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BEVEZRBTES

A bioléglal kutatds legszdélesebb kisérleti terillete a
biokémias A biokéniai médsgerek randkiviil sokféldk és
még ugyanazon alapeljdrds is a vizsgdlands Peladattdl
fliggben jelenids vdltoziatdsokat igényel.

A Dbiokémici enalitikdban a legnagyobd nehézadget az
jelenti, hogy a meghotdrosandd anyag menmmyisgée gyok-
ran mikrogremm 11l. aundl is kisebb taertomdnybe esik.
Ezért igen jelentGsek o pontos mikroemalitikei eljd-
Ebben a dolgozatban a vékonyréteg-kromatogrdfidval és
conek egy uj kidrtékeldsi médjdval, a videodenszitomet-
ria néhdny elkalmazdsi lehetlGedgdvel foglalkozunk.
Hirom, o gyakorlati dletben tdvol esd probldma megol-
ddsdt matatjuk bes a ndvényi pigmentek elemszdéadt, amely
az Glelmiszervizsgdlatokban, a ndvénynenesitésben jelen-
$8s; a ritka ominosavek memnyiségi meghe zasdt, amely
e husipari ellendrzdsben Tountos és az epesavak mennyi-
ségi meghativozdsit, amely e klinikai gyekorlatban bir




Jelentlsdéggel.

Iindhdrom esetben ellszdr egy videodenzitometrids
médszer kifejlesztése vdlt szikségessé.

gontdlis” méréel technikdt.

A dolgozat végén két példdval szevetnépk felhivmi
e figyelmet errz, hogy a modern genetika és mole~
kuldris bioldgiel eleplutatdsben is jovije vem a
videodenzitometrids cnalizimnek,



Hapjainkban egyre inkdbb elditdérbe keril a vékonyréiteg~
—icrouatogramol neunyledgl kidridkelésének Pontossiga.
A Pojléads eredudnyeként ma mir a rélegkronatogrifia
az analitikel kémie bonyolult feladatainek megolddsdra
alkalmas mind pontossdg, mind Gradkenysdéy tekintetében.
A réteghromatogrdfidnck a mennyisdgl anelitikdban vald

felhasmdldsdra két alapvetd iminyset alekult ki.

1. Kbgvetett mdédozerek: a kromatogrdfids foltnsk a
réiegrdl végzett elucidt kiveitd mennydedgi meg-
hatdrozdisae

2. Lizvetlen mddszerek: a kromatogrdfids folt in
situ meghatdrozdisa.

A fejlédds a kizvetlen médszerek mind szélesebb kbril el-
terjedését mtatja. Ennek alapvetd oka, hogy o kizvetlen
médszerek mnkaigényessége lényegesen kisebb, mint a
ktzvetett médezerekdé, és igy dltaldben rdvidebb elemzdol
id6ket érhetiink el. /1/ A kizvetlen médszerek eldnye a
nagyobb érzékenység is. lidg bonyolultabb a helyszet, ha
egybevetjiik a kdzvetlen és Lozvetett mddszerecket pontos-
sdguk alapjin. A kgvetlen médezerek véletlen hibdja na-
gyobb, mig az elucids technikdndl negyobb rendszeres hi-
béval kell szémolni, |



i rétegrSl eludlt minta analizisére Baszndlhoté techni-
kik: a.,; fotometria |
L mgfmw-”'mv 7

Cos Mﬂw& i

a.s & foltok teriiletének mérse
b., optikai eljérésok
b.l., spektrodensitometria
b.l.l. trenszmittencia mérés
 bel.2. remisezié mérde
b.2., videodensitometria
be3., Pluoresse!encia mérés
 Dbe3el., bzvetleniil
ba3.2., Potografilusen
Coyp termikus rﬁdawﬁ ' ‘
 dey elektrokémial médszerek

Az in situ médeserek kilsifl legjobban a MOUnbUsS foto-
metriai -~ pl. denzitometria -~ médszercket heozndljdk.
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A rétegkromatogremok denzitometrids moghotd
pontossdgdt o kivetkezd tényezlk hatdrozzdk meg: /2/
1. a kromatogrdifids réteg egyenletecadge
2. a réteg vastagsdga és nedvessés
3. az elvdlasztendd enyagok Rf driékel
4. idegen anyagok jelenléte
5. a felvitt minta mennyisége, mérete
6. oz alkalmazott oldészer rendszer
T. stabil futtatdsi feltdételek /oebesséy, himérgék-
let/ '
8. stabil szdritdsi feltételek
9. szines Poltok eléhivdsdndl o hittdér elszinezddé-
sének és o reagens dltal okozott folt diffuzid-
Jjénak figyclembevétele

Rétegkromntogramok in situ densitometrids mérdését monolmo-
matilms fényben réses milszerekkel valdsithatjuk meg, amely
transzmittancia és remisszid méréssel tortdénhet.

A transzmittencia méréandél a folytonosan megvildgitott rde
teg &ltal sbszorbedlt fényt, mig a remisszié mérésnél a
diffus veflektdlt féayt mérjik. A reflektdlt £ény inten-
zitdse ardnyos o felvitt onyeg koncenmtrdeidjdval. A réteg
hédtterdrSl reflektdlt fény intenzitdsdt looj=-nak véve, a
méréai foltban 1évl anysg mennylsdge /loo-X/ f~kal ven
korreldcidban /X-szel ardnyos/.
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Mindkét esetben ismerni kell o felvitt anyag pontos meny-
nylségét /pl.jug vegy ul-ben/ chhoz, hogy o hosonld ko-
riilmények LSzttt felvett kalibmicids gbrbérdl ki tudjuk
szdmiteni az ismeretlen anyog memnyiségét. Ez e két den—
zitometrids médszer igern 146~ és mmkaigényes, ezért,
amikor negy sgdma minta meghatdrozdse ssikeéges, nem alkal-
mazhaté. Dévényi és mmbatdrsai /8/ sorozatigényeket Rie-
16git8, néhiny misodperc clatt elvégeshetd densitometrids
médezert és as chhez szilksdges berendezdést ismerbetnek.

A médszer o video~-denzitometria, o mérdmilszer o videoden-
sitondter.

Ez az analitikai eljdeds az 1028 médezerektdl két alap~
veté ponton killdnbdzik. Az cogyik az, hogy ez Ossz anyog-
memnyisés meghatdrozdsdival megadhatdé a meghatdrozandd
‘Ammamtmafcmnmmes@t
s ez Ommagdben egy sor idfigényes mérdéstSl mentesit.

A misik elepvetd Lillonbség obban 411, hogy ez ismeretlen
anyeg parcidlis memnyiségének meghotdrozdss ndhiny ndsod-
pevcet igényel coupdn.

A rétegkromntogrdfic denzitometridjdnak uj megolddsdt adja



yaregységeben kifejlesztett Telechrom
0E~976 tipusu videodenzitométer /l.dbre/. A berendezds
ferogramock Co dicpositivok denzitometrids gyors értdkelé-

Az uj megoldds lényege az, hogy a denzitcmetrids meghatd-
kenewrdt haszndlnel,

2e2.2¢ A videodenzitométex

A berendezés blokkdisgramje a 2. dbrédn ldthatd.
Héréskor a kromatogranct /1/ 4 db fehér fénycsdvel /3/
megvildgitjuk. A kromatogremrdl reflektdlt fényt egy tilkbr-
rendszer /4/ segitsdgével o készlilék detektordra vetitjiik.
/5/+ A detektor egy televiziés kemera Vidikon cddve.

