
A VTDEODENZITOMETRIA ALKALMAZHATÓSÁGÁNAK 

KITERJESZTÉSE KÜLÖNBÖZŐ BIOKÉMIAI PROBLÉ­

MÁK MEGOLDÁSÁRA

v

Doktori értekezés

i

BÚZÁS ZSUZSÁDNA

JaTE Biokémiai Tanszék

Szeged, 198o



•Zart eil outi естчвбк

oldal
1. Gevesetés
2. Irodalmi áttekintés

2.1# Vékonyréteg-kromatogrcnak 

ségi liiert ckelése
2.2. Videodencitonetria

3. Anyagok ős mods serek
3.1. Klorofill a ős b preparativ kinye- 

rése spenót levőiből
3.2. Karótinoidok preparativ kinyerése 

spenót levőiből
3.3* A kranatográfiák során alkalmacott 

rétegek
3.4. A kromatografálások körülményei
3.5« A citrát puffer ritka azainosavak 

elválását ásálios
3.6. iiinliidrin reagens aainosavok elő­

hívására
3*7* Pelliassnált vegyszerek
3.G. A kvantitatív őrt őkel ősben kass­

áéit matematikai képletek
4. Kísérleti eredmények

4.1. Horisontális méréstecknika kidolgo­
zása

4.2. Eövőnyi pigmentek vékonyréteg- 

-krooat ográfiáo elválaostása ős 

kvantitatív kiértékelése

1
3

1-
3
6

14

14

16

17
18

19

19
19

2o
22

22

24



4.2.1. Kiorofiilok elválasztása és 

kvantitatív kiértékelés
4.2.2. aarotinoidok elválasztása és kvan­

titatív kiértékelés
4.3* HiflroKiал!nosavak vékonyáéteg-krona- 

tográfiás elválasztása és kvantitatív 

kiértékelése 

4.3.1. Ilidroxilisin elválasztása ás kvan­
titatív kiértékelése 

4.3*2. áidroaiprolin elválasztása és 

kvantitatív kiértékelése
4.4. Epesavak és származékaik elválasztása vé­

konyrétegen és kvantitatív kiértékelé­
sük

4.5. Példák további lehetőségekre
5. összefoglalás
6. felhasznált irodaion
7. Rövidítések

24

33

49

51

54

56
61
66
67
69



' г?' ?

>?

!

>3 3 V 3 2 S 2 Íí S ) !

?

’ -V

A biológiai kutatás legszélesebb kísérleti területe a 

'biokémia* A biokémiai módszerek rendkívül sokfélék éo 

még ugyanazon alapeljárás io a vizsgálandó feladattól 
függőón Jelentős változtatásokat igényel#
A biokémiai analitikában a legnagyobb nehézséget as 

Jelenti, liog^ a meghatározandó anyag mennyiseié gyak­
ran mikrogranm ül. ónnál is kisebb tartományba esik# 

Esért igen. J eleiit и sok a pontos mikronnal 
rások.
Ebben a dolgozatban a vékonyréteg-krooatográfiával és 

annak egy uj kiért ékelési módjával, a videodonsitoaet- 

ria néhány alkalmasáéi lehetőségével foglalkozunk#
Három, a g^ akörüli életben távol eső probléma megol­
dását matatjuk bes a növényi pigmentek oloaséoét, amely 

as élelmiszervizsgálatokban, a növénynemesitésben Jelen­
tős? a ritka sminosavak mennyiségi meghatárosását, amely 

a húsipari ellenőrzésben fontos és as epesavak mennyi­
ségi meghatározását, amely a klinikai gyakorlatban bír

ikai eljá-jL о

v
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jelentőséggel*
először egy vidűodűnnitometriáű 

ssempontbol megfelelő vékonyrat eg-kraunt ográliás 

módoséi’ kifejleestése vált ssükoégessé. 
llermyiiégi analízisükre kidolgoztuk az u.ni*« "hori­
zontális” nercei 
A dolgosat végén két példával szeretnénk felhívni 
a figyelmet arra, hogy a modem genetika és mole­
kuláris biológiai alapkutatásban is jövője van a 

videódénáltomeiriás analízisnek*
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2. j-rcd:„L..A it ioki.- jis

2.1. vikonrrréi;err-krouat o/^rcaok mennyisisi kiirtékelese

napjainkban egyre inkább előtérbe kerül a vékonyréteg- 

-kromatogreyook mennyiség* kiéri;ékelésinek fontossága.
A fejlődés eredményeként ma már a rét egkromatográfia 

as analitikai kémia. bonyolult feladatainak megoldására 

alkalmas mind pontosság, /.ind érzékenység tekintetében. 

A rétegkromatográf iának a mramyiségl analitikiban való 

felkaoanálusira kot alapvető irányzat alakult ki.
1. Közvetett módszerek: a kromatográf iás foltnak a 

rétegről vésett eluciőt követé mennyiségi meg­
határozása.

2. közvetlen módszerek: a kromat ográf iás folt in 

situ meghatározása.
A fejlődés a közvetlen módszerek mind szélesebb körű el­
terjedését mutatja. Ennek alapvető oka, bogy a közvetlen

kisebb, mint a 

közvetett módszereké, és Így általiban rövidebb elemsési 
időket érhetünk el. /1/ A köavet len médsaerek előnye a 

nagyobb érzékenység is. Llég bonyolultabb a helyset, ha 

egybevetjük a köavetlen és köavetett mődssereket pontos­
ságuk alapján. A köavetlen médsaerek véletlen hibája na­
gyobb, iáig aa eluciés technikánál nagyobb rendszeres hi­
bával kell számolni.
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A rőt ogkromat ogranok densitomatriás meghat árosásának 

pontosságát a követkesso tényezők határozzák meg: /2/
1. a kramat ográf iáo rot eg egyesület essége
2. a réteg vastagsága és nedvességtartalma
3. as elválasztandó anyagól: Bf értékei
4. idegen anyagok jelenléte
5. a felvitt minta mennyisége, mérete
6. as alkalmazott oldó a ser rends ser
7. stabil futtatási feltételek /sebesség, honéraék­

let/
8* stabil ssűrítési feltételek
9* csines foltok előhívásénál a háttér elszineződé- 

sénok és a reagens által okosott folt diffúzió­
jának figyelenbevétele

Densltoaetrla

Rétegkromatogromok in situ densitonetriás néréoét nonokro- 

natikus fényben réses műszerekkel valósit hatjuk neg, anely 

transzaittancia és reaisosié nérécoel történhet.
A transsnittancia mérésnél a folytonosan megvilágít ott ré­
teg által abszorbeált fényt, aig a remisssié mérésnél a 

diffus reflektált fényt mérjük. A reflektált fény inten- 

sitása arányos a felvitt anyag koncentrációjával. A réteg 

hátteréről reflektált fény intensitását loo,j~nak véve, a 

mérési foltban lévő anyag 

korrelációban /Х-szel arányos/.
Icóge /loo-Х/ g-kal van
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:Hndkét esetben ismerni kell a felvitt anyag pontos meny­
nyi о égét /pl. mg vsgyyUl-bea/ ahhos, laqgy a hasonló kö­
rülmények kosött felvett kalibrációs görbéről ki tudjuk 

ssámiteni as ismeretlen anyag nennyisdGdt. ks a kot den- 

sitometriás módsser rigón idő- de lan&aiGéayes, ősért, 

amikor nagy osána minta sesbatárosáea csüímÓGec, nen alkal­
masint c. Dévényi de munkatársai /3/ sorosatigdnyeket S'o- 

Idgitő, néhány másodperc alatt olvégosLictő densit onetriás 

adds sort ón as ohmos в8вМ|фвв 'bőre. ismertetnek.
A mddsser a video-doasit omot ria, a nérornüsser a videoden­
sitometer.
Ss as analitikai eljárás as előső mdűsserektől két alap­
vető ponton különbözik. As ocyik as, bogy os Uses anyeg- 

LyioŐG neglintárosácával megadható a meghatárosandó 

anyoG parciális mennyisége / as öoss onysgmcmmyi sdg %-4bon/.
lyiodgét,

■■r.-y.«

Asas asilkségtelen tudni a felvitt anyag pontos 

s es önmagában. egy sor időigényes méréstől mentésit.
A másik alapvető különbség abban áll, hogy as ismeretien

шгааию

anyag parciális mennyiségének mogliatárosása néhány másod­
percet igényel csupán.

