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L E Í R Á S   É S   I G É N Y P O N T O K 

A „Tesztcsík és mérési eljárás élelmiszerek és biológiai minták antioxidáns aktivitásának meghatározására” elnevezésű találmányhoz

L E Í R Á S 

I. A fejlesztés szükségességének indoklása

A találmány tárgya tesztcsík, és a tesztcsíkkal elvégezhető mérési eljárás, amely lehetővé teszi élelmiszerek, élelmiszeralapanyagok, étrendkiegészítő tabletták és egyéb biológiai minták (vérszérum, nyál, vizelet) vízoldható antioxidáns tartalmának meghatározását. 

A találmány tárgyát képező mérési eljárás alkalmas a háztartásban előforduló élelmiszerek vízoldható antioxidáns tartalmának közelítő meghatározására is.

Az antioxidánsok mennyiségi meghatározása általában „nagyműszert” igényel (HPLC(-MS); GC(-MS)) így viszonylag kis számú labor alkalmas a feladat elvégzésére, a mérés pedig drága, továbbá hosszadalmas mintaelőkészítést igényel. Ezzel szemben nyújt gyors, költségkímélő és egyszerű vizsgálati lehetőséget az általunk kifejlesztett tesztcsík.












A 
találmány kidolgozásánál a kitűzött feladat élelmiszerek, élelmiszeralapanyagok, étrendkiegészítő készítmények, italok és egyéb biológiai minták (vérszérum, nyál, vizelet) vízoldható antioxidáns tartalmának gyors, és bárki által egyszerűen elvégezhető meghatározása volt, amit mi egy speciális, tesztcsíkként alkalmazható eszköz kifejlesztésével teljesítettünk.

Az antioxidánsok olyan vegyületek, amelyek képesek az élő szervezetben is keletkező szabad gyökökkel reakcióba lépni, azok káros hatását (öregedés, mutagén, karcinogén hatás, stb) csökkenteni. Az élelmiszeripar és a gyógyszeripar számos antioxidánst használ, ezek lehetnek szintetikusan előállítottak vagy növények által termelt vegyületek. 

A leggyakoribb antioxidánsok között szerepelnek vitaminok (A, C, E, B, P, karotinoidok), koenzimek (Co-Q10), mikroelemek (Se, Zn, Sn, Mn), aminosavak (karnitin), antocianinok (cianidin, delfinidin, malvidin, pelargonidin, peonidin, petunidin), flavanolok (galluszsav származékok, katechin, epikatechin, epikatechin gallát), flavanonok (hesperetin, naringenin, eriodictiol), flavanolok (quercetin, kampferol), flavonok (apigenin, luteolin), izoflavonok (genistein, daidzein), egyéb antioxidánsok (alfa-liponsav, BHT, BHA, stb). 

A növényvilág (gyümölcsök, zöldségek) az étrendi antioxidánsok fontos forrása, a szőlő, szőlőmag, bogyós gyümölcsök, dió, napraforgó, cseresznye, meggy, szilva, ananász, kava, citrom, grapefruit, bab, szója, bors, articsóka, vöröskáposzta, zab, kukorica, gyömbér, cékla, fokhagyma stb. 

Az antioxidánsok oldékonyságuk szerint, - a vitaminokhoz hasonlóan - lehetnek vízben oldódó és zsírban oldódó antioxidánsok. A találmány szerinti eljárás a minták vízoldható antioxidáns tartalmának meghatározására alkalmas. Más összetételű reagens oldattal a zsíroldható antioxidánsok mennyisége is becsülhető.

II. Az eddigi kutatási irányok
Az antioxidánsok meghatározására pl. klinikai mintákban, gyógyszerekben vagy élelmiszerekben, különböző mérési eljárások ismertek a szakirodalomban. Az antioxidánsok meghatározására kidolgozott ismert módszerek laboratóriumi körülményeket és műszeres hátteret igényelnek. Egyszerűen kivitelezhető, gyors módszerként nem használhatók.
1. Ezen módszerek egy része valamilyen színreakción alapulnak. A képződött színes vegyület jellemző elnyelését az oldatban műszeresen mérik és értékelik ki. Pl. az US 5427951 számú amerikai szabadalom egy olyan színreakción alapuló diagnosztikai tesztet ismertet, amellyel a teljes vérplazma antioxidáns státusza folyamatosan mérhető. Vagy pl. megemlíthetjük a jól ismert, fotometriás detektáláshoz kidolgozott FRAP (ferric reducing ability of plasma) módszert, amelynek alapja szintén egy színreakció: az antioxidánsok a vas(III)-ionokat vas(II)-ionokká redukálják, amelyek tripiridil-triazinnal (TPTZ) színes komplexet alkotnak. A keletkező színes vegyület koncentrációja arányos az antioxidsánsok koncentrációjával.