A Vidikon cel kimend jele az u.n. video-jel a kdésziildk
elektronilus ogységdbe kerill /6/. Az cloktronilus rendozer—
nek ké Dankeidjo ven: kivdlasstja o meghoatdvozends foltot
és feldolgozza o Vidikon csé dltel adott jelet. A jel ¢lb~-
szdr o digitdlis integrdtorba kerill, az integrdlt &rtdéke-
ket o memdria ogyadg tdrolje. Az integrdl értdkeket On~
kényesen megvilasstott egysécben fejezsilk ki. Nagysdguk a
foltszinintenzitdsdival avdnyos. A kéaziilék az integrdl ér-
tékeket digitdlis kijelsdn jelzi és kinyomtatje /8/.

A  mérés sordn e kromatogren képe e monitoron /7/ megjelemik.
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1. dbra Telechrom OB-976 tipusu videodenszitométer

sgerkezeti feldpitése
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2. felsb elekbronilkus egyeds
3. alad elektronikus egység
4. mikntotaxrtd
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A monitor nincs kapcsolatban a mérdéssel, csak seglitoé-
get nyujt ebhoz, hogy a kromatogramot megfigyeljik és a
mmamnﬁutﬂt@mwmﬁm
ablakkel lefedjiik., Ez aat Jelenti, hogy egy azmmm
rendszerrel, két potenciométer sorozet felhaszndldsdvel
mtmmm&thmm
toriilet vdlaszthaté ki a kromatogramon. Anér&amina
kéoziiléh egyszerre két "ablakot nyit”, amasegsikab-
lokkal méri a kromatogrdfids foltot /ez o fehér ablak/
a mésik eblakkal a minta Ssszes foltjaibél adéds demzitds
Soszériékét /[fekete ablak/. A két mérds ardnydt eutomati-
kusen kiirje o készillék, A kivdlaszstdsdt bistosité poten-
ciométerck ozdma és jellege a milszernek rendkivill nagy
£loxibilitdot bistosit. Nevezetesen egy kromatogrdfids le-
nezen 9 egyidejiileg futtatott anyagban 7 killonbdzl kompo-
nens nemnyisdége hatdrozhatd meg az Gsszanyag %-dban auto-
natilms fizemeltetdsben. Momudlis lizermédban tetszés szerin-
1 o mérhotd komponensek széma. A felbontéképessde felsd
hatdra lényegében az elvdlasztds minSséhétdl fligg.

A monitoron kevesztill futd fiigslleges vonal az un. alap-
vonal a hdttér szinintencitdsdt méri, ha az alapvonal
metszl o kromatogrdfids foltokat, a monitor bal oldaldn
mamikadmitwﬁ.éw.

A krometogrdfids lemezt o futdsi irdmnyal megegyezd dl-
l4sben helyezik e mintatartéba. Ilyenkor as “"elekbronikus
ablik egy azon minte killonbdsé £oitjalt fedi le. Igy pl.
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3.4bra Az alapvonal helyzete a monitoron. Ha az alap-
vonal metszi a foltokat, o monitor bal oldaldn
ldthaté a denzitogram.
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néd van arre, hogy egy fehdrje hidrolizétum Soozamind-
sox memyioégének -fben megodjunk egy konkrét aminosav
Geos &rtélét., Dz coetben nincs sziksés o mintafelvitel-
nél pontos beméréere, hisz csck reletiv drtékeket ndriink
/445,64. Ismerve o videodenzitonéter niktddsi elvdt,
olyen kromatogromok kiértdékelépe lehotsdges ezek utdn,
cmely & kivetkezd feltdételelmek tesz cleget.
1, Geometrinilog sp@bdlyosan elhelyezkedl, egymdstdl
Slegen elvdlt foltok.
2. Fompekt, €élesen kbrxilhatdrolt u.n. "farok®™ -men-
tes foltok.
3. Szines foltok, anelyek a kattérbdl kontrasstoson
cnelkednek ki,

4. Egységes, vildgos hdttér.

262630 !

Dévényl 6s mmkotdrsal 1971-ben kizzétett médszere as
eninosavek egydimenzids elvdlasztdsdra Pizion S50 x 8
lemezen /6/ mdr klagszikusmak szdémit ag aminosavak video-
denzitometriijaban. Bz o nddazer egy savas hidrolizdtune
ban jelenlevd aminosavak elvdlasztisdra, kivéve o Ser-Thr
pdrt, ocgyszeri futtctissal denzitametrdlhatd kromatogranot
biztosit. Bz oz egydinenciés ominosav elvilasstds: nagy
Jelentdsépgre tett szert a szerkezetl analizisckben, o klie
nikei diognosztikiban, a peptid kémidben. Dagyon hasznos
médozer olyen reakeidk vizogdletdndl, omikor cgy eminosav



koncentrdcidjdnak vdltozdesdval kvethetld egy reckeid
kinetikdja. /pl. karboxipeptiddzos ens 5 endeztés/.
A médszer lényege egy pHi3.3~a8, 0,4 U Na’ koncentrd~
cidju 68 0,4 mé1l/1 citrdt ion koncentrdeidju puff
torténd egydimenzids futtatds Pixion 5o x 8 ioncmerd
rétegdn.
0,35 I e’ koncentrdeidju citrdt puffer alkalmas /4/ .
A triptofdn pli=6-o0s 1,5 I Na' koncentrdcidju citzds
pufferben vdlaszthatd el /25/. Ebben a rendszerben o
triptofin a legalacsonyabb R, értékkel fut.
Pelhoszndlihatd a mdédezer a klinikai gyekorlatban is pl.
aminocacidaemidk /fenilketomuria/ szitrSvizssgdlatdra /26/.
A kromatografdldst ebben az esetben pl=5,23-as 0,35 U
la® koncentrdciéju, 0,117 mol/l eitrdt ion kencentrdeidju
- pufferoldattal végessilk. A médszer eldénye, hogy egysseril
laboratdriumi koriilmények kizdtt gyors és megbizhatd
erednényt ed. A mintaelfkéozités rendkivill egyszerils
ritjdk, majd o,1 I HC1 etanolos oldatdval eludljdk az
aminopavakat ¢és ebbll az oldatbdl kbzvetlenill vlszik fel
o mintdkat a Pixion lemezre.
Innen auntomatikus o diagndszis - kromatogrdfia és video~
denzitometrids kiértékelds.
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A levéinyél$sl és negyobb levélerekrGl letépett, meg-
mosott és szlirSpepirok kozbtt megszdritott lo g spendt
levelet apréra vigtunk. A felapritott leveleket pdr
percre forré vizbe tettilk, majd metanol: petroléter

/2ps 30-40°C/ 3:1 evdnyu elegyével extrehdliuk, emig e
levél meradékok szintelemek lettek. Az egyesitett extrak-
tunokat telitett komyhasé oldettel Gsszerdzve a petro-
1éteres Pizis elvdlik a vizes-metanclos Pfdzistifl.

A petroléteres fdzist vikuum evepordtorban szdrazra
péroltuk, majd tdrolds céljébsl dietdléterben, kromatoge
réfids felhaszndlds ¢61j4b6s kloroformben oldottuk fel

a maradékot.