2.2. Yideodensl t- omot ria. A vldoodonsit omdt er ssorkosetl
felépítése, működési elve ds alkalmasásai. )

2.2.1. Yideodonsitonetria

A rdteGkromatoGráfia densit omot riájának uj megoldását adja

*





X. ábra ^olGchrcri 013-376 tipusu vldGodc-aLiltaoéter
GüerkGacti felőpitósG
1* optikai egsr&ág
2. fcloő olclrbromlrac Qgj®G£
3. alsó eloktronilrua egyoÓG
4. Liánt at ártó

/
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i. laxHnatograa 

2* nlütctortó
3. fáayforrác
4. iükörreiidezer
5. detektor
6. elektronikus egység
7. oonitor
8. kiiró
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A oonitor nincs kapcsolatban a méréssel, csak segítsé­
get nyújt okhoz, hogy a kromatogromot megfigyeljük és a 

mérés során a mérni kivont foltot as mi. elektronikus 

ablakkal lefedjük# Es azt jelenti, bogy egy elektronikus 

rendszerrel, két potenciooéter sorosat felhasználásával 
megbatározott helyzetű és méretű téglalap alakú mérési 
terület választható ki a kromatogramon# A mérés során a 

készülék egyszerre két "ablakot nyit", azaz as egyik ab­
lakkal méri a kromatográfiás foltot /es a feliér ablak/ 

a másik ablakkal a minta összes foltjaiból adódó densitáo 

Összértékét /fekete ablak/# A két mérés arányát automati­
kuson kiírja a készülék. A kiválasztását biztosító pótén­
ei ómét erek száma és jellege a műszernek rendkívül nagy 

flonibilitást biztosit, nevezetesen egy kromatográfiás le­
nesen 9 egyidejűleg futtatott anyagban 7 különböző kompo­
nens mennyisége határozható meg az osszanyög íi-ában auto­
matikus üzemeltetésben. Zfonnális üzemmódban tetszés szerin­
ti a mérhető komponensek száma. A felbontóképesség felső 

határa lényegében az elválasztás minőségétől függ.
A monitoron keresztül futó függőleges vonal az un. alap­
vonal a háttér szinintenzitását méri, ha az alapvonal 
metszi a kromatográfiás foltokat, a monitor bal oldalán 

megjelenik a denzitogram /3« ábra/.
A kromatográfiás lemezt a futási iránnyal megegyező ál­
lásban helyezik a mintatartóba. Ilyenkor az "elektronikus 

abiak egy azon minta különböző foltjait fedi le. így pl.
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З.аЪга As alapvonal helysete a monitoron. Ha as alap­
vonal metszi a foltokat, a monitor bal oldalán 

látható a densitosrom.
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cod van arra* hogy egy fehérje kidrőlisdtuc Зсззшйпо- 

оав nennyiségének -úban megadjunk egy konkrét amLnosev 

Я-os übet ókét. Ha esetben nincs szükség a cint af elvit él­
nél pontos bemérésre, hisz csal: relativ értékeket nézünk 

/4 »5,6/* Ismerve a videodensitometer működési elvét, 

olyan kronatogrccok kiértékelése lehetséges esek után, 

amely a következő feltételeknek tess eleget*
1. Geometriailag asábályosan elhelyezkedő, egymástól 

élesen elvált foltok.
2. Kompakt, élesen körülhatárolt u.n. "farok15 -nen- 

tos foltok.
3. Ssincs foltok, amelyek a háttérből kentrasetosan 

emelkednek ki.
4. Egységes, világos háttér.

2.2.3. A videodonsltocetrla alkalmazásai

Dévényi és munkatársai 1371-ben koszétett módszere as 

aninosavak egydimenziós elválasztására fision 3o n G 

lenesen /6/ cár kiás a zikuonak számit as aninosavak video- 

denzltocetriá jában. ás a módszer egy savas kidről!adóim­
ban jelenlevő aninosavak elválasztására, kivéve a Ser-fhr 

párt, egyszeri futtatással densitоаюtráihat6 kronatogranot 
bist ősit. Es as egydimenziós eninosav elválasztást nagy 

jelentőségre tett ssert a cserkeseti analízisekben, a kii* 

nikcl diagnosztikában, a peptid kébiábca. Uagyon hasznos 

céda sor olyan reakciók vizsgálatánál, amikor egy oainosav

\
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koncentrációjának váltosáoávol követhető egy reakció 

kinetikája* /pl. karboodLpeptldásos ensimoa emóestóa/.
A sédsser lényege egy рПгЗ.З-ас, o#4 П IJa':' koncentrá­
ciójú óa o,4 aől/1 citrát ion koncentrációjú puff őrben 

tört6216 egydimensióo futtatás Pixlon 5o 2 8 ioncserélő 

rétegűn.
As aroma és básikua aminooavak elválacstácára pIb5,23“oa 

o,35 S Па4' konc ont rác i ó j u citrát puff or alkalma /4/.
A triptofan рЕЬэб-оо 1,5 II 1Та4‘ koncentrációju citrát 

pufforbon válaostiiató ol /25/. Ebben a ronda sorb on а 

triptofan a legalacsonyabb Ip. őrt ékkel fut.
PeIliacsnálliató a nédosor a klinikai gyakorlatban ic pl. 

aminoacidaeaiák /fonilkotonnria/ csűrővisagálatara /26/.
A kramtografáláot ebben os ecetben рП=5,23-ас о,35 П 

Ha4' koncentrációjú, o,117 nol/1 citrát ion koncentrációjú 

pufferoldattal vógessük. A nódoser előnye, hogy egycserü 

laborutúriuni körülnónyek kösött gyors óc negbisliato 

erednónyt ad. A nintaelőkóasitóo rendkívül egyesért! s 
as analisálandó vómintákat asüropapirra caeppontve becsá- 

ritják, majd o,l II HC1 etanoloa oldatával eluálják as 

aalnoaavakat óo ebből as oldatból kösvetlenül vécsik fel 

a mintákat a Pinion lenesre.
Innen GUtonatikuo a diognóslG - kromatográfia da video- 

densitomotriáo kiért ókelóc.

/
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3. Anyagok és módszerek

irativ kinyerése spenót le-3*1* Klorofill b
véből /16/

3.1.1. A fotoszintetikus pl/ynentok kinyerése eXtrahá- 

láSSal

A 1gveinkéitől és nagyobb levélerekrol letépett, meg­
mosott 6a szűrőpapírok között negssáritott lo g spenót 
levelet apróra vágtunk. A felapritott leveleket pár 

percre forró visbe tettük, majd metanol: petroléter 

/fp: 3o-4o°C/ 3il arányú elegyével extrahnltuk, amis a 

levél maradékok csintelenek lettek. As egyesített extrák- 

tunokat telített konyhasó oldattal össserásva a petro­
lót creo fázis elválik a viseo-metanolos fázistül.
A petrol ót eres fázist vákuum evaporát orban szárasra 

pároltuk, majd tárolás céljából dietЛ1őt erben, kromatog­
ráfiás felhasználás céljából kloroformban oldottuk fel 
a maradékot.
As extraktum csak sötétben és -15----2o°C-on tárolható.

