finoman, korkorésen mozgattam a lombikot. A
teljes oldodas utan pipettaval mintat vettem ki, és a vércukorszint mérébe helyezett
tesztcsikra cseppentettem egy csepp oldatot.

Eldszor egykomponensti gliikéz oldatot készitettem, hogy igazoljam, hogy a
vércukorszintméré eszkoz alkalmas a nem vérbdl szarmazo glikéz kimutatasara. Ehhez
kiilonb6z6 toménységli oldatokat allitottam el6. Az oldatok toménységét a késziilék mérési
tartomanyahoz igazitottam, ez 1,1-27,8 mmol/l kozott van. Ezzel az volt a célom, hogy
lassam, hogy linearisan novekszik-e a kapott eredmény. A mérést egy 5 mmol/l (0,45 g)

crer

kozott mindig ) gliikoz oldatot készitettem. A kapott eredményeket diagramban abrazolom
(15.4bra).
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15 mmol/l koncentracidig a vércukorszintmérd eszkdz kijelzéjén ,,LO” és ,E-3”
hibaiizenet jelent meg, amit akkor mutat a késziilék, ha a vércukorszint tal alacsony ahhoz,
hogy a rendszer meghatarozza. Nagyobb koncentracional adott eredmény az eszkdz, tehat
képes volt a gliik6z kimutatasara.

Ezutan készitettem egy kozepesen tomény (17,32 mmol/l — 1,56 g) egykomponensii
gliikéz oldatot, hogy megnézzem egy 6Ords id6tartam alatt valtozik-e a mérési eredmény.

A teljes oldodéas utan a nulladik percben haromszor mértem, majd negyedorankként

mértem megint harmat. A 16. dbran a mérések atlaga lathato.
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Koncentracié [mmol/I]

I1d6 [perc]

s

Az eszkoz folyamatosan emelkedd eredményeket mutatott, ¢és egy oOra elteltével
kozelitette meg a bemért koncentraciot.

Készitettem egykomponensii laktoz és galaktoz oldatokat azért, hogy megnézzem, hogy
a vércukorszintmérd eszkoz képes-e ezek kimutatasara. Ha az eszkoz reagal a laktdzra vagy

a galaktozra, akkor az gondot okoz, mert glilkdzos oldatban nem fog pontos eredményt

crer

crer

galaktdz oldatot készitettem. A laktdoz eredményét a 17.abran, a galaktéz eredményét a 18.

abran mutatom.

23



Novekvd koncentracidju Novekvd koncentracidju

laktoz mérés galaktéz mérés
1 1
S 3
g 0,8 g 0,8
£ 06 E o6
> g
S 04 G 0,4
€ S
S 0,2 © 02
o O
e 0 £ 0
«L \qJ
g 5 10 15 20 25 30 s 5 10 15 20 25 30
Koncentracié [mmol/l] Koncentracié [mmol/I]
17. abra: Novekvo koncentracidju laktéz mérés 18.4bra: Novekvo koncentracioju laktéz mérés

Az eszk6z nem mutatta ki sem a laktozt, sem a galaktdzt, mert minden koncentracional
az eszkoz kijelz6én ,,E-3” hibaiizenet jelent meg (az abrakon az ,,E-3” = 0), amit akkor mutat
a mérdeszkoz, ha a vércukorszint til alacsony ahhoz, hogy a rendszer meghatarozza.

Ezen eredmények alapjan feltételezhetd, hogy tébbkomponensti oldatokban sem
befolyasolja a glikoz eredményeket a laktdz vagy a galaktoz. Ezért elkezdtem
tobbkomponensii oldatokat késziteni. E16szor gliikoz-laktoz oldatot csinaltam. 15,2 mmol/I
(1,37 g) gliikozt és 14,96 mmol/l (2,56 g) laktozt mértem ki és kevertem Ossze. Egy 6ran
keresztiil, negyedoranként haromszori ismétléssel néztem a glikkozszintet. A mérési

eredményeket a 19. dbran mutatom. A diagramon a mérések atlaga lathato.