Az extrektum csek sttétben és ~15 -~ ~20°C~on tdrolhaté.

oszlopttltetnek golydsmalomben finomre Gr6lt kristdly-
cukrot haszndltunk. Az igy késziilt porcukrot egy napig
120°%C-on szdritottuk, végiil exszikkdtorben hillni hagytuk.
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Anmt MW&Mmtlmw
mmmwwm
tettik as enyogot. Az oszlopot 500 ml bensol:petzoléter
/2p340~70°C/ 111 avényu elegyével ekvilibrdltuk, majd
a 3elele pountbon késmiilt prepandtum petroléteres olda~
tdt beszivattuk as osslopba. Boutdn as osslopon addig
saivottunk 4t petrolétert, amig os els karotinoid séna
361 el nem MilSnillt o £516tte levé Llorofilitél. Bs
Jkb. 4o0 ml petroléter dtozivatdsalkor tirtdnt meg/.
Egutén iemét bemsol:petroléter /1:1/ ardnyu elegyét
soivattulk 4t oz csslopon addig amlg o klorofill alatti
Uoozes karotinoid pigment ki nem mosddott as oszlopbdl
éo a klorofill a éo b zdéndk sadt nem vdltok egymdotsl.
Bzt kb, looo ml bemszol:petroléter elegy dtezmivatdsdval
értilk el.Bmutdn petroléterrel dtmostuk as osslopot, 6o
a chkorttltetet Svatosan kitolva az osslopbdl, o kloro-
£111 a és b séndkat kivigtuk. A kKlorefillokat peroxid-
-nentes dietiléterrel oldottuk le a cukorrdl, majd I,
otmoszférdban bepdroltuk. Bzt kivetlon pedig tovdbbi
gmmvéaeﬂmms»mwwm
mmmmmmwmo-
metrikusan asonogltottuk.

A kKlorofill tisstasigit (teres oldatdnak abssorpeids
soinképe alapjdn ellenfritik. A tissta klorefill o

430 6o 663 m-es cbsgorpeids moximumaindl nért extinke
¢idk axvdnya 1,306, mig o tissta kKlorofill b 455 &o 644
m~es mximmeindl ssdmitva az extinkeiderdny 2,822, /17/
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Az igmertetett médsser alapjdn o kbvetkesS tisstesigm
anyagokat kaptu k. A klorofill a shszorpeids meximuma-
indl mért extinkeiderdny 1,285-nck, mlg klorofill b
esetében 2,757-nelk adddott.

A spektradok jellemss sbogorpeids meximumai mm-ben.

| Klorofill a esetében  dvodalmi = mért
430 430

533,5 534

578 - 579

615 616

662 663

Klorofill b esetében  ivodalmi nért
450 450

595 595

644 644

A LBo8lt irodalmi adatokkel veld Ussgehasonlitds alapjén
o spenétlevél extreltumbél el64llitott EKlorofill e és
Klorofill b tisztdnak bizomyult.

A karotinoidok vékonyréteg-kromatogrdfids elvdlagzidsd-
nél a jelenlevé klorofillok és feofitinek magy mértékben
zavernak, ezért eseket az cnyagokat a kromatogrdfia elbtt
elozopponositdsi eljdrdssal eltdvolitottuk. /23/
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Az elszappenogitds sordn a klorofillok ill. bomldster-
mékeik a vizes fdzisba keriiltek, mig & karotinoidok

az éteres fdzisban maradtak.

A 3.1.1. pontban leirt médon készitett n&vén;d extrak-
tumbdl 2 ml-t szdrazra pdroltunk, a maradékot lo ml
alkoholban feloldottuk, majd 1 ml 6o %~08 vizes KOH«t
adtunk hozzd. Szobahémérsékleten, sStétben, I, atmosz-
férdben 12 érdn &t d1lini hagytuk, majd hdromszorosdra
higitottuk desztilldlt vizzel és Qs5onos térfogatu éter-
rel vdlasztétSlesérben Gsszerdstuk. A két fizis elkii-
18niilése utdn a vizes Pfdzis éteres kisdzdsdt még két-
szer megismételtiik. Az egyesitett éteres fdzisokat lug-
mentesre mostuk, majd vizmentes Na,S0,~tal ssdritottuk.
/5-10 g~t edva loo ml éteres oldathoz/ Az éteres fézist
U, atmoszférdben bepdroltuk, a meredékot 1 ml éterben
vettiilk fel. EbbGl az oldatbél kzvetleniil vittiink fel
mintdkat a kromatogridfids lemezre.

3.3.1. Pixion 50 x 8 vékonyrétegkromatogrdifids készlemez
/20 x 20 cm/ Poliéssterfélidra rUgzitett, szilikagél
hoxdozdra vitt exrls lm.-tiomaanélo gyantaréteget tartalmaz

A gyente funkeiés csoportja -S03 , ionformije Hat;
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3.3.2. Silico gel Co Mexrkk gyd

/20 x 20 cy/
Uveglemezre vitt 0,25 mn vastag szilikegélt tartalmasd
kész réteg, ca&04 kdtdaenyagsal.

363030

25 g szilikegél G-t szuszpenddltunk 6o ml vizben és o
keverdket egy 20 x 20 cm iivegfelilletre 0ji25 ma réteg-
vastagsdgban Desaga kézi réteghuzéval vittilk fel.

A nedves lemezeket levegSn megszdritottuk, mojd kbzvetle-
miil a felhaszmdlds el8tt 120°C~on 1 érdn kewesztiil ak-
tivdltuk,

30 3&40 {i

8. 25 g ssilikagll G-t 2,5 g /IH,/,50,~tal Usszekevertink
szdrazon /lo % /HWH,/,80, tortalm réteg/, mjd Go ml
vizben szuszpenddltuk.

A tovdbbiakban ugy jéftunk el, mint 3.3.3. esetében.

b. Silica gel 6o lemezeket lo % /Ii,/,S0, oldetbam, fel-
52dllé technilkaval impregndltunk as aktivdlds elftt.

A kromatografdlist minden esetben felszdlld techmikdval,
Desage kddakban végestitk. A futtatdsokhoz 20 x 20 ¢m

" . méretdl lemezeket hasmndltunk. A mintdkat o lemez aljd~
i‘:él 2,5 cm tdvolsdgra Homilton fecskendbvel vittiik fel.



24,6 g citromsav monchidrdtot, 14,0 g ndtriumhidroxidot
és 6,5 ml 37 fmon olsovat Ssozemériink, oz oldatot dose-
$11141t vizsel looo ml-re 814k &5 ph-jét NalH-del

5,28-re 611itJuk be, Iz o puffer allalmes hidrexilizint

A oldat: 2 g ninhidrin loc ml ecetonben cldva
B oldet: 1 g Cd acetdt So ml jégecet + loc ml dosztild
143t vigben oldma
A resgens Gsazetdtele:
S50 ml A oldat + 20 ml B oldot + 30 ml desztilldit vis

msalgélslnwmdl
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i-oktdn M Be.lt.
dietiléter /Perak, Berlin/ ~PeS0,~on peroxidmen-
tesitettiik, majd ledesztilldltuk

diet#lomin /Reachim/ a.lt.