\

3.1.2. A klorofill a és b oszlonl 
listása

.tonráfiás ssátvá-

A pigmentek ssétválasztását cukorosslopon oldottuk meg: 
oszloptöltetnek golyósmolomban finomra őrölt kristály­
cukrot használtunk. Az igy készült porcukrot egy napig 

12o°C-an ssáritottuk, végül exsaikkátorbon hülni hagytuk.
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Л IdLMilt porcukorról megtöltöttitak ощг 4 са átnőru^ü 

ca Co cn nagao oaslopot, /2ооо ca3 oasloptórfogat/ 

nikösbon GST ao^Gloluon kiköpött üvogbattaL tönöri- 

t ettük ас anyagot. As ooslopat 5oo al bensőispatrolótor 

/fpe4o-7o°C/ 1*1 arányú GlGgyóvGl Glrvtlibróltuk, oa^d 

a 3.1.1. pontban fedésűit preparátum potsolófeereo olda­
tát beosivattuk os ocslopba. Dsutáa as osslopoa addle 

asivattuuk át petrolótort, ónig as clou karót Isold sósa 

áál el
/ко, 4oo ni petrolótor át a sivut dobkor tört ónt aog/. 

físután Isnót bensői spotrolőtor /Isi/ oiwp Glogyót 
osivattuk át os oarslopon addig aale a klorofill alatti

fefllünfllt a fölöt to lövő klorofilltől. Js

öaoseo karótinaid pigment Id. non mosódott os oaslopból
ód a klorofill a 6a b sónak csőt аса váltak Gemmától.

kb. looo ni beásol ;pet rolót or elegy át űsivat ásóval 
értük ol.ásatán potrolótorrol átnootuk os oaslopot, óc 

a ctkortöltotet óvatoacn kitolva os ooslopból, a kloro­
fill a óo b sóaákat kivágtuk. A klorofillokat porosdd- 

-noatoc diotilótőrről oldottuk lo a cukorról, mód U2 

atnoasfórában bopároltuk. ást követően pedig további

rekreont egrofáltuk. As előzőekben XeirtoMios kaaonló 

□ódon kóositott ooslopiól oluált anyagokat opoktrofoto- 

oűtrlkuoaa asanooitottuk.
A klorofill tlootóságát ótoroc oldatának abosorpcióo 

osinkópo alapján ollonőrltük. A tiasta klorofill а 

43o óo 663
ciók aránya l,3o6, nig a tiasta klorofill b 455 6a 644
по-ec mrjxto^aainál osánitva as estlakeióaráay 2,C22. А7/
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Az ismertetett módszer alapján a következő tisztaságú 

anyagokat kaptu k* A klorofill a abszorpciós дсаеЗддзa- 

inai márt extinkclóoráay 1,205-mek, mig klorofill b 

esetében 2,757-пеЙ adódott*
A spektrumok Jellemzi abszorpciós maximerral ша-ben*

mártKlorofill a esetében irodalmi
43o43o
534533,5 

578 - 579
616615
663662

mártKlorofill b esetében ix*odalmi
45o 45o

595595
644 644

A közölt irodalmi adatokkal való összehasonlítás alapára 

a spenót lev ól extraktumból előállított Klorofill a és 

Klorofill b tisztának bizonyult•

3*2* Karótinoidók preparativ kinyerése spenót levélből

A karotlnoidok vékonyréteg-kromatográfiás elválasztásá­
nál a jelenlevő klorofillok és feofitinek nagy mértékben 

zavarnak, ezért ezeket az anyagokat a lmomatográfia előtt 

elszappanosítási eljárással eltávolítottak. /23/
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As elssappanositás során a klorofillok ill. bomláster­
mékeik a vises fásioba kelitek, mig a karótinoidok 

as óteres fásioban maradtak.
A 3.1*1* pontban leirt módon kóssitett növényi ént rak- 

tűmből 2 ml-t szárasra pároltunk, a maradékot lo ml 
alkoholban feloldottuk, majd 1 ml Go £>-оз vises KOH-t 
adtunk hassá. Ssobohőaérsákleten, sötétben, H2 ataosa- 

fóréban 12 órán át állni hagytuk, majd háromszorosára 

hígítottuk desztillált viszel és azonos térfogatú éter­
rel válasstótolcsérben össserástuk. A két fásis elkü­
lönülése után a vises fásis éteres kisésását még két­
szer megismételtül. As egyesített ét eres fásisokat lég­
mentesre mostuk, majd vismentes HogSO^-tal szárítottuk. 

/5-lo g-t adva loo ml éteres oldathoz/ As éteres fázist 

Hg atmossférában bepároltuk, a maradékot 1 ml éterben 

vettük fel. Ebből az oldatból közvetlenül vittünk fel 
mintákat a kromatográfiás lemezre.

%

Lák í3.3. Ak гг. у

3.3.1* ffixion 5o x G vékonyrétegkramatográfiás készlemez 

/2o x 2o cm/ Pollészterféliára rögzített, ssilikogél 
hordozóra vitt erás kationccerélo gyant árét eget tartalmaz 

о,25 ш vastagságban.
A gyanta funkciós csoportja -SO^ , ionformája Ha*;
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3.3.2. Silica gel Go Пег&к gyártmányú kocsi eine с 

/2о s 2о сщ/
uveglenesre vitt о, 25 ит vast cg ssilikcsélt tartalmáé 

késs réteg, CaSO^ kötőanyaggal.

3.3.3* Ssllikoscl lenes készítés /33/

25 ß ssilikagél G-t ssusspendáltunk Go ml visben. és a 

keveréket egy 2o x 2o cn üvegfelületre o.f25 on réteg­
vastagságban Se sasa kési rétegkuséval vittük fel.
A nedves leneseket levesén negssárii ot tűk, najd kosvet le­
nül a felhasználás előtt 12o°C-on 1 érán kereset ül ak­
tiváltuk.

3*3.4. /Ul./gSO, tartalmú ssilikagél lenes késeités

a. 25 s ssiiikagél G-t 2,5 S /Lkl^/gSO^-tal összekevertünk 

ssarason /lo % /Oll./gSO^ tartalmi rétes/, majd Go ml 
visben osuaspendáltuk.
Л továbbiakban úgy jártunk el, mint 3*3.3* esetében.

b. Silica ßQl во leneseket lo к /ISi^/gSO^ oldatban, fel­
szálló technikával impregnáltunk as aktiválás előtt.

3*4* к krönstografálások körülményei

A krooatosrafálást nlndea esetben felssállé toclmikával, 

Desasa kádakban végest ük. A futtatásoMios 2o x 2o cm 

néretü leneseket használtunk. A Hintákat a lenes aljá-
X":-.
tél 2,5 cn távolságra Hamilton fecskendővel vittük fel.

1
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3.5 . Olt rút :ад£?ог ritka етйдюзсяго!: olv/Oasstásábos

24,6 g citrcnsav mamohidrátot , 14»о g nűtrlBctfiidgasidat 

óc 6*5 bű. 37 ',.-03 oőeavat ВопаопегШз!;:, as oldatot desz­
tillált vlssol looo nl-re töltjük és ITaOH-daL
5,23-ra állítjuk be. Es a pafféi* alkalma bldroadllsint 

tartalmasó feliéig eMdrolisátimok elválaostáoára.