Azonos konc. glikoz+laktoz mérés atlageredményei
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19. abra: Azonos konc. gliikkoz+laktéz mérés atlageredményei
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Az eszkoz folyamatosan emelkedd eredményeket mutatott, és egy oOra elteltével
kozelitette meg a bemért koncentraciot. A laktdz jelenléte viszont nem befolydsolta a gliikkoz
koncentraci6 mérését. Galaktoz-gliikkoz oldatot is készitettem, azért, hogy biztosan
Kizarhassam, hogy a galaktdz befolyasolna a gliikoz mérés eredményét. Kimértem 14,99
mmol/l (1,35 g) gliikozt és hozzdadtam 14,99 mmol/l (1,35 g) galaktozt. Ebben az esetben
is egy oran keresztiil, negyeddranként haromszor mértem a gliikkdzszintet. A mért

eredmények a 20. aran lathatoak.
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20.abra: Azonos konc. gliikkoz+galaktoz mérés atlageredményei

Az eszkdz itt is folyamatosan emelkedd eredményeket mutatott, és a hatvanadik percnél
kozelitette meg a bemért koncentraciot. A galaktdz jelenléte ugyanugy nem befolyasolta a
gliikéz koncentracié mérését, mint a laktdz.

Végiil GOS tartalmu keveréket mértem, azért, hogy lassam, hogy ebbdl is kimutathato-e
a gliikkoz. 10,57 mmol/1 (6,66 g) gliik6z tartalma Vivinal GOS Syrupot mértem ki. A Vivinal
GOS Syrup Osszetett keverék, a gyartd altal meghatarozott gliikoz tartalombol szamoltam a
kimért mennyiség értékét. Egy oras idoperiodusban mértem, hogy lassam novekszik-e a mért

gliikoz koncentracio. Az eredményeket a 21. dbraban mutatom.
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21.abra: Azonos konc. Vivinal GOS Syrup mérés atlageredményei

A Vivinal GOS esetében rogton az oldddas utdni méréseknél magasabb eredményt
kaptam, mint a kimért gliilk6z mennyiségbdl varhato lett volna, és konstans magasabb maradt
az érték az egy Ords mérési iddszak alatt. Kiugro értékeket nem produkalt a mérd.
Készitettem egyéb GOS tartalmu oldatokat is, hogy lassam a laktéz és a galaktéz itt sem
befolyasolja a mérési eredményeket. Kevertem egy Vivinal GOS-lakt6z, majd egy Vivinal
GOS-galakt6z oldatot. Csinaltam egy 12,62 mmol/l (7,95 g) gliikoz tartalmt Vivinal GOS
alapoldatot. Harom mérést végeztem az alapoldaton, majd ketté osztottam. Az egyik feléhez
hozzdadtam 20,45 mmol/l (3,5 g) laktézt, a masik feléhez pedig 19,65 mmol/l (1,77 g)
galaktozt. Ezutan a laktozos és galaktdzos oldatbol is harom-harom mérést végeztem.

Az eredmények atlaga a 22. abran lathatok.
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22. 4bra: Vivinal GOS+laktdz+galaktoz mérés atlageredményei
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Az alapoldathoz képest sem a lakt6z, sem a galaktdoz nem emelte meg az eredményeket,
igy az elmondhato, hogy ezek az anyagok nem befolyasoljak a vércukorszintmérd eszkoz
esetében a gliikkdz mérhetdségét. Arra nem talaltam magyarazatot, hogy az eszkoz a kimért
koncentracional joval magasabb értékeket mutatott.