Petroléter /fp: 30-4o és 40-70°C/ /Carlo Erbe/ a.lt.
Aceton, petroléter /fp: 70°C/, i-propanol, benzol,
metanol, etanol, kloroform, etilacetdt /Reanal/a.lt.
ecetsav /ErdSkémiaf a.lt.

zaldehid /Reanal/

3eTe5+ Bzyéh

Awmwuﬁn foltokban taldlhatd
sge /o/ o kbvetkezd o 61




Qdpy

re

Q = a felvitt standerd anyag memnyisége

Bmaaﬁdmtmétmlm'mlaﬁvmm
o standard anyagra

ad,. , = a videodenzitométerrel mért relativ densitds

A Elorofillok memnyiségi meghatdrozdsa Sieres oldataik
1 cm~es kilvettdben mért abszorpeids sziképe alepjdn
/Prench, 1960/

leillalpg/ml/ﬂ9».93/3659/-'0'77?/3542’5/
klorofill b /pug/ml / = 1746 / Bgpo o/ = 2481 / By, /

A zdréjelben megadott memnyiségek az indexben jeldlt
Iulldmhosszériielmdl mért extinkeilkat jelembilk.

n = o mérépek szdma ‘
£ = a mérésck szdmtani kbzépéridke



mmﬁn&iﬁrﬁnm&t&vmﬁn&akﬁm&wm—
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szonyitott denzitdsait tudjuk meghatdrozni. Felmerii]
g kérdéa, hogy o killUnbiiz§ szinii éc molelulasulyu anya-
gok esetdben milyen midazert alkalmazhatunk.

A kromatogrdfids lemeszt a fubdol iddnyhos vissonyitve
%“mmmm&mmmmammm.
yenkor az “elekitronikus ablak™ o killonblzld mintdk .
azonos Ry értékil foltjait fedi le. Bz :
kromotogrifids foltok esetében az azonos szinii foltokat
tdk Bosz. denzitds wmmmwmmm
A kbvetkenGkben mindeniitt ezt o mbfési mddot alkalmastuk,
A horizontdlis mérési médezemelila pontos memnylségi meg-
hatévosdshoz halibrdeids gdrbéket kell folvenni.







Errve azért van sgiikség, mert killad standard enyaghoz
visgonyitva szdmitjuk ki az enyagmennyisdégeket.

A videodenzitometrids horizontdlis mérés megbizhatlsd-
gira a kovetkez§ mérési sorozatot nézzik meg:
Készitettiink egy 5 pontbél 4116 hidvoxilizin kalibrdeids
gbrbét

Iulhim- 3 2 3 4 5
lizin

Ol 0.5 B.0 2.0 5.0

Lo hidrogilizin = 2,,11/133

A denzitometrids mérés sordn 6 elrendesidéshen vebtilk
fel a kalibrdciés gorbéket, ugy, hogy mindig mis ponto-
kat vettink figyelembe, Ezek a kivetkezbek voltalks

elrendezddés figyelembe vett foliok szdma
i 5 B 23
2 2 3 4
3 - B T
4 a2 % 39
5 .3 % 3
6 “ 8 -3 9 3

Mindegyik kalibrdcibs gorbérSl ismert memnyisdgii
/2/n1 = 4,22Iugl hidrogilizint mértiink visoza.



memnyiségek o kivetkezbek voltak:

fg

3,99
4422
4427
4443
4454
4454

A R

A kapott értékek dtlaga 4,33 /sy & standard devidcié
Se De £ 0,195 ami £ 4,5 %-nak felel meg.

Tehdt a horigontdlis mérési médban mindegy, hogy higy
pontbdl 8116 kalibrdeids gbrbét vessziink fel, a mérések
dtlagban 5 %-on beliil szérnak /5 dbra/.

Novényi anyagok jellemzésénél pl. az élelmiszeriperban,
novénynemesitésben igen gyakran sszilkség van a £6 foto-
szintetikus pigmemtek, a klorofill a, klorofill b és a
karotinoidok memnyiségi enaliziséres A klorofillok
lMg-porfirin komplexek, mig & karotinoidok konjugdlt
kettds kotéseket tartalmazé izoprénvizas vegyiiletek.






A kKlorofillok meghatdrozdsdra elkelmazott spektrofoto-
metrids médszerek agonban e¢lég nagy hibdt okozmak /8/
mivel & minta elSkészitési folyamatdban a klorofillok
nagy része dtalakul a nekik megfeleld feofitinmé.

A probléme kikiisziib8lésére t8bb szerzd javasolja a klo-
rofillok feofitinenként valdé meghatdrozdsdit egy ellzetes
savas kezelés utdn /9/ vagy kationcseréld krometogrdfi-
dval e klorofillbél a lig eltdvolitdsa utdn /lo/.

Ugyanis a feofitinek a klorofillektll csupdn abban kii-
18nbbznek, hogy a Mg porfirin komplexek elvesztik lig
ionjaikat.

Ezek az eldbb emlitett kdzvetett médszerek nem terjed-
tek el, mivel a keletkezett prepardtumok a feofitinecken
kiviil mds pigment szinezékeket is tartalmaznak /11/.
Tovdbbd, o klorofillok jelenlétében végzett spektrofoto-
metrids karotinoid meghatdrozdsok nehezen oldhaték meg
ugyanabbdl az extraktumbdl, mivel abszopeids csucsaik
dtfedik egymdst./12/. Tovébbi tisztitdore van sziikedég
/klorofillok elszappenositésa/, hogy ezt a problémit
kikiisztbdlhessiik, amely azonban o mddszert igen idl~
igényessé toszi.

A fotoszintetikus pigmentek meghatdirozdsdra ez ideig nem
volt olyan vékonyréteg-kromatogrifids médszer, amely
alkalmas lett volne ez elvdlasztott foltok mennyiségl
kiértékeléadre.

A videodenzitometrids kiértékeléshez, mint mir emlitet-
tik geometriallag egységes, j61l elvidlt foltokat tartal-
mazd kromatogremok sziikedgesek.
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Az eddig alkalmazott vékonyréteg-kromatogrdfids mdd~-
szerek ktzbtt a fenti feltételeknek eleget tevl kroma-
togramot nem sikeriilt elfdlliteni /13, 14/.

Az eddig leirt elvilasztdsi rendszerekben egyediil az
apoldros (b karotin helyeskedik el killondllé foRtként
kbzel a frontvonalhoz, mig e kiowofill a és b foltok
nem vélnak el sem egymistél, sem a poldmos karotindé-
doktél. A szilikagélen gégzett kromatografdlds sordn
feofitin a és b foltok jelentkeznek., Ezek a klorofillok
enyhe savas bomldsdnak termékei, amelyek a vékonyréteg-
~kromatogrdfids elvdlasztds folyemdn vagy az extrahi-
lds sordn keletkeznek /15/.

Munkdnk sordn sikeriilt egy olyan kizvetett klorofill

a és b meghatdrozdsi médszert kidolgozmunk, amely se-
gitadgével a klorofillokat a megfeleld feofitinek for-
mijédban karotinoidok jelenlétében is, vékoggmétegen
torténd elvdlasztdssal, videodenzitométerrel Srtékel-
hetlen tddjelt meghatdrozni.

4e2elele

A kromatografdldst o médszerekben kizdlt kirillmények ki-
zott végesztilk, A kifejlesztésre haszndlt olddszerrend-
szer i-oktdn-aceton-dietiléter /3:1:1/ volt /14, 18/.

A kromatograféldst termosztdtban/30°C/ végestilk, a front
magessdg 16 cm, a futdei idd 45-50 perc volt. A £6 pig-
ment foltok azonositdsdra a lédszerek 3.1.2. fejezetdben
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k6281t eljdrds szerint késziilt tiszta klorofill a és

b -t, valamint kereskedelmi forgalomben kaphaté /> karo-
tint haszndltunk.

Videodenzitometrids és spektrofotometrids mérdéseket

is végesztiink a két kiilonbtzd médszer Gsszehasonliti-
sdra.