3.6. ElaMdrin reanasc. axdiioqavck olonivócára \

A oldat: 2 q nialiidria loc ml ecet ónban oldva 

3 oldat: 1 q Cd acetát 5o ml Jécccot + loo ml dosstilá 

Iáit visben oldsKi 
A ro®0QQfí öoosetótelo:

5o ml A oldat + 2o cl 3 oldat + 3o ml deostlllált vis 

A recceno amiaosavek kimutatására haszaálbatd *

3.7. ffclliaosnált ve-^/asorek

/
3.7.1. da sóim őssel: 

SieoGlGíl G /Reaaal/ 

Silica goi 6o /'.loreк/

' ••

3.7.2. Standort minták

(b immotiii /Si£pa/
Prolin, Hidroxipralin /-masai/ 

IZidroKilisia /31ака/
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3*7*3. Oldószerek

i-okián /Pinka/ a.lt.
diet Hót or /Perak, Berlin/ -PeSO^-on peraxidaen- 

teoitettük, oa^d ledesstilláltuk 

diet miauin /ЕеасМц/ a. It.
Petrolóter /fps 3q-4q óo 4o-7o°Q/ /Carlo Erbej a.It. 

Aceton, petrolóter /fps 7о°С/, i-propcnol, bonsol, 

netanol, etcnol, klorofora, etilacetát /Reaaal/a.lt. 

eeetoav /Erdókóoiag a.lt.

3.7.4. Előliivó rea/ionsok

nirihidrin, Cd-acetát, isatin, p-dinetiloainoben- 

saldekid /Heonal/

3.7.5. Egyéb reagensek

citromsav oonoliidrát, sósav 37 /Ш^/^ßO^, КШ,
ITogSO^ SfEeanal/

3.0. A kvantitatív órtókelósben használt aateoatikai

3*0*1* Videódénáltcootriás nonagigórdL geriiatárosás

A Iircoatográfiák oorán az elvált foltokban található
Isógo /q/ a következő egyenletből aaánitIiató:/7/anyac Vj
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« ^01
q

Drel

Q « a felvitt otandard anyag mennyisége 

■°ге1 83 a '^-deodonsitónét erről aárt relativ densitáo 

a standard anyagm
dd^i « a videodensit onót őrrel mórt relativ densitás 

as ismeretlen anyagra
, i -

3.G*2* Spektrofotometriás moanviaóráL meriiatárosás klo­
rofill a óo d agyagokra

A klorofillok mennyiségi megkatárosása óteres oldataik 

1 cn-eo követtűben mórt abszorpciós ssifekőpe alapján 

/French, 136o/

//UG/nl / * 3,93 / Бббо / - o,777 / /
klorofill b //ug/nl / =* 17,6 / 2542,5/ - 2*01 / fi66o /

klorofill a

A zárójelben megadott mennyiségek as indexben jelölt 

IiulláaLioGosüitókeknól mórt extiakciókat jelentik. \

3*3*3* Standard deviáció / S. D. / aorJiatárosása

Át / ^ - 2 /2S. D.
i SS 1

n S3 a mérések osáma 

x es a mérések csontani középértéke
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4. Kiaórleti етеарсэд-с!; N

4*1. Ilorisontális mérést oclnika kidolaosáca

As ominosavak densit coat riáo mermyicégi kiértékelését 

os asonoc ninkidrin positiv ssin és a koséi oscmoo mo­
lekulasúly miatt Dévényi és muikatárcal módsserével el 
lebet végesni. Est a mréot módosért mvesfciik el "ver­
tikális” üscraaódmk, mivel a kroarfcográfiáo futtatás 

aobáa as egy oszlopon belüli oainooavak egymáshoz vi­
szonyított densitásait tudjuk iifögkatárosni. felmerült 

a kérdés, kegy a különbőzé ssirü és molclailasulyu anya* 

gok ecetében milyen aSdcsert 
Rendkívül egyszerű módosért elkerült találnunk, as u.n. 

"horizontális" méréateelmikát, aminek a lényege a követ­
kese*
A krcoatográfiás lernest a futási ifcdnykos viszonyítva 

9o°-kal elforgatjuk és igy helyezzük be a nint at art óba. 
Ilyenkor as "elektronikus ablak71 a különböző minták 

asonoc Rf» értékű foltjait fedi le* Es kulonbösJ csirái 
kromatográfiás foltok ecetében as asonoc osinü foltokat 

is jelenti /7/. Ily módon kikücsübölketé a Fiaikon cső 

ssinfüggésógéből és a különbösé komponensekbe! álló min­
ták öosz* densitás váltosásaiból eredő különbsóg*/4 ábra/* 

A következőkben mindenütt est a xaééési módot alkalmostuk. 
A Iiorisontális mérési médssenaéla pontos mennyiségi meg— 

határozáshoz kalibrációs görbéket kell felvenni.
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Erre csórt ven osiiksóe* uert külső standard anyafílios 

vissonyitva ssdnit^uk ki as oi^acPQimjia fjeket •
A videodensitonetriás liorizontáiis nórós пе^Ъishatosá- 

sára a követkesső mérési sorosat ot nőseik ao^:
Kóssit ettünk QQy 5 pontból álló Mdraűsllisia kalibrációs 

görbét

12 3
2 3 4

3 4 5
12 3 4

1
2

3

4

2 3 4 5
12 3 4 5

5
6





Kalibrációs görbék a bori sont alia néréo ncß- 

bishatóaágának vizsgálatához.
5. ábra.
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A klorofillek meghatározására. olkolmsott spektrofoto­
metriás módszerek azonban elég nagy bibát okosnak /8/ 

mivel a minta előkészítés! folyamatában a klorofillok 

nagy része átalakul a nekik megfelelő feofitinné.
A probléma kiláiszöbölősére több szerző javasolja a klo­
rofillok feofitinenként való meghatározását egy előzetes 

savas kezelés után /9/ vagy kationcserélő kromatográf i- 

ával a klorofillből a Ug eltávolítása után /1о/.
Ugyanis a feofitinek a klorofillektől csupán abban kü­
lönböznek, hogy a 1% porfirin komplexek elvesztik 1% 

ionjaikat•
Ezek az előbb említett közvetett módszerek nem terjed­
tek el, mivel a keletkezett preparátumok a feofitineken 

kívül más pigment színezékeket is tartalmaznak /11/. 

Továbbá, a klorofillok jelenlétében végzett spektrofoto­
metriás karótinoid meghatározások nehezen oldhatók meg 

ugyanabból az extraktumból, mivel abszopeiós csúcsaik 

átfedik egymást#/12/* További tisztításra van szükség 

/klorofillok elszappenosltása/, hogy ezt a problémát 
kiküszöbölhessük, amely azonban a módszert igen idő­
igényessé teszi.
A fotoszintetikus pigmentek meghatározására ez ideig 

volt olyan vékonyréteg-kromatográfiás módszer, amely 

alkalmas lett volna az elválasztott foltok mennyiségi 
kiértékelésére.
A videode:izitonetriáo kiértékeléshez, mint már említet­
tük geometriailag egységes, jól elvált foltokat tartal­
mazó kromatogramok szükségesek.