2, A PHOTOCHEM rendszer, amit az 1980-as években Popov és Lewin kutatásai nyomán Németországban fejlesztettek ki, képes az összes víz- és zsíroldékony antioxidáns kapacitás, továbbá specifikusan a szuperoxid-dizmutáz enzim antioxidáns kapacitás meghatározására, mely a leggyorsabb eljárásnak tekinthető az eddig ismert műszeres technikák esetében az összes antioxidáns aktivitás kimutatásánál.
3. Az ORAC (Oxygen Radical Absorption Capacity, Dominic Dufoura, André Pichettea, Vakhtang Mshvildadzea, Marie-Eve Bradette-Héberta, Serge Lavoiea, Angélique Longtina, Catherine Lapriseb and Jean Legaulta, 
Laboratoire LASEVE, Université du Québec) módszer is víz- és zsíroldékony antioxidánsok mikromolos tartományban történő meghatározására alkalmas. Az anyagokat 37.5 C and pH 7.4 készítették elő, a vakmintával azonos módon. A mérést fluorimetriásan végezték, 30 perc elteltével a színreagens (2,2′-azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH)) hozzáadását követően. A végeredményt a vakminta és a fluoreszcenciás minta görbéinek különbségéből számították.
4, TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity, Alan Cohena, ,  Kirk Klasingb and Robert Ricklefsa, Department of Biology, R223 Research Building, University of Missouri-St. Louis )
A tanulmányban microperoxidase-8 (MP8) használtak (metmyoglobin helyett) az ABTS gyök kationok generálásra pH 7.4-es PBS-ben (kálium-foszfát puffer). MP8 (konc. 0,2µM) és hidrogén peroxid (konc.0,1mM) hozzáadása mellett az ABTS (konc.3,0mM) PBS-ben került feloldásra. Az oldat 1 órás, 30°C-on történő tartását követően az ABTS-+ gyök kation  0.8-as abszorbanciát mutatott 734nm-en.

5, TOSC (Total Oxyradical Scavening Capacity, Meyer JN, Smith JD, Winston GW, Di Giulio RT., 2003. . Aquat Toxicol. 65(4):377-95.
A TOSC vizsgálat az α-keto-γ-methiolbutyric sav (KMBA) mesterségesen generált oxigéngyökös oxidációján alapul etilénnel. Az antioxidáns jelenlétében a KMBA val versengés következik be a szabad gyökökkel, ezért csökken a gyökök mennyisége és kisebb az etilén termelés
6, TRAP (Total Radical Trapping Ability of Plasma)

WAYNER DD, BURTON GW, INGOLD KU, LOCKE S (1985) Quantitative measurement of the TRAP of human blood plasma by controlled lipid peroxidation. FEBS Lett 187: 33-37

A peroxil gyökök hőbomlás hatására állandó szinten képezik a vízoldható 2,2′-azo-bis (2-amidinopropane) hydrochloride (AAPH) ot. A vizsgálat gyors módszer a peroxil gyökökkel szembeni védelemre fluoreszcens indikátorral (β-phycoerythrin). A fluoreszcens veszteség vizsgálata információt ad a β-phycoerythrin perixiodáns veszteségre és a peroxil-bomlás antioxidánsokra vonatkozó hatására.
7 ) Antioxidáns aktivitás és összetevők meghatározása gombából (Mahfuz Elmastas, Omer Isildak, Ibrahim Turkekul, Nuri Temur: Determination of antioxidant activity and antioxidant compounds in wild edible mushrooms)
Az antioxidáns összetevők meghatározása HPLC-vel történik, majd az antioxidáns aktivitást tiocianát módszerrel állapítják meg. z összes fenolos komponenst fotometriásan viszgálják Folin–Ciocalteau reagenssel, abszorbanciát mérnek 760 nm-en galluszsav standard mellett.
8) Fenolos összetevők, aszkorbinsav és egyéb antioxidánsok meghatározása gyümölcsökben HPLC/MS, TEAC, FRAP, DPPH spektrofotometriás mérésekkel történhet (P. Stratil, B. Klejdus, V. Kubáň: Determination of phenolic compounds and their antioxidant activity in fruits and cereals)

9) Potenciometriás meghatározást antioxidáns aktivitásra Kh.Z. Brainina, A.V. Ivanova, E.N. Sharafutdinova, E.L. Lozovskaya, E.I. Shkarina dolgozott ki:  porított gyógynövényből vizes, vagy vizes-alkoholos oldatot készítettek, majd állni hagyták 60°C-on, 18 h-n keresztül. 