Ezutén készitettem Vivinal GOS oldatot, amihez gliikdzt adagoltam, azért, hogy lassam,
hogy az Osszetett oldatban a mért eredmények linearisan lekdvetik-e a koncentracio
novekedést. Az alapoldathoz kimértem 3,21 mmol/l (2,02 g) gliik6z tartalma Vivinal GOS-
mmol/l (0,52 g) gliikozt, igy egy 8,97 mmol/l (2,54 g) tdménységii oldatot kaptam, és ezzel
végeztem harom mérést. Ehhez hozzaadtam még 5,33 mmol/l (0,48 g) cukrot. fgy mar 11,1
mmol/l (1 g) plusz cukor volt az oldatban. A teljes oldat toménysége 14,31 mmol/l lett. Ezzel
is végeztem harom mérést. Ezutan beletettem még 5,11 mmol/l (0,46 g) gliikkozt. Ezzel 19,42
mmol/I (1,46 g) koncentraciéju oldat keletkezett. Ujabb harom mérést csinaltam. A mérések

atlageredménye a 23. dbran lathato.
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mutatott, de a legtoményebb oldatnal elérte a kalibracidja maximumat.
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5. Kisérletek eredménye, tapasztalatok

Az egykomponensii oldatokndl a gliikoz oldat estében a vércukorszintmérd eszkoz
nem mutatott még eredményt. Az eszkoz kijelzéjén az ,,LO” és ,,E-3" hibalizenet jelent meg,
amit akkor mutat a késziilék, ha a vércukorszint til alacsony ahhoz, hogy a rendszer
mérhet6 érték, de nem a vart eredményt mutatta a gép, viszont az eszk6z kimutatta a cukor
jelenlétét. Egykomponensii, azonos tdménységii gliik6z oldatnal az eszkéz mérte a gliikozt.
Egy ora elteltével kozelitette meg a bemért gliikkdz koncentraciot. Az egykomponensii laktoz
¢s galaktoz mérések esetében az eszkdz nem mutatott mérhetd eredményt, minden mérésnél
,»E-3" hibaiizenet jelent meg, amit akkor mutat a késziilék, ha a vércukorszint til alacsony
ahhoz, hogy a rendszer meghatarozza.

A gliikézhoz adott laktdzbol és galaktozbol tobbkomponensii oldatokat készitettem.
Ezen oldatoknal minden esetben mérheté volt a glikkdz, a hozzaadott t6bbi cukor nem
befolyasolta a méréseket.

A galakto-oligoszacharid mérésnél a FrieslandCampina altal gyartott Vivinal GOS
Syrupot hasznaltam. A GOS mérésénél is kiilonb6zd keverékeket csinaltam. Készitettem
tisztdn Vivinal GOS oldatot, és laktozzal ¢€s galaktozzal kever Vivinal GOS-t. Ezeknél a
mérésnél az eszkoz kijelezte a gliikkdz szintet, de mindegyik mérésnél magasabb eredményt
adott a vartnal. Kevertem Vivinal GOS-gliikdzos oldatot, ahol a gliikkoz koncentraciojat
egyre noveltem. A mérések eredménye, hogy a koncentracidval megegyezd mértékben
novekedett a késziilék altal mutatott gliikoz értek.

Tapasztalatom szerint a vércukorszintmérd eszk6z egy-, és tobbkomponensti oldatok
esetében a gliikozt kimutatta, a laktozt és a galaktozt nem mérte. Osszetett szénhidrat
keverékekben is alkalmas volt a gliikkoz koncentracido mérésére, €s ezekben az oldatokban

sem zavarta az eredményeket a laktdz és a galaktoz.
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6. Osszefoglalas

A csecsemotapszerek egyik Osszetevéje a galakto-oligoszacharid, melyrél a
kutatasok soran kideriilt, hogy nagyon fontos élettani hatdsa van a fejlédésben 1évo
szervezetre. Az anyatej oligoszacharidjai elengedhetetlenek az 1jsziilottkori bélflora
fejlodéséhez. Az anyatej oligoszacharid Gsszetétele annyira bonyolult, hogy még nem tudnak
az anyatej-helyettesito tapszerekhez ezzel megegyez6 oligoszacharidokat gyartani. Galakto-
oligoszacharid eléallitasa bonyolult, id6igényes feladat, amit laktozbdl allitanak el6 enzimes
reakcioval. Az el6allitas soran ipari méréeszkozzel (HPLC) ellenérzik a termék dsszetételét,
ami szintén idéigényes eljaras. A HPLC mérések lassu, draga, de preciz eredményt adnak a
gyartas kdzben keletkezé GOS mennyiségérdl és mindségérol.