■
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As eddig alkalmazott vékonyéteg-kromatográfids méd- 

cserek között a fenti feltételeknek eleget tevő kroma- 

togramot nem sikerült előállítani /13# 14/.
As eddig leirt elválasztási rendszerekben egyedül az 

apolároo (b karotin helyezkedik el különálló foltként 

közel a frontvonalhoz, mig a klorofill a és b foltok 

nem válnak el sem egymástól, sem a poláeos karót inéi» 

dóktól# A osilikagólen gógsett kroantografáláo során 

feofitin a és b foltok Jelentkeznek* Esek a klorofillok 

enyhe savas bomlásának termékei, amelyek a vékonyréteg- 

-kromat ográfiás elválasztás folyamán vagy az estrahá- 

lás során keletkeznek /15/.
ITnnkánk során sikerült egy olyan közvetett klorofill 
a és b meghatározási módszert kidolgoznunk, omely se­
gíts égével a klorofillokat a megfelelő feofitinek for­
májában karótinoidok Jelenlétében is, vókopgrrótegen 

történő elválasztással, vi de odenzi t ómét őrrel értékel­
hetően tAdjuk meghatározni.

4#2#1#1# A vékon^/réten-kromato^ráfiáo elválasztás kö­
rülményei

A kronatografálást a módszerekben közölt körülmények kö­
zött végeztük. A kifejlesztésre használt oldóozerrend- 

szer i-oktán-aceton-dietiléter /3:1:1/ volt /14# 10/.
A kromat ograf álást teroosztátban/3o°a/ végeztük, a front 

magasság 16 cm, a futási idő 45-5o perc volt. A fő pig­
ment foltok azonosítására а Módszerek 3.1.2. fejezetében
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kösölt eljárás ssorint késsült tissta klorofill c go 

b -t, valamint kereskedelmi fogalomban kapható jb l-c.ro- 

tint hassnáltunk •
Videodensitonetriás és spektrofotometriás méréseket 
íd vógestiink a kot különböző nédsser össseliasonlitá-
sara.
A spektrofotometriás mérésekhez a foltokat lekapartok 

bánosról, majd a foofitineket és а [Ь 

t Hót őrről extraháltuk a gélről. As entraktunoi ülintnun 

papíron szűrtük* A pigmentek abszorpciós spektrüoái? 

Speeord UV-VIS spektrofötömét erőn vettük föl. /8. ábra/. 

A videodonoitooetriás mérésekhez standard keverékből

karótint dió-

/mődssorek 3.1*1./ l-loyrul-t vittünk föl különbüau al­
rendé sédéoben, lo JS /I lI^/gSC^-t tartalmasé rót ősre.
A Standard oldat 1 ol-e 1 ug fb karotint, las kloroÄiil 
b-t és 2 mg klorofill а-t tartalmazott kloroformban 

oldva. Az isnerotlen minta pigment tartalmúnak meghatá-
5^ul klorofoxsaos spenót levél entrant unó t 

vittük föl a lenesre 2 és cyul standard keverék nellé.
rosásakor

4*2*1.2* A vékonrrct ea-kponatonráfids elválasztás für,-
rése a rétére /HL/oSCK tartalnátél cs as al­
kalmazott hőmérsékletté!

A klorofillok és karót imádok vékonprét eo-lnx>mt ográf iáo 

elválasztása ssilika^él ionoson nem ad jé elválasztást 

as egyes pigmentekre. A kloröfiil a és b foltok utfo- 

tgytllt és a poláros karótinoidokat is. /в*ábra/
/^We% 

jí szeged

<&, ,«g
%
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I

I

6. ábra Ilöváayi piGaantek elválását ása csilikacél G 

1 eueren ♦

A futtatás i
i-oktáu-aceton-áter /3:1:1/ futtatáskor 

3o°C futtatási liüzaéruáklst 

1« Start
2. klorofill Ш

3. klorofill a
4. lantofillők 

3. feofitia b 

G. fcofitlu. a
Larotin

c

7.
I

í
' ■

' ‘ !

/ i
f ■

•*
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Adott mennyiségű jelenléte a rétesben a klo­
rofillok bomlásához vezet és teljesen átalakulnak fe- 

ofitinokké. Eltűnnek as egymást átfedő foltok és jól 

definiált feofitin foltokat nyerünk /7. ábra/.
As ábrán lo % /LJH^/gSO^-tal impregnált ssilikagél 
sen történt elválasztás látható.
A különböző koncentrációban /SH^/gSO^-t tartalmasé osi- 

likogél leneseken végzett ki Dérietek oserint, lo %
№4/^0A tartalom elegendő a klorofillok kvantitatív
átalakulásához fecfitinnó. Kagasobb koncentrációban a
só kikristályosodik a ssaradé leneseken, ami a pigment 
foltok elválasstáoát savarja.
Különböső' hőmérsékleten végzett kronatogren kifejlesztése 

őst mutatta, hogy magasabb hőmérsékleten a foltok nagyobb 

Rg különbséggel váltak el, de 3o°C fölött vessélyes a 

futtatást végesni as oldőssor rendszer, megy gősnyomása 

miatt /i-oktán-aceton-éter/.
As /lEI^/gSO^-t tartalmasé rétegen keletkező feofitinek 

asonooltásánál ugyanost as abosopciés spektrumot kap­
tuk, amit iPrench kösölt a feofitin a és feofitin b-re 

/G. ábra/. Essel ssemben a karót inok spektruma nem vál- 

tosott as /Жа/280а hatására.
As /Ш^/gSO^ hatását a klorofill átalakulására a kö- 

vetkesőkkel magyarázatjuk. As /EH^/gSC^-t tartalmasé 

kromat ográfiás lemos hőakt iváláoa során as /Ш^/^SQ^ 

o IlgSG,, keletkezése kösben részleges яж bomlik.
Ennek a savas hatásnak tulajdonitliaté a feofitin kép­
ződése /9. ábra/« A vékonyréteg-kraontográfiás anali-

est a hő hatására bekövetkező

kénsavvá alakulását általánosan használják szintelen

cinben az /EH^/gSO^-
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. I

7. ÚJ**Q növényi pigmentek alvdlasstása lo % /ÜH^/gSC^-ot 

tartalmasé ssilika^él G Ionosén, 

a futtatás к0хЩп0ц7ei:

i-clrfcán-acot on-ci er /3:1 :1/ futtatóssor, 3o°C 

futtatási hőmérséklet 

1 * st art

2. sentofillek
3. foofitin b
4. foofitin a 

karótin5. fh
V г'1
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sserves aogtagok elssenesitésere /19» 2o/. A saves ha­
tást szemléletessé tehet jük Indikátor oldatok cegit- 

cégével /broofonolkék, netilnnrcnoe/• As 

-t tartalmasé réteget indikátor oldattal kecelve, iié» 

aktiválás hatására os indikátor о sine а mr.ас tartomány 

felé változik. Es a ssinváltosás о Inaktiválás előtt 

nem figyelhető meg. As /IHí^/gSO^-ot nem tartalaaső ré­
tegek esetében sem a hőaktiváláo előtt, sem utána non 

tapasztalható as indikátor osinváltosása. Иао sókat 

használva, mint i%SOA és CaSO^ nem tapasztaltuk a 

klorofilleket feofitinné átalakító hatást.

4.2.1.3. As optimális feltételek között elválasztott
it it at Ív inghat ározása,növényi pihentekJAÚSÜ

előnyei

As optimális feltételek között futtatott lenesek /lo # 

/iIH^/2S0^-ot tartalmasé szilikagél réteg, 3o°C hőmér­
séklet, i-oktán-aceton-éter 3?ltl orányu keveréke, mint 

futtatósser/ videodensitonetriás meghatározáshoz meg-
felelő, jól elváló foltokat eredményesnek« A videoden-
sitonetriás mérések érzékenysége о növénye, pigmentekre 

hasonló, mint az aninosavak esetében. /21, 22/. A mért 
relativ dcnsitáook és az alkalmazott különböző pigment 
koncentrációk között lineáris öoosefüggéc van /lo ábra/.