Reagensként K3 [Fe(CN6)]/K4 [Fe(CN6)] komplexet alkalmaznak, amely redox potenciál eltolódást okoz. K-Na-foszfát puffert használnak, a pH-t 7,2-re állítják be. Mérik az elektród potenciált. Képlet alapján számítják az antioxidáns aktivitást. 
10) Fenolos antioxidánsok meghatározása elektrokinetikus kapilláris kromatográfiával is történhet (M.M. Delgado-Zamarreño, I. González-Maza, A. Sánchez-Pérez, R. Carabias Martínez: Analysis of synthetic phenolic antioxidants in edible oils by micellar electrokinetic capillary chromatography) kapilláris elektroforézis készülék segítségével, UV detektorral, 280 nm-en. Olívaolajba antioxidánst tesznek: BHA, BHT, DG. Szilárd fázisú extrakcióhoz szilika, vagy polimer C18 szorbenst használnak. Oldat: 20%acetonitril, 20mM borát puffer(pH=9,2), és 20mM bisz-Na-szulfoszukcinát puffer. Injektálás 5 s alatt, majd 25 kV feszültség beállítása. UV detektálás: 280 nm-en, 25°C-on. 
11) Fenolos antioxidánsok meghatározása olajokból GC-vel: a mintát oldják n-hexánban, majd 3*50 ml acetonitrillel extrahálják, metanolos-aszkorbinsavas oldatben oldják, majd bepárolják. Metanolban oldják, majd extrahálják acetonitrillel. Szűrik, szárítják. Majd lángionizációs detektorú GC-vel vizsgálják.( Della W.M. Sin, Y.C. Wong, C.Y. Mak, S.T. Sze, W.Y. Yao: Determination of five phenolic antioxidants in edible oils: Method validation and estimation of measurement uncertainty)

12) Vörösborban található fenolok meghatározása GC/MS-SIM módszerrel: 37%-os HCl oldatot adnak hozzá(pH=2), majd etil-acetáttal 16 h-ig extrahálják, Na2SO4-en szárítják. Majd folyékony N alatt szárazra párologtatják. Adnak hozzá 50 l BSTFA, 10 l ISL, ésISH oldatot. 1 h után, GC-MS-sel analizálják. (Lucio Minuti, Roberto Maria Pellegrino, Ilaria Tesei: Simple extraction method and gas chromatography–mass spectrometry in the selective ion monitoring mode for the determination of phenols in wine.)
III. Az eljárás és az eszköz ismertetése
A kitűzött feladatot, tehát az antioxidánsok gyors, költséghatékony és egyszerű vizsgálhatóságát, tesztcsíkkal elvégezhető mérési eljárás kidolgozásával oldottuk meg. 

A találmány azon a felismerésen alapszik, hogy a FRAP módszerből ismert színreakció reagensei szilikagél hordozón rögzíthetők és a szitanyomtatásban használt vízoldható festékekehez keverhetők. Az így előállított festék szitanyomtatási technikával papír hordozóra felvihető, belőle tetszőleges mintázat alakítható ki. A mérés gyorsaságát és az egyszerű megvalósíthatóságot pedig azáltal biztosítottuk, hogy az eljárás kivitelezését tesztcsíkkal tettük lehetővé.

A találmány szerinti tesztcsík reagenseket tartalmazó festékkel megfestett, célszerűen papír csík, amelyen a festék a vizsgálandó anyaggal reagálva színváltozást idéz elő. A reagensek vas(III)-só és tripiridil-triazin (TPTZ). A vas(III)-só előnyösen vas(III)-klorid.

A papír csík vagy a műanyag lap szabadon maradt része, reklámhordozó felületként is alkalmazható.

A reagenseket vizes oldat formájában visszük fel a szilárd hordozóra, melyet az átitatás után megszárítunk. A szilárd festéket ezután megfelelő arányban (5-20%) színes vagy színtelen nyomdaipari szitafestékbe keverjük.
A találmány egy előnyös kiviteli módja szerint a reagensek festékként szitázással, vagy egyéb nyomdatechnikai művelettel is felvihetők. 

A reagenseket tartalmazó szűrőpapír lapot csíkokra vágjuk, vagy adott esetben vékony műanyag lapra ragasztjuk, és ezt követően daraboljuk. 