A spektrofotometriis mérésekhez a foltokat lekapartiuk
a lemezrdl, majd c feofitineket és a (5 korotint die-
tiléterrel extrehdltuk a gélrGl. Az extraktumot Whatmen
papiron sziirtiik. A pigmentek abszorpcids spektrimid
Specord UV-~VIS spekitrofotaméteren vettilk fel. /8. dbra/.
A videodenzitometrids mérésekhez standard keverékbsl

/médazerek 3.1.1./ 1-10,1!1-% vittiink fel kilonbizd el-
rendezdddésben, 1o & /ml4/2504—t tartalmazsd rétegre.
A standard oldat 1 mi-e 1 mg {5 karotint, img kloro@ill
bt és 2 mg klorofill a-t tartalmagott kloroformban
oldva. Az ismereilen minta pigment tartalminalk meghatd-
rozagakor Slnl kloroformos spendtlevél extraktumot
vittik fel a lemezre 2 és 8,!11 standard keverék mellé.

A Klorofillok és kerotinddol vékonynébeg-lrombogrizids
elvdlesstdsa szilikegél lemezen nem ad j6 elvdlasztdst

e egyes pigmentekve. A klort?ill a és b foltok dtfe= — o
dik egyndst Gs a poldros kavotinoidokt is. /6éb  [So., ©




6. &bre Ivényi piguontek elvdlasztdsa szilikegél G
lanezen.
A futietds kirillményedl:
1 ot fp-ncoton~éter /3:1:1/ futtatészer
30°C futtetdei himérséklet
1. Staxt
2+ Xloxofill B

Blorofill a

()
*

Zantofillek

o
T

5« feofitin b
6o Peofitin a
«r
f

. ﬁ, karotin
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Adott memnyisdgi /m4/2804 jelenléte a rétegben a klo-
rofillok bomldsdhoz vezet és teljesen dtalakulnak fe-
ofitinekké. Eltiimek az egymdst 4tfedS foltok és jo1
definidlt feofitin foltokat nyerink /7. dbra/.

Az dbrdn lo % /IH,/,50,~tel impregndlt szilikegél leme-
zen t8rtént elvdlasztds ldthatd.

A ki118nb5sS koncentrdeidban /NH,/,50,~t tartalmass szi-
likegél lemezeken végzett kisérletek szerint, lo %
/5,/,50, tartalom elegend$ o klorofillok kvemtitativ
dtalakuldsdhoz ferfitimné. liagasabb koncentrdcidban a
86 kikristdlyosodik a szdradé lemezeken, ami a pigment
foltok elvdlasztdsdt zavarja.

Kiilnbdz8 hémérsékleten végzett kromatogrem kifejlesztée)
azt matatte, hogy magasabb hémérsékleten a foltok nagyobb
R, killsnbséggel véltek el, de 30°C £616tt veszélyes a
futtatdst végezni az 0ldbszer rendszer megy gdznyomisa
miatt /i-oktdn-aceton-éter/. :

Az /WH,/,50.-t tartalmaszé rétegen keletkesd feofitinek
tuk, emit Prench kbzdlt a feofitin e és feofitin b-re
/8. dbra/. Bzgel szemben a karotinok spektruma nem vdl-
tozott az lm4/2304 hatdsira.

Az /m4/2$04 hatdsdt a klorofill dtalalmldsira o k-
vetkezdkkel megyardzhatjuk. Az /m4/2804-t tartalmozd
kromatogrdfids lemes hicktivdldsa sordn az /NH,/,S50,

. ByS0, keletkezése kizben részleges en bomlik.

Emnek a saves hatdsnak tulajdonithatd a feofitin kép~
z8déoe /9. dbra/. A vékonyréteg-kromatogrifis

zisben az /IH,/,S0,-nel est a hé hatdsdra bekbvetkezd

kénsavvd alakuldsdt dlteldnosan haszndljdk szintelen
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Te dbra LOvényi pigmentek elvdlasztdsa lo % /HH4/2SC4-ot
tartalmezd gzilikegél G lemezen.
a futtatds kOrillnényei:
i~cktdin~pceton-éier /3:1:1/ futtatdszer, 30°C
Puttatdsi himérséklet
1. staxt
2. Zantofillek
3¢ foofitin b
4. feofitin o

Se /B karotin



1.0

20 19 1 18 17 x 10% Venil
505 534 l nm]

9, édbra Feofitin a képzfddés klorofill a-bdl sav Jatd-
sdra.

mauﬁtw .

feofitin & abszorpcidés spelttrum
részlet diet

iléterben



szerves angagok elszenesitésére /19, 20/. A saves ha-
tdot szemléletessé tchetjiik indikdtor oldatok segit~
-t tartalmazd réteget indikdtor oldattal kezelve, hie
ektivilds hatdsdra az indikitor szine o mws tortomdny
felé vdltozik, Ez a szinvdltozdis a hfiektivdlds elftt
nen figyelhetd meg. Az /NH,/,S0,~0t nem tartalmass ré-
tegek esetében sem a hfaktivdlds elétt, sem utdna nem
tapasstalhatd ez indikdtor szinvdltozdsa. s sékat
haszndlva, wmint 1gS0, és CaS0, nem topasstaltuk o
klorofilleket feofitimmé dtalakitd hatdst.

£.2.1.3. AZ g

Az optimdlis Peltételek kbgbtt Puttatott lemesek /loc%
/i, /,50,~0% tertelmesé szilikegél réteg, 30°C himér-
séklet, i-oktdn-aceton-éter 3:1:1 ardnyu keverdke, mint
futtatdészer/ videodenzitometrids meghatdrozdshoz meg-

Mrécmwmtnmér&sﬁaammm&mm&w
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Magasabb pigment koncentrdcidk esetében a mtw
tultelitettek, o foltok nem vilnak el rendesen, és a
videodensitonetrids kiértékeldst saverjdk. il
Poutos megjegyemni, hogy s elvdlt pigment foltok fakul-
nak, de 15 percig a fekulds mértéke elhanyagolhatd.
A 11, &brén o falulds idSbeli figgéeét Abrdzoltuk.
Pigyelembe véve a denzitometrids méréa
Bmegyfoltméaeésammmmﬁm
361 alkelmezhaté. .
A gpektrofotometrids éo videodenzitometrids mérésekkel
meghatdrozott klorofill @ és blorofill b memnyisége
j6 egyeszést mutatnak /1. tdbldzat/.
A standard devideid meghatdrozdsdval a videodensitomet-
rids pigment meghatdrozdsok reprodukdlhatésiga % S5-lo %
minden esetben /1. tdbldzat/.
A kapott eredmények azt mutatjdk, hogy a ndvényi enya-
gokklaroﬁllakl@aﬁnhéa/bhmtmtaﬁalmas
&1telunk kidolgozott videodenzitometrids techmikdvel
- vékonyréteg~kromaotogramon meghatdrozhatd.
A médszernek & kbvetkezd eldnyei vanmek:
1. A médozert nem zavarje e mintaellkészités sordn
- Klorofillbdl keletkezd feofitin.
2. A > Lavotin tertolom meghatdrozdsa klorofill a
és b jelenlétében lehetséges.
3. Naponta t6bb szdz ninta snalizdlhatd, és a hiba a
shektrofptpnetrids méréseinél kapott értéimél nem
nagyobb.




