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A természetes eredetii karotinoidok metabolizmusa tyukfélékben
Zarojelentés

Bevezetés

Az ember/adllat karotinoid-ellatottsaganak értékelése vilagszerte egyre gyakoribb.
Epidemioldgiai tanulmanyok azt mutatjak, hogy a karotinoid tartalmu élelem/takarmany
mennyiségben torténd fogyasztdsa szamos megbetegedés (tumorok, AMD, CVD,
immunhianyos allapotok) kockazatanak csdkkenésével all 6sszefliggésben.

A madarak karotinoid metabolizmusa szamos jellegzetességet mutat, ami a taplalék
karotinoidjai, azok hasznosulasa (felszivédas = tarolas = Kkilrllés) és in vivo
metabolizacioja miatt jelentésen eltér az eml&soktél.

A hazimadarakban érvényesuld specifikus metabolikus térténések mellett, mivel azok
egyben taplalékunknak is tekinthetbk, a karotinoid metabolizmus vizsgéalata egyben az éllati
eredetl élelmiszerek minésége, valamint taplalkozastudomanyi nézépontbdl is figyelmet
érdemel.
A szévegben alkalmazott réviditések
BC - R-karotin, LU — lutein, LY — likopin, BCX — R-kriptoxantin, ZX — zeaxantin,
ROL — retinol, RAL — retinal, RIL — retinil-észter, TG — triglicerid, PM — portomikron.

A karotinoidmetabolizmus vizsgalatahoz alkalmazott alaptakarmany kialakitasa

Mivel a karotinoidok a ndévényvilagban széles korben elterjedt vegylletek, fontosnak
tartottuk, hogy karotinoid mentes takarmanyt allitsunk el6. Ezt, a tojébaromfi (tyuk, flrj)
szamara optimalis paramétereket jelentd tojotap Osszetevdinek figyelembe vételével tettik
meg ugy, hogy a tojotapokban szokasosan alkalmazott zeaxantin (ZX), lutein (LU) és B-
karotin (BC) tartalmu kukoricat (LU+ZX >>> BC) rizzsel cseréltuk ki (7. tablazat). A
takarmanyok VIS spektrumanak felvétele igazolta, hagy az elGallitott keverék nem
tartalmazott karotinoidokat. A vitamin adalékokat a szokasos premix komponensekbdl ugy
allitottuk 6ssze, hogy kihagytuk koézillk a retinil-acetatot, igy a kisérleti takarmany egyben A-
vitamin mentes is volt.

1. tablazat
A kontroll és a kisérleti takarmany 6sszetétele
KONTROLL' % KISERLETI %
kukorica 41,6 rizs (hantolt) 40
blza 20,5 széja (FF) 16
extr. szdja 15 extr. szdja 13,3
szoja (FF) 10 arpa 20
tak. mész 7 tak. mész 8
ek 2 MCP 1,5
zeolit 1 Biometin 0,8
mészkézuzalék 1,4 Tak. s6 0,3
Fylax vizes oldata®> 1,5 Labek* 0,124

Farmerat HT-toj6 takarmanykeverék (Farmer Prompt Kft. — Zagyvaszanto)

2 izemi elékeverék, amely vitaminokat, AVIZANT ORANGE szinezékeket, nyomelemeket,
aminosavakat és gyogyszereket tartalmaz

® puffer anyag

* a laboratériumunkban késziilt A-vitamint nem tartalmazo vitamin, és nyomelem keverék.

Ezt a takarmanyt alkalmaztuk minden olyan esetben, amikor a karotinoidok specifikus
egyedi szinez6 hatasanak, ill. az egymas kodzétti kdlecsdnhatasanak a vizsgalata volt a cél.

Felszivéodasi vizsgalatok
Tobb természetes eredetll, eltér§ szerkezetli és polaritdsu karotinoiddal (hidrokarbon
karotinoidok: BC; LY; oxikarotinoidok: BCX; LU; ZX) végeztiink felszivddasi vizsgalatokat



Bardos és mtsai. T 042846

napos csibékben és tojotyukokban. A karotinoid mennyiséget, minden esetben, egy dézisban
p.os szondan adagoltuk a varhaté napi takarmanyfelvétel mennyiségi viszonyainak
figyelembevételével.

Naposcsibék

A természetes eredetll karotinoidok (BCX, LU, LY) felszivédasat tanulmanyoztuk
naposcsibékben kozvetlenll a kikelést kovetéen, a harmadik életnapig (0-72. ora). A
kisérletet 56 db napos csibével végeztik. A kezelt allatok a kdvetkezd kiegészitésben
részeslltek: 5 ppm lutein (Tagetes erecta kivonat - Capsantal EBS 40 NT: 82,0 % transz-LU
tartalmu) és 5 ppm likopin (paradicsom slritmény — Globusz Rt.). Az adagolast napraforgd
olajjal és vizzel készitett szuszpenzioé formajaban szondan at végeztik. A