Hipotézisiink, hogy a kereskedelmi forgalomban kaphatd vércukorszintmérével
kimutathatd a glikkoz egyéb szacharidokkal Osszetett oldatbol. Az eljaras kiprobalasat
indokolja, hogy ezzel a modszerrel gyorsan, olcson lehetne meghatarozni a gliikoz
koncentraciot a GOS gyartas folyamataban, kiegészitve a preciz HPLC méréseket.

A vércukorszint mérd eszkoz gliikoz-dehidrogendz enzim segitségével a gliikoz
koncentracioval ardnyos mennyiségli elektront szabadit fel, melyek elektrodakkal
mérhetdek, ezért Kisérleteimhez kiilonbozé cukoroldatokat készitettem. El0szor
egykomponensii oldatokat csindltam, hogy bevizsgéaljam, hogy az eszk6z alkalmas a nem
vérbol szarmazo cukor mérésére. Végeztem méréseket tisztan gliilkdz oldattal, laktoz és a
galaktoz oldatokkal. A glikoznal mérheté adatokat kaptam, mig a laktoz és a galaktoz
esetében az eszkdz nem adott értékelhetd adatot. Tobbkomponensii oldatokat is készitettem,
hogy lassam a laktdz és a galakt6z valoban nem befolyésolja az eredményeket. Gliikkozhoz
laktozt €és galaktozt adtam. Mindkét esetben megfigyelhetd volt, hogy a laktéz és a galaktéz
jelenléte nem befolyasold tényezd a gliikoz koncentraci6 mérésénél. GOS tartalmu
szénhidrat keveréket is mértem. A méréshez Vivinal GOS Syrupot hasznéltam. El6szor
megmértem csak a Vivinal GOS-t. Aztan végeztem mérést a Vivinal GOS-sal, tigy, hogy
laktozt és galaktozt adtam hozza, végiil csinaltam egy Vivinal GOS gliikozos keveréket is.
Az eredményekrél elmondhato, hogy a vércukorszintmérd eszkéz mindegyik esteben
kimutatta a gliikoz jelenlétét. A GOS-hoz adott laktdz és galaktdz nem befolyéasolta a mérési
eredményeket.

Meéréseim soran eldre kiszamolt és kimért cukor mennyiséggel dolgoztam. Ezért
pontosan meg tudtam hatdrozni, hogy egy oldatnak mennyi a gliikoz tartalma. A

mérdeszkdozom csak a gliikozra reagélt, a tobbi cukrot nem mutatta ki. Ez azért jo, mert
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Osszetett cukros oldatokbol is csak a gliikkdzt mutatja ki. A méréseim soran felmeriild
leggyakrabban tapasztalt hiba, hogy bar tudtam, hogy mennyi az oldatok gliik6z tartalma,
ezeket az értékeket nem kaptam meg. Id6vel megkdzelitette, volt, hogy meg is haladta az
elore kiszamolt értéket. A vércukorszintmérd eszkéz hasznalata egyszeri volt, az
eredmények gyorsan megjelentek a kijelzOn, az eszkdz alkalmas volt a kisérletek
elvégzésére.

Az eddigi tapasztalatok alapjan konklazioként elmondhatd, hogy a
vércukorszintméré nem vérb6l szarmazo cukor detektalasara alkalmas, de pontos
koncentraci6 meghatarozasara nem tokéletes. Az eszkdz mérési tartomanya behatarolja a
mérhetd koncentracio mennyiséget. Ezért toményebb oldatokat higitasisor hasznalataval

lehet mérhetdvé tenni.
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