Single
x10°3
14 4
i S
°\o\ chl a
5 o
12 ; \o\o\o
11+
il 155
\.\.
T
64 .\.\ chl b
.\.\
*~
5_
=
T T T |l
50 100 150 200 t (min)

1l. dbra A pigment foltok faluldsa a vékonyréteg-kromatog-
rafids lemezen az id$§ Tiggvénydben.



Koncentracio  ug/pl

Spektrofotomet rikusan | Videodenzitometerrel

1 2 3 |atlagtsD| 1 2 3 |atlag*SD

chlal 201| 191 1.84{1.92:009| 1.70 | 1.88 | 1.80 {1.81=0.10

chl b| 0.75]0.71 | 0.63|0.69:006| 0.66 | 0.68 | 0.59 |0.64*0.05

I. tdbldzat Klorofillok memnyiségi meghatdrozdsa
videodenzitométerrel és spektrofotometiikusan.



4u2.24 E

Anﬁvényieztrdmkbanawuakmllettaleg~
jelentSoebb pigmentek e kevotinoidok. Ezeket o vegyii-
leteket két nagy csoportbe sorolhatjuk.

A z8ld nbvényi sz&vetekbemcaak(bmatmvm
és nyomokben X kerotin. 4o szénatomot tartoimo-

zé szénhidrogének a kivetkesnd Usszegképlottel
irhatdk le:

karboxi, éo karbonil formiban.
Levélextraltumbél a kivetkesd zantofilleket azonositot-
tuk:
a. hidvoxi gzérmaszék: lutein /3,3 dihidvoxi Xkarotin/

epoxi (> karotin 14. dbra/.
Azonositottulk tovdbbd o levélextraktumben a karotinok
kSziil a (> kavotint /15. dbra/. A képletekben a szagga~
tott vonallel egy 4 izoprén ldnebél Leldépiilt széuhidro~
gén léncot jelBltiink /16, dbre/.
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HO CHy CH3 X oH

lutein

12, ébra A lutein szerkezeti képlete.



p




CH3 CHj3 CH3 CH3
@)
OH
OH CHy  CHj OH
neoxantin

14. dbra A neoxzantin szerkezeti képlete.



CHy CHjy CH3 CH3
CH3 CH3

[3 karotin

15, ébra A /L karotin szerkezeti képlete.






4-202.10 A veékonyrete

A médszerek 3.2. pontban kizSlt médon készitett extrak-
tumbdl, 8ilica gel 6o lemezen a kivetkezd olddszerrend-
szerben végeztilk az elvdlasztdst:

petroléter~ /fp. 70°C/ - etilacetdt-ddetilomin /58:30:12/.
A lemezeket felhaszndlds €16t 1 érdn 4t 110%C-on akti-
vdltuk. 30°C~on a kromatogranm kialeluldsa Go-To percet
vesz igénybe. Az elvdlesztds sordn 4 domindns foltot
kaptunk. /17. dbra/.

402.2020 4

A felfuttatott kromatogrdfids lemezril lekapartuk a fol-
tokat és a pigmenteket kloroformmal eludltuk o szili-
kogélrSl. A pigmentek opektrumdt SPECORD UV-VIS regisst-
rdslé spektrofotométeren vettilk fel.

Az egyes izoldlt pigmentek abszorpecids spektrumait o

- 18. dbrdn tuntettik fel. A pigmenteket cbssorpeids maxi-
mmaik alapjdn azonositottuk /2. tdbldzat/. A kapott
eredmények j6 egyezéist mutatnak oz irodalomben kdztlt
értékekkel /24/. Bzek szerint e 4 domindns folt a /5
kavotin, a lutein, a violaxantin és o neozentin.



17. dbra Kervotinoidok elvdlasstdsa Silica gel Go
futtatészer: petroléter /70°C/ -etilacetdt~
~dictilamin /58:30:12/

te: 30°C

& W NN n
E
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18, dbra Szilikagél rétegen elwdleosziott, karotinoidok
abazorpeidés spektrumail kloroformban felvéve.

(5 karotin
futein

viclaxentin

P i Bl S S

neoxantin

eoeveceoe



. irodalmi L28 456 487
ein T E RS S
irodalmi 4L66 497

e v 465 | 498
irodalmi L24 451 482
violaxantin = 125 152 482
irodalmi L47T 476
neoxantin e L8 479

1I.tdbldzat Karotinoidok abszorpeids maximumai nm~ben
kloroformban Lfelvéve.
Az ivodolmi dErtdékeket Goodwintdl J24/ vettik

ate
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A négy pigment segitségével knlibrdcids gbrbéket készi-
tettiink a memnyse¢i meghetdrosdshoz /19. dbre/.

Az dbrdndl leolvashatd az egyes pigmentekeoe az a denzi-
tometrdlds szempontjdbdél optimilis koncentrdcidtartomdny,
amelynél a denzitds linedrisan nd a felvitt anyag mennyi-
ségével. Fzek az drtdkek luteinre l.0 ~ 4.0 /UEs Violaxan-
tinra 0.2 = l.o,ug, neoxantinra 0.5 = 2.0 ug és /% karotinra
l.,0 -~ 4.0 ot

A kozUnséges eminosavek vékonyrdteg-kromatogrifids elvd-
lasztdséra ack médszer ismorctes. Az ioncserés vékony-
réteg-kromatogrambk videodenzitométerrel t8rténd kidr-
tékelése jo61 bevdlt, gyors, mennylisézi enelizist tesz
lehetdvé /6, 25, 5/. Ilyen egyszerii gyors midseserek
azonben az un. ritke aminosevak meghetdrozdsdra nincwme -
nek. Bgyes vitka aminosavak ugyancklkor jellemplek bizo-
nyos fehérjékre, mint pl, & hidroxiprolin és e Bidromi-
lizin, amelyek viszonylag nagy mennyiségben taldlhatdk

a kollegénben. Husipari termékek vizsgdlatdndl a hidroxi-
prolin és hidroxilizin ardnydbdl a termék mindségére lehet
kaetkestotni.



neoxantin

_..% lutein




Az elvdlasztdst Pixion 50 x 8-as rétegen pH:5.28-as citrdt
pufferben /26/ szobahémérsékleten végeztiik. A kromatog-
rafdldsi id6 ilyen koriilmények kdzbtt 3 drdt vesz igény-
be. A foltokat ninhidrin reagenssel /3.6. pont a médsze~
rekben/ hivtuk ell, és horizontdlis mérési médban denzi-
tométeren értékeltilk ki.

A 20, ébrén egy hidroxiliszint is tartalmasé eminosav k-
verék kromatogramjdt 3dkhatjuk. A hidroxilizin jé1l elvd-

- 16 foltként fut a lizin és a fenilalanin kizttt. Ez a

médszer abban az esetben haszndlhaté, ha ornitin nines
a rendszerben, mivei ez utébbi aminosav szintén a lizin
és fenilalanin kozttt fut. A kollagén és a hozzd hasonld
fehérjék ugyanakkor nem tartalmaznek ornitint /27/.

A denzitometrids méréssel kapott kalibrdciés gbrbe egy
adott komeentrdcié tartomdnyban 70,5-5 ug hidroxilizin/
linedris /21. dbra/.