- 36 -

Magasabb pigment koncentrációid esetében a kromatogrcnok 

túltelítettek, a foltok nem válnak el rendesen, és a 

videodenzitooetriás kiértékelést zavarják.
Pontos megjegyezni, hogy as elvált pigment foltok fakul­
nak, de 15 percig a fakulás mértéke elbanyagolliaté*
A 11. ábrán a fakulás időbeli függését ábrásoltuk. 

Figyelembe véve a densit ccnct riás mérés gyorsaságát 

/5 sec egy folt megmérése és kinyorrfeatása/ médsserünk 

jól alkalmshatő.
A spektrof ot omet riás és vidoodensit omet riás mérésekkel

yiségekmeghatárosott klorofill a é3 klorofill b 

jó egyeséat mutatnak /1. táblásat/.
A standard deviáció meghat áro sásával a vidoodensit omet - 

riás pigment meghatározások reprodukálhatósága - 5-lo % 

minden esetben /1. táblásat/.
A kapott eredmények ast mutatják, hogy a növényi anya­
gok klorofill a klorofill Ъ és fb karót in tartalma 

általunk kidolgozott vidoodensit omet riás technikával 
vékonyrét eg-kronat ogremon meghatározható •
A módszernek a követ késő előnyei vannak:

1. A módosért nem savarja a mintaelőkéssités során 

klorofillből keletkéső íeoíitin.
2. A fb karotin tartalom meghatározása klorofill a 

éj b jelenlétében lehetséges.
3. Kaponta több ssás minta analisálhatő, és a hiba a 

spektrofotometriás méréseknél kapott értéknél nem 

nagyobb.

fiiéit«»

as
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V

Koncentráció jig/jml

Spektrofotometrikusan Videodenzit ómét errel

átlag-SD1 2 3 1átlagíSD 2 3

1.81-0.101.86chl a 2.01 1.91 1.92-0.09 1.70 1.881.84

0.64-0.050.590.69-0.06 0.66 0.680.630.75 0.71chl b

I. táblásat Kloroíillok oennyloési neghatárosdoa
vidGodonsitonát erről óa opektrofotooot±lkucan.
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4*2.2. líarotinoldok olválrsstása ős Irvcntitatlv kiérté­
kelése

A növényi artralrbunokacn a klorofillok mellett a les- 

Őelentusebb pigmentek a karótinoidok. ásókat a vegyü- 

leteket két nagy -csoportba sorolhatjuk, 

a. arioláros sséuMdrorének?
A söld 33 j vetekben csak fb karót In ven
és nyoookben (X karót in. 4 о □zónátoaot tartalm­
ad szénhidrogének a következő összegképlettel 

irhatok les

karótinak

C4oH56
b. Poláros, oűdbiáit tr^alimn fc^~xrhtnoidok; rantofillek

Az őriben előfordulhat bidroodL, netoxi, epoxi, 

karbari, 6a karbonil fámában.
Levdlextraktunból a következő xant of lilékét azonosít ot- 

tnk:
a. hidroxi származék: lutein /3,3 dihidroxi (X karót in/ 

/12. ábra/
b. epoxi osázsaozék: vtolaxontln /5,£,5l6*diepoxi- 

aeoxaatin 13* ábra/.
c. allén származék: noonontin /3,5 dihidroxi, 5 6 

opoxi fb karót in 14. ábra/.
Azonosítottuk továbbá a lovdlcxti^aktunban a karotinok

fb keratint /15- ábra/. A képletekben a szzgga- 

tott vonallal азу 4 izoprén láncból felépült szénhidro­
gén láncot jelöltünk /lő. ábra/.

kosul a

*



.

4o«а*

A.

t -

СНз СНзChh сн3.

г

НО^^^СНз СНз

lutein

ОН

12. ábra A lutcin sserkeseti képlete.

*. I
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'

сн3 сн3сн3 СН3

снсн 33

karót i п/3

15- ábra А karótin ßDGrkGSGti képlete.

■



<*■
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4.2.2*1. A vókonvróten~kronatonráflás elválasztás kö­
rülményei

А módszerek 3.2. pontban közölt nődön kocsitett extrok- 

tmiből, Silica gél 6o lemezen a következő oldósserrend- 

sserben végeztük as elválásstdot s
petrolóter- /Гр. 7о°С/ - etНасetdt-dietilomin /58:Зо:12/. 

A leneseket felliacsnálás előtt 1 órán át llo°C-on akti­
váltuk. 3o°C-on a krooatogram kialakulása 6o-7o percet 

ve os igénybe. As el választ ás során 4 domináns foltot 

kaptunk. /17. ábra/.

4.2.2.2. A vókonvróten-kronatográfiás elválasztás során 

kapott karótfeioidok azonosítása

A felfuttatott kromatográfiás lemezről lekapartuk a föl- 

tokát ős a pigmenteket kloroformmal eluáltuk a szili- 

kagőlről. A pigmentek spektrumát SPEC (HD UV-YIS regiszt- 

rueló opoktrofotomőterőn vettük fel.
Az egyes izolált pigmentek abszorpciós spektrumait a 

18. ábrán tüntettük fel. A pigmenteket abszorpciós maxi­
mumaik alapján azonosítottuk /2. táblázat/. A kapott 

eredmények jó egyezést mutatnak az irodalombon közölt 

értékekkel /24/. Ezek szerint a 4 

karót in, a lutein, a violasantin ős a neoxantin.

(

ne folt a

í
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\
17. ábra Karótinoidok elválasztása Silica ßol Go 

/LIerck/ lenesen.
futtatócaers pet rolótor /7о°С/ -etilaeetát- 

“uietilaoin /58гЗо:12/ 

futtatás hÓELÓrsákletes 3c°0 

s start
1 uooxantln
2 violaxaatin
3 lutein ■

karótin4 fb
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4.2*2.3« A karotinoidok mennyiségi me/iiatározáaa köz­
vetlen. donslt ometrálássa! *

A négy pigment segítségével kalibrációs görbéket kéozi- 

t ettünk a mennyre eqí meghat árosé shos /19. ábra/.
As ábráról leolvasható az egyes pigmentekre as a denzi“ 

tcaaetrálás szempontjából optimális konc ént rációt art omány, 
amelynél a denzitás lineárisan nő a felvitt anyag mennyi­
ségével . Esek as értékek luteinre l.o - 4.0yUg, violoxan- 

tinra 0.2 - l.o^-ug, ne óment inra o.5 - 2. о mg és fb karotinra
1.0 — tyaQjHg.