A mérés oly módon végezhető el, hogy a tesztcsíkot a mintába mártjuk vagy a mintát a csíkra cseppentjük, miáltal a mintában jelen lévő antioxidánsok a tesztcsíkon rögzített reagensekkel reakcióba lépve színváltozást okoznak. Az antioxidánsok koncentrációjának függvényében a tesztcsík egy vagy több kimutatási területe, vagy egy, vagy több tesztcsík változtathatja meg a színét. A színváltozást színskála segítségével értékeljük.

Az antioxidánsok koncentrációja mg/l C-vitamin egyenértékben fejezhető ki. A kiértékeléshez használt színskála különböző koncentrációjú, C-vitaminból készített kalibrálósor által kiváltott színváltozást dokumentáló tesztcsík vagy tesztcsík sorozat. A tesztcsíkok a reagenseket, vas(III)-sót, tripiridil-triazint (TPTZ) és oxidálószert különböző arányban tartalmazza, ezáltal különböző érzékenységű és pontosságú tesztcsík sorozat állítható elő. Adott esetben egyetlen tesztcsíkon is ki lehet alakítani a reagenseket különböző arányban tartalmazó tartományokat. Ebben az esetben egy tesztcsíkon több C-vitamin koncentrációnak megfelelő tartományt jeleníthetünk meg. A reagensek koncentrációja a tesztcsíkon vagy a tesztcsík sorozaton előre meghatározott módon fokozatosan változik oly módon, hogy arányos a kalibráló oldatsor C-vitamin koncentrációjával, az ezzel arányos színváltozás előidézéséhez. 

Attól függően, hogy a mérést milyen pontossággal kívánjuk végezni, a színskála finomításával, az egyes reagensek eltérő és megfelelően kialakított összetételének megválasztásával pontosabb becslést lehet elérni.

A találmány tárgyát képező mérési eljárás alkalmas a háztartásban előforduló élelmiszerek vízoldható antioxidáns tartalmának közelítő meghatározására. Egyszerűsége folytán előzetes képzettség nélkül is, bárki alkalmazhatja. A tesztcsík kialakítása révén reklámhordozó felület is, amely funkcionális élelmiszerek, étrend-kiegészítő készítmények előállítóinak kiváló eszköz termékük minőségének bemutatására.

A találmányt az alábbi példában részletezzük, anélkül, hogy oltalmi igényünket arra korlátoznánk.

1. példa

A festékek elkészítéséhez a következő oldatokat használjuk:

A festékadalékhoz használt oldatok:

1. TPTZ oldat: 2500 mg/l koncentrációjú TPTZ oldat 2,4,6-tri(2-piridyl)-s-triazin 96 %-os etanolban történő feloldásával készítve

2. FeCl3 oldatokat: 1g/l koncentrációjú FeCl3 oldat ionmentesített vízben, FeCl3.6H2O feloldásával készítve
3. Na2CO3 oldat: 1 mol/l koncentrációjú (pH= 10,2) vízmentes Na2CO3 feloldásával készítve
4. Szilikagél: KIESELGEL 60 G; MERCK

A festékadalék összeállítása:

- TPTZ és a FeCl3 oldatokat az alábbi tömeg arányban elegyítjük a szilikagéllel:

50 : 250 : 250 = szilikagél : TPTZ oldat : FeCl3 oldat

(50 g szilikagél + 250 ml TPTZ oldat + 250 ml FeCl3 oldat)
- Na2CO3 oldattal a pH-t 6-ra állítjuk
- A beállított pH-val rendelkező szuszpenziót 30 oC –on szárítószekrényben szárítjuk
- Száradást követően a kapott szilárd anyagot porítjuk és az alábbi összetételű szitafestékhez adagoljuk 
A festékhez a BEZEMA cég (CH-9462 Montlingen Indrustriegebiet, Letzau, www.bezema.com) anyagait használjuk, melynek összetétele a következő:
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A szilikagél az előállított festékben 15%-os mennyiségben található.
A festéket szitatechnikával papír hordozó felületére visszük. 

A tesztcsík alkalmazásával egyszerűen megállapítható egy gyümölcs vagy egy zöldség minta antioxidáns aktivitása:
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IV. Munkánk innovatív tartalma:

1. Olyan egyszerű, nagyműszeres analitikai hátteret nem igénylő antioxidáns mérésére alkalmas rendszer nincs jelen a piacon, mely helyszínen történő azonnali és gyors meghatározást tesz lehetővé.
2. A kidolgozott rendszer egyértelmű és specifikus színreakciónalapul, melynek észlelése egyszerű és egyértelmű.