Mivel a fehérje hidrolizdtumok dltaldban nem tartalmaznak
nagyon nagy memnyiségben hidroxilizint, elényBsnek ldt-
szott 25 standerd hidroxilizint adni a mintdkhoz és a
relativ denzitdsban bekdvetkezd§ vdltozdsokat Usszehason-
liteni a csek hidroxilizinmt tartelmesé kontrol folttal.
Ezzel a "fogdesal” a kivetkezl eldnyt érjik el:
Tapaazté,lwknnk szerint a videodenzitométer nagyon kis
anyagmennyiséget /kicsi és halvdny kromatogrdfids foi-
tak/ mir nem mér megbizhatéen / mulla értéket ir ki a
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20, &ébra Hidroxilizint is tartalmaszd eminosav keverdk
ioncserés elvdlasztdsa Pixion 50 x 8 lemezen.
futtatészer pH=5,20 citrdt puffer
futtatds hémérsdlilete: 25 °C
©l8hivészers koadmimmos ninhidrin reogens.






késziilék/, ugyenakkor ha ez az anyegmennyiség killonbség-
ként jelentkezik két kromatogrdfids folt kozdtt, o mii-
szer mdr elég érzékenyen reagdl és a denzitdsbeli Liildnb-
séget mérni tudja.

Az elvdlasztdst szilikagél G lemezen /liédszerek 3.3.3/
szobahimérsékleten végeztilk a kivetkezd oldfszerrendszer—
ben:

i-propenol-~viz /7:3/, amely 0.1 % izatint és 0.2 % p-
=dimetilamino~benzaldehidet tartalmezott oldott dllapot-
ban. Azt tapesstaltuk, hogy & kromatografdlds reprodukél-
hoatdsdge miatt célezerii az elShivészert /izatin és p-di-
metilamino~benzaldehid/ az olddszerben feloldani. Ez a
1épés a hdttér és az elbhivds egyenletességék biztositot-
ta. Ha u.i. az elfhivdst utdlag végeszzilk /ellszdr izatine
nal, majd p-dimetilamino-benzaldehiddel Ilefujva a leme-
zekét /ez egyenletes ellhivds nem oldhatd meg, ami a
denzitometrids mérésben az egyik nagy hibaforrds.

Eéf 6rds kromatografdlds utdn o lemezeket 80°C-on 15 per=
cig tartottuk, ekkor a prolin fo(ltja megjelenik. Bzt kive-
t8en HC1 gdztérben inkubdltuk a lemezt 80°C-on, ami a hid-
roxiprolin lila foltjdnak megjelendsét eredményezte.

A 22, dbrdn egy prolin és hidroxiprolin keverék kromatog-
ranja ldthatdé. A prolin és hidroxiprolin memnyiségét sze-
lektiven meghatdrozhatjuk, mivel jol elvdlt foltokat adnak.



i start

G lemezen.

Pattatds: i-n;:mamlm ﬁazf, mlm 0,1 %
izatin és 0,2 % p-dimetilamixn

oldott dllapotban ‘

futtatds hnérodklete: zsje | |
elénivds: 80%C 15, perc, megd HC1 gbztér.
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A két aminosav Ro~beli kiiltnbséze 0.14 /By Froso.43,

B, Hyp:0.57/. Bz a killénbség nagyobb, mint amit Sremmer
és Niederwieser n-propanol-viz /7:3/ olddszerrvendszerben
- kapott /28/, azaez az i-propoanolt haszndive n-~propancl
helyett jobb elvdldst kapunk. Més eminosavak nem befo-
lydsoljdk az emalizist, mivel ilyen kbrillmények mellett
a prolinon kiviil mis emincosav nem ad szines foltot.

A mennylsési értdékelémmél o denzitometrids kalibrdcids
gbzbe 1-15 ug hidroxiprolin tarbominyban linedris.

Igy médszertink a gyors rutinszert, kvantitativ meghotd-

rogdsdre alkalmas /23. dbra/.

Az epesavak nélkiildzhetetlen vegyiiletek az emésziés folya-
motdbon, hidnyuk eseitdén o bélemdoztdés tokéletlen. Az epe~
utak elzdrdddsakor az epesavak felszaporoduak a vérben,
megjelemnek a vizeletben. Klinikai viszsgilatuk célja az -
emésztérendszeri rendellenességel kimutetdso.

Sgzerkezeti felépitéeiik o 24. dbrdn 1dthatd.

A pzabad epesavak glicinnel és taurimmel képzett szdrma-
zékai a konjugdlt epesavak. -
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co0

kolansav

Kolsav 3a.7d, 12d - trihidroxi- kolansav
Kenodeoxikolsav  3d, 7c - dihidroxi- kolansav
Deoxikolsav 3a.12 - dihidroxi - kolansav

Litokolsav 3a- hidroxi- kolansav

24. ébra Az epesavak szerkezeti felépitdse.
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A szabad epesavak elvdlasztdse szilikegélen megvaldsit-
haté /29/. Problémit £8leg a deoxi és kenodeoxikolsav,

valemint ezek gliko -és tauro~konjugdlt formdinak elvdlasze

tdsa jelent. .
Célunk olyan vékonyréteg-kromaetogrdfids rendszer kidol-
gozdsa volt, amelyben egy lemezen a fent emlitett epesev
szérmazékok elvdlnak és videodensitométerrel memnyiségiik
is meghatdrozhats.
A konjugdlt epesavek elvdlasztésdra Batta és munkatdrsas
/30/ elkalmagott rendszert vilasztottuk kiindwldsul.
Azonban ebben a rendszerben /kloroform~i-propanocl-emet-
sav-viz/30:30:4:1 ardnyu elegye tObbezdri futhatdsra
mem vdltak el kellSképpen a deoxi és kenodeoxi vegyiilet~
pérok.,
A futtatdelegy poldros és apoldros komponenseinek optimd-
lis megvilasztdsdval sikeriilt olyen vékonyréteg-kromo-
togrifids rendszert taldlmunk, amelyben az epesavak és
szdrmazékaik egyszerfi futtatdssal elvdlaszthatdk és
memyiségilk videodenzitonéterrel meghatdrozhaté. Bz e
rendszer a kdvetkezd volt: :
Silicagel 60 lemezen, ¢ hexdn-kloroform~fenol-ecetmav-
-viz lo:30:30:5:1,5 ardnyu elegye.

A 25, ébrdm ldthaté egy ebben a rendszerben futtatott
-hmtogrun. amely standard epesavakat és azok keverdkét
Bbrdzolja.
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25, ébro Epesavak elvdlagsctisc szilikagél G lemezen

fdbatdszer: c-~hexdn~kloroforn~fenol-ecetsav-vis
/10:30:30:5:1,5/

Putiatds hémérséklete: 2°C

eldhiviszer:t J=os foszlorsavban oldott 3 %
Cu~acetdt

1. Eélsav; 2. Kenodeoxikdélsav; 3. Deoxikdlsav;

4. Bpesav keverdk; 5. Glikokdlsav; @#. Glikokeno-

deoxikdlsav; 7. Glikodeoxikdlsav; 8.Glikolito-

kélsav; 9. Teurokélsaw; 10, Wilrokenodeoxikdélsav;

11, Taurodeoxikdlsavé 12. Taurclitokdlsav.
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A kromatogramot eldhivds végett a futtatds utdn 8 %~os
foszforsavban oldott 3 %-os Cu-acetdttal fujiuk le.
&-lo percig 150°C-on tartve a kromatogremot széritészek-
vénybeh, az epesavek Pehér hdattérbll szirke foltokként
jelentek meg. ;
A vi&andamzitmatm mmyisési meghetdrozdendl minden
pesavazarmazékbol mémstuk az optimdlis komcent-
rdcidtartomdnyt. Azt tepesztaliuk, hogy l-lo ug tarto-
minyben jelenlevd epesavekat tudunk repmw:lhatéan nér-
ni. Banél kisebb mennyiségre o milszer érzéketley, ezért
bioldégiei mintdk elemmdsekor célszerd ¢lSbd feldusitani
a meghatdirozandd epesavezdrmezdkot.

Ebben a fejezetben fel szeretnénk hivwni o figyelmet két
olyan lehetlségre, amely abbdl faked, hogy a videodenzi-
tométer alkalmas diapozitivok, sutoradiogramok anelizi-
sére is. Mindkét példdt o molekuldris bildgilel kutatds te-
riiletérfl vettilk. A 26. dbrdn o 16~3 bakteriofdig kromo-
széma restrikeids hasitdsi képe ldthaté /31/. A tiszta
DHS prepardtumot ellszir II. tipusu mtri&idﬂmk-
ledzzal emésztettlk, majd agardz gélelektrofordzissel el-
vilasztottdk az egyes fragmentumoket. A frogmentumok ki-
mitatdsa azon alapszik, hogy etldiun~bromiddal "festik"

o DHS-t amely azutdm 254 ma-hulldmhosszusdgu UV £ényben
fluoreszkil. mxa&t&e ardnyos a DS fragmentum hosgz-
szdval. Mivel a DNS fregmentumok elvdlasgtdsa is hosszuk
/molekulasulyuk/ alapjén tbrténik, gyekran elSfordul,
hogy o kromoszéma teljesen mis teriileteirdl szdrmazd,




26, dbra A Rhizobium meliloti 16~3 £4g kromoszéma /DNSE
fraguentdldsa Eco RI restrikeidés endomukledzzal és
az elvdlasstott fragmentumok agaréz gélelektrofo-
rézis képe. A nyRllal jeldlt sdvokben két fliggetlen
fragmentum véndorol egyiitt.



iy

de azonos méretil fragmentumok egy sdvban vdndorolnak asz
elektroforézis sordn. Azt, hogy egy ilyen sdv két vagy
t5bb fliggetlen fragmentumot tartalmaz, csek a fluoress-
kélds intenzitdsa jelzi. Két filggetlen fragmentum esetén
e sdv kétszer olyan intenzitdsu, mint emelyet az elektro-
foretikus vdndorlds tdvolsdga alapjdn véirndnk. A video-
denzitonéter alkalmas emmnek kimutatdsdra, ha a8z elektro-
PorézisrSl készillt negativ vogy pozitiv képet elcemezaziik.
A 26. dbrdn a nyilakkal jeldlt kettlls fragmentumokat meg-
bizhatdan ki lehetett mutatni s milszerrel.

A 27. 4dbrdn egy bakteriofig feji fehérje slegységének
szintézisét /ill. o szifitézis kinetikdjdt/ kovették. /32/.
Részletesebbenta gazdabaktériumot megfertizték a bakterie~
Pdgzal, s emellett S°° jelzett metionint adtek a rendsser-
hez. A késlbbiekben a sejteket feltdrtdk ¢s a fehdrjéket
SDS ekrilamid gélelektroforézissel elvdlasztottdk.

A gélril autoradiogramot készitettek. A radioakiiv amino-
sav beépiilt a fehérjdékbe, ttbbek kizttt a £ig feji fehér-
jébe is. A kisérletikbrlilményei Lozttt a bedpiilés ard-
nyos & feji fehérje alegysdg szintézisdvel. Az dbrdn az
1dthaté, hogy ez a fehérje csak kb. 50 perccel a fertlzés
utdn kezd szintetizdlddni. A szintézis kinetikdja ebben
az esetben /és a legttbb £dg fehérje esetén/ csakis o be-
épillt izotdp memnyisdgének megdllapitdsdval lehetséges,
mivel a képzdditt fehérje mérhetd enzimektivitdssal nem
rendelkezik. A videodenzitométerrel az autoradiogromok
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27. dbra A Rhizobium meliloti 16=3 fdg fehérjéinek
izotép /SBsmetionin/ lo perces pulzus jeldlése.
Az elsS hat oszlopban e fdggal fertszitt sejtekhez
a 0s 15. 30+ 45. 60s é3 T5. percben . adtdk az ‘
izotépot /mieldtt a fdgok kiszabadulndnak a ko=
zegbe/. Nyillal jeltlt sdvokban hérom kései fdg
fehérje /feji fehérje elegység, farki rost és
farok fehérje/ izotdp jelolddése liathatd.
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kiértékelhetdk, s igy megoldhaté egy ilyen fehérje
szintézisénel: kbvetése is. A bekteriofdg fohéridk szin-
tézinének, kinetikdjdnak ismerete pl. o genetikai szabd-
lyozds kmtétdedban alapvets fontossdgu.

Az itt bemutatott két lehetleégre azért szeretnénk fel-
hivni o figyelmet, mert ozt példdszsdk, hogy a videoden~
zitométer elkalmezdsdval rendkivill egyszeriien végezhetlk
el olyan mérések, smelyeket mdc eszkdzkkel /pl. radio-
aktivitds méréssel/ csek negyon kbltségesen nehézkesen
és megbizhatatlaml lehet megeoldani.



Az aminosavak videodensitometrids memnyiségi amalizisének
oprodukdlhats eredményei folvebették azt o kérdést,
hogy est az enslizis technikdt felhaszndljuk mds, eddig
megoldetlan biokémiai enalitikei problémik megoldisdre.
Bxy uj mérési méd, o horizontdlis technika segitségével
o videodenzitometrids amalizist sikeriilt o kbvetkesd
teriilotelkre kitorjeszteni.
Kidolgoztunk egy médszert a niivényi pigmentek v&myré-
teg-lkromatogrdfids elvdlasstdsira és kvantitetiv kiérté-
keldsiiktre. Bz a médszer a nSvénynemesitéanél, oz Slelmi-
szervizsgdlatokndl j61 hasmmAlhaté.
Az élelmiszerbiokémiiban jelentSs szerepet jatszd "ritka™
aminosevak kiziil a hidroxiprolin és hidroxilizin vékony-
réteg-kromatogrdfids elvdlasztdsdt és memnyiségi megha-
tdrozdsdt oldottuk meg.
A Klinikei diegnosztikéban felbhaszndlhaté médszert dol-
goztunk ki az epesevek és szdrmezékaik vékonyréteg-kro-
matogrdfids elvdlasztdsdira és memnyiségi meghatdirozdsdra.
Diapozitivok kiértékelésével o videodenzitemetrie tovdbbi
kiterjesstésétigavesoljuk két kiilenbdzd terifleten; DNS
restrikeiés hasitdsa, bakteriofdg fehéridk szintézisé-
nek mérése.
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cal & = kKlorofill a
ehl b  klowofill b
Hyl hidvoxilizin
Hyp hidroxiprolin
His hiskiidin
Lys lizin

The fenilalanin
Tyr tivozin

Sexr : szerin

Thr ‘reonin

SeDe ' standard devideid

SDS llatriun-dodecil-gzulfdt



Ezuttel szeretndn megkszdmi Dr. Boross
Ldszls tanszékvenetd ogyetemi tandrmak,

éo gyekorlati irdnyitdcdt, o dolgozatom

megivdodhoz nyujtott segitségét.

6o o Biokdémioi Tanszék Minden Dolgozd-
jémak munkdmhoz nyujtott tandcesaikat
és gyeokorlati segitségiket.