4.3. áidroniaainooavak vókonyréter:kroraator:ráfiás elvá­
lás stáoa és kvantitatív kiértékelése

A közönséges emiaosavak vékonyréteg-kromatográfiás elvá­
lasztására.: sofc módszer ismeretes. Az ioncserés vékony- 

rétcg-krommtogranók videodensitométerrel történő kiér­
tékelése jól bevált, gyors, mennyiségi analízist tesz 

lehetővé /6, 25, 5/. Ilyen egyszerű gyors módszerek 

azonban az un. ritka aminosavak z®ghatározására nincse 

nek. Egyes ritka aainosavak ugyanakkor jellemzőek bizo­
nyos fehérjékre, mint pl. a hlüroxiprolln és a bidroai- 

lisin, ameljrek viszonylag nagy mennyiségben találhatók 

a kollagénben. Húsipari termékek vizsgálatánál a hidroxi- 

prolin és hidroxilizin arányából a termék minőségére lehet 

következtetni.
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4-3.1* Hidroxilizin elválasztása és kvantitatív kiérté­
kelése

Az elválásátást Jixion 5o x C-as rétesen pil:5*28-as citrát 

pufferben /26/ szobahőmérs éklet en végest ük, A kromatog- 

rafálási idő ilyen körülmények köaött 3 órát vess igény­
be* A foltokat ninhidrin reagenssel /3*6. pont a médsze- 

rekben/ liivtuk elő, és horizontális mérési módban densi­
tometer on értékeltük ki,
A 2o* ábrán egy hidroxilizint is tartalmasé aminosav ke­
verék kromatogramját láthatjuk. A hidroxilizin jól elvá­
ló foltként fut a lisin és a fenilalanin köaött. Ez a 

módszer abban aa esetben használható, ka omit in nincs 

a rendszerben, aivei aa utóbbi aminosav szintén a lisin 

és fenilalanin köaött füt* A kollagén és a kossá kasonlé 

fehérjék ugyanakkor nem tartalmasnak omit int /27/*
A denzitometriás méréssel kapott kalibrációs görbe egy 

adott koncentráció tartományban /о,5-5/иg kidroailizin/ 

lineáris /21. ábra/.
Ilivel a fehérje hidrolisátumok általában nem tartalmasnak

yiségben hidroxilizint, előnyösnek lát- 

standard hidroxilizint adni a mintákhoz és a 

relativ denzitásben bekövetkező változásokat össsehason- 

litani a csak hidroxilizint tartalmazó kontrol folttal. 

X&sel a "fogással1' a következő előnyt érjük el: 

(Tapasztalatunk szerint a videodensitometer nagyon kis 

any agnennyiseget /kicsi és halvány kromatográfids fol­
tok/ már nem mér megbízhat óan / nulla óit:éket ir ki а

nagyon nagy
szott 2/Ug

* ■
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* ♦ *

* Туг
* Phe

* Hyl
* Lys
* His

#

* * ♦
• •

Arg
start:

JiOCl 1,0 ;.o

2o. ábra Ilidr csili slat is tartclmcó aaiaooav keverék 

ioncsoroa elválaastása Riadón 5o x 8 lenesen, 
ruttatóazer pll=5#2ü citrát puffer 

futtatás hőmérséklete s 25 °C 

Olohlvósser: kodxnizEioa nirliidrin reagens.
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készülök/, ugyanakkor bű ez az сщуegmexmyisog különbség­
ként jelentkezik két kromatográfiás folt között, eoaü- 

szer már elég érzékenyen reagál és a densitásbeli különb­
séget ráérni tudja.

4,3,2, IlidroMsrolin elválasztása és kvantitatív kiérté­

kelése

Az elválasztást szilikagél G lenesen /dédsserek 3#3*3/ 
ssobakőmérséklet en végeztük a következő oldőozerrendszer- 

bcn:
i-propcnol-viz /7:3/* anely o,l izatint és о*2 % p- 

-dinetilanino-bensaldeM.det tartalmazott oldott állapot­
ban, Azt tapasztaltuk, bogy a kronatografálás reprodukál- 

batósága miatt célszerű az elold.vészért /izatin és p-di- 

netilanino-benzaldeMd/ az oldószerben feloldani. Ez a 

lépés a háttér és az eló'Mvás egyenletességét; biztosítot­
ta. Па u.i. az előhívást utólag végezzük /először izatin­
nal, najd x>-dinetilrnino-bensaldehiddel' lefújva a lene­
seket /az egyenletes előliivás nem oldható neg, cni a 

denzitonetriás nérésben az egyik nagy hibaforrás#
Két1 órá3 kronatografálás után a lemezeket Bo°ű-on 15 per­
cig tartottuk, ekkor a prolin foltja megjelenik, azt köve­
tően ПС1 gőzt érben inkubáltuk a lenest <_o°J-on, ami a hid- 

roniprolin lila foltjának megjelenését eredményezte.
A 22. ábrán egy prolin és MdroMproiin keverék kronatog- 

ranja látható. A prolin és Mdroniprolin mennyiségét oze- 

lektiven meghatározhatjuk, mivel jól elvált foltokat adnak.
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A két QKiüOGGV lU-beli különbsége о.14 /Д^ rro:o.43#
Ер Hypso.57/. Es a különbség nagyobb, mint omit krenner 

és Uiedeiuleser n-propanol-vis /7:3/ óidészerrendsserben 

kapott /20/, asas as i-propamolt kaaaaáira m-propanol 
helyett jobb elválást kapunk. Has eminesavak nem befo­
lyásolják as analízist, mivel ilyen körülmények mellett 

a prolimon ki vili más amino sav nem ad színes foltot.
A mennyioági értékelésnél a densitometriás kalibrációs 

görbe 1-15 /Ug hidrosiprolin tartoiaányban. lineáris, 

így nédsserünk a gyors rutinoséra, kvantitatív meghatá­
rozására alkalmas /23- ábra/.

4.4. Етю savak és ssármasékeik elválasztása vékonyréteden
és kvantitatív 1:1 ért okolásuk

ICLinikai .jelentősémik

As epesavak nélkülösketetlen vegyülő tűk as emésztés folya­
matában, Mányiak esetén a béioméostoo tökéletlen. Ás epe- 

utak elzáródásakor as epesavak felszaporodnak a vérben,
vissgálatuk célja as ■negjelemnek a viseletben, 

enesstérendőseri rendelleneseégek kimutatása.
Szerkezeti felépítésük a 24. ábrán lát káté.
A szabad epesavak glicinnol és t ami anal képzett ssá má­
sénál a konjugált epeoavak.
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maro^iprolin kalibrációs Görbe nешу±&0д£ 

kiértékclésiiez•
23# ábra
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kolónsav

3d,7aí, 12d- trihidroxi- kolónsavKólsav

Kenodeoxikólsav 3d,7d- dihidroxi-kolónsav

3at,12aí- dihidroxi - kolónsavDeoxi kólsav

Litokólsav За^- hidroxi-kolónsav

24. ábra Az epesavak szerkezeti felépítése•
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aétogkromairográfiág elemzésük

A saabod cpesavak elválasztása szilikogélen megvalósít- 

bató /29/* Problémát főles a deorsi és kenodeonikolsav, 

valamint ezek gliko -és tauro-konjugál t 

tása jelent.
Célunk olyan vékonyréteg-kromatográfiás rendszer kidol­
gozása volt, amelyben egy lemezen a fent említett epeoav 

származékok elválnak és videodenzitométerrel 
is meghatározhaté •
A konjugált epeeavak elválasztására Batta és munkatársai

rendszert választottuk 

Azonban ebben a rendszerben /klorof om-i-propanol-ecot - 

sav-vis/3o:3o:4:1 arányú elegye többszöri futtatásra 

sem váltok el kellőképpen a deoxi és kenodeoxi vegyület- 

párok.
A futtatóelegy poláros és apoláros komponenseinek optimá­
lis megválasztásával sikerült olyan vékonyréteg-kroma­
tográfiás rendszert találnunk» amelyben az epesavak és 

származékaik egyszerű futtatással elválaszthatók és 

mennyiségük videodenzitométerrel meghatározható. Ez a 

rendszer a következő volt:
Silicagel 6o lemezen, c hersán-klorofom-fenol-eeetsav- 

-viz lo:3o:3o:5:l»5 arányú elegye.
A 25. ábrán látható egy ebben a rendszerben futtatott 

kromatogram, amely standard epesavakat és azok keverékét 

ábrázolja.