3. A potenciálisan előforduló antioxidánsok igen tág köre kimutatható és meghatározható az általunk kifejlesztett tesztcsík segítségével.
4. Költséghatékony elemzéseket tesz lehetővé a jelenleg is alkalmazott rutin-technikákhoz viszonyítva, illetve jelentős költségmegtakarítást eredményez a nagyműszerekkel vizsgálandó minták számának csökkentése miatt.
5. A tesztcsík előállításához alkalmazott technológia újdonság és jelentős innováció a teszcsíkgyártásban, mivel a reagenseket a szitanyomásban alkalmazható festék tartalmazza. 
6. A szitanyomásos technológia lehetővé teszi papír vagy más hordozó felületen tetszőleges minta kialakítását a reagensből, így számtalan különböző kialakítási mód lehetséges.
7. A szitanyomással felvitt reagensréteg mellé hasonló technikával más reagenseket tartalmazó mintázat is felvihető, így egyetlen tesztcsíkon több fajta mérés valósítható meg (pl. pH, fémkoncentrációk, koleszterin, fehérje, stb.)
V. A mérőrendszer gyakorlati alkalmazásának lehetőségei:

1. Gyors, helyszínen történő analízisre nyújt módot.

2. A degradációból adódóan jelentős mértékű koncentrációcsökkenés kizárása, így hitelesebb mérési eredmények produkálása az egyik fő erény.

3. A nagyműszeres vizsgálatok számának csökkenése jelentős költségmegtakarításhoz vezet.

4. A módszer megbízható a specifikus és érzékeny színreakció alkalmazása, illetve a mérési hibákat kizáró detektálás révén.

5. Széles körű klinikai-diagnosztikai alkalmazások.

6. Széles körű élelmiszeripari és élelmiszer-kereskedelmi alkalmazások

7. Nincs szükség mintaelőkészítésre, minimális mintamennyiséget (10-100 µl) igényel
8. Az élelmiszerek tárolásakor bekövetkező változások nyomonkövetésére, a minőségmegőrzési illetve a fogyaszthatósági idő lejáratának meghatározására és ellenőrzésére 
9. A kutatásban, növénynemesítésben, új antioxidánsok keresésében a terepi munka során nagy számú minta olcsó vizsgálatát és gyors döntést tesz lehetővé.

Szabadalmi igénypontok

1. Tesztcsík, élelmiszerek, élelmiszer alapanyagok, étrend-kiegészítő készítmények, italok vagy egyéb biológiai minták (vérszérum, nyál, vizelet) vízoldható antioxidáns tartalmának közelítő meghatározására, amely célszerűen hordozóra rögzített, reagenseket tartalmazó festékkel megfestett papír csík, amely reagensek a vizsgálandó anyaggal reagálva színváltozást idéznek elő, azzal jellemezve, hogy a reagensek: vas(III)-só és tripiridil-triazin (TPTZ).

2. Az 1. igénypont szerinti tesztcsík, azzal jellemezve, hogy a reagensek nyodaipari festékben kerülnek alkalmazásra és felvitelre
3. Az 1. igénypont szerinti tesztcsík, azzal jellemezve, hogy a reagensek a hordozón a festékrétegben találhatók
4. Az 1. igénypont szerinti tesztcsík, azzal jellemezve, hogy a papír csík szabadon maradt része, reklámhordozó felületként is alkalmazható.

5. Mérési eljárás, élelmiszerek, élelmiszer alapanyagok, étrend-kiegészítő készítmények, italok vagy egyéb biológiai minták (vérszérum, nyál, vizelet) antioxidáns tartalmának közelítő meghatározására az 1. igénypont szerinti tesztcsíkkal, azzal jellemezve, hogy a tesztcsíkot a mintába mártjuk vagy a mintát a csíkra cseppentjük, miáltal a mintában jelen lévő antioxidánsok a tesztcsíkon rögzített reagensekkel reakcióba lépve színváltozást okoznak, majd a színváltozást színskála segítségével értékeljük.

6. Az 5. igénypont szerinti eljárás, azzal jellemezve, hogy a színskála vas(III)-sót és tripiridil-triazint (TPTZ) különböző arányban tartalmazó, különböző érzékenységű és pontosságú tesztcsík vagy tesztcsík sorozat, amelyben a reagensek koncentrációja előre meghatározott módon fokozatosan és arányosa változik a színváltozás előidézéséhez.
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