elválaoz-

lyiségiik

/Зо/
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25 * ábra Lpesavak elválasztása azilikagél G 1emesen
fUiatősser: c-iiexáa-IfLoroform-fenol-ecetsav-vis 

/1oí3c:3oí5í1,5/ 

futtatás hőmérséklete: 2°C 

eluMvóssersC >cs foszforsavb©» oldott 3 % 

Cu-acetát
1- Kőisav; 2. keuodeoxikolsavj 3* üeoxikolsav;
4* Epesav keverék; 5» Glikokólsavj £. Glikokono-
deoxLkolsav; 7. Glikodeoxikőlsav; B.Glikolito- 

kólsav; 9. faurokólcav; 10.Qäurokenodeoxikólsav;

/

11. TaurodeoxikólsavsL 12. Saurolit okőlsav.
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A kromatogramot előhivás végett a futtatás után 8 , —os 

foszforsavban oláott 3 íj-ос Cu-acetáttal fuj túl: le* 

o-1g percig 15o°G-on tartva a tornaiogranot szárítószek­
rényben, ас epesavak fehér háttérből szürke fejűtekként 
jelentek meg.
A videodenzit oraet riás : Is égi üegliatárocácnál minden 

epesavszármazókból meghatároztuk as optimális konc ént- 

rdeiótarfc ományt• Azt tapasztaltuk, hogy l-lo ug tarto­
mányban jelenlevő epesavakat tudunk reprodukálhatóan mér­
ni* Annál kisebb mennyiségre a műszer érzéketlen, ezért 

biológiai minták elemzésekor célszerű előbb feldúsítani 
a aeghatáxxMandő spesavszánaazékot.

4*5* Példán további lehet ős é/^okro

Ebben a fejezetben fel szeretnénk Iiivni a figyelmet két 

olyan lehetőségre, amely abbéi fakad, hogy a videodensi­
tometer alkalmas diapozitív ok, uat oradiegrsmok analízi­
sére is. Llindkot példát a molekuláris bilógiai kutatás te­
rületéről vettük. A 26. ábrán a 15-3 bakteriofág 

szórna restrikciós hasítási képe látható /31/- A tiszta 

ШБ preparátumot először II. tipusu restrikciós hndonnk- 

leászal emésztettek, majd agaróz gélelekéroferózióséi el­
választották az egyes frafimentraokat • A frecjaentumok ki­
mutatása azon alapszik, hogy etidiun-broraiddal "festik” 

a Ellő—t amely azután 254 nm-liullámliosszuságu UV fényben 

fluoreszkál. Ennek mértéke arányos a ISIS fragmentum kosz- 

szávai. Liivel a ШШ fragmentumok elválasztása is hosszuk 

/molekulasúlyuk/ alapján történik, gyakran előfordul,

hogy a kromoszóma teljesen más területeiről származó,
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25. ábra A áhlzobium moliloti 16-3 fág kromossóna /DUS#
fragment álása Eco El restrikciós endonnkleással cg 

oa elválását ott fragmentumok agaréa géloloktrofo- 

résis képe. A nyüllal jelölt sávokban két független 

fragmentum vándorol együtt.
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de azonos méretű fragmentumok egy sávban vándorolnak as 

elektroforézis sorún. Azt, hogy egy ilyen sáv kot vagy 

több független fragmentumot tartalmas, csak a fluoresz­
kálás intenzitása jelzi, két független fragmentum esetén 

a sáv kétszer olyan intenzitású*, mint amelyet az elektro- 

fórétikus vándorlás távolsága alapján várnánk. A videó­
mé ennek kimutatására, iia az elektro- 

forézisről készült negativ vagy positiv képet elemezzük.
A 26. ábrán a nyilakkal jelölt kéttűs fragmentumokat meg­
bízhat őan ki lehetett mutatni a műszerrel.
A 27. ábrán egy bakteriofág feji fehérje alegységének 

szintézisét /ill. a sziiitésis kinetikáját/ követték. /32/. 

Eészletesebbensa gazdabaktériumot megfertőzték a bakteri©- 

fággal, s emellett 

hez. A későbbiekben a sejteket feltárták és a fehérjéket 

ÖDS akrilomid gélelektroforéziosel elválasztották.
A gélről autoradiogramot készítettek, a radioaktiv amino- 

sav beépült a fehérjékbe, többek között a fág feji fehér­
jébe is. A kis érletikörűlnényei között a beépülés ará­
nyos a feji fehérje alegység szintézisével. Az ábrán az 

látható, hogy ec a fehérje csak kb. 5o perccel a fertőzés 

után kezd szintetizálédni. A szintézis kinetikája ebben 

az esetben /és a legtöbb fág fehérje esetén/ csakis a be­
épült izotóp mennyiségének megállapításával lehetséges, 

mivel a képződött fehérje mérhető
rendelkezik. A videodenzit ómét erre 1 az autoradiogramok

denzitométer

**

jelzett metionint adtak a rendszer-

í7*v ff1 nem
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27. ábra A Rhizobium meliloti 16-3 fág fehérjéinek
izotóp /S^metionin/ lo perces pulzus jelölése.
Az első hat oszlopban a fággal fertőzött sejtekhez 

a o. 15« 3o. 45. 6o. és 75. percben aijták az 

izotópot /mielőtt a fágok kiszabadulnának a kö­
zegbe/. Eyillái jelölt sávokban három kései fág 

fehérje /feji fehérje alegység, farki rost és 

farok fehérje/ izotóp jelölődése látható.

(

/
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kiért ékelhet ők, s Így megoldható egy ilyen feliéibe 

szint ésisének követése is. Д bakteriofág fehérjék szin­
té sínének, kinetikájának ismerete pl. a genetikai szabá­
lyozás kutdtásában alapvető fontosságú.

As Itt bemutatott két lehetőségre csért szeretnénk fel­
hívni a figyelmet, mert ast példással:, hogy a videoden­
sitometer alkalmasásával rendkívül egyszerűen végezhetők 

el olyan mérések, amelyeket más esskösokkol /pl. radio­
aktivitás méréssel/ csak nagyon költségesen nehéskecen 

és megtolshatatlamil lehet megoldani.
í

)<



- 65 -

Az aminosavak vidGodc^zitametriás mennyiségi analízisének 

jól reprodukálhat6 eredményei felvetették azt a kérdést, 

hogy eat az analiais technikát felhasználjuk aágt eddig 

megoldatlan biokémiai analitikai problémák megoldására* 

Egy uj mérési mód, a horizontális technika segítségével 
a videódonzitonetriás analízist sikerült a következő 

területekre kiterjeszteni.
Kidolgoztunk egy módszert a növényi pigmentek vékonyré­
teg-kromatográfiás elválasztására és kvantitatív kiérté- 

kelésilkre. Ez a módszer a növéaynemeoitősnél, az élelmi.- 

szervizsgálatoknál jól használható.
Az élelmiszerbiokémiában jelentős 

aminosavak közül a liidroziprolin ás hidrosilisin véfcony-
pot játszó ;5rifcka,f

rét eg-kromat ográfiás elválasztását és mennyiségi megha­
tározását oldottuk meg.
A klinikai diagnosztikában felhasználható módszert dol­
goztunk ki az epesavak és származékaik vékonyrét eg-kro- 

matográfiás elválasztására és mennyiségi meghatározására. 
Diapozitivok kiértékelésével a videodonzitonetria további 
kiterjesztését javasoljuk két különböző területen; BITS 

restrikciós hasitása, bakteriofág fehérjék szintézisé­
nek mérése.

,

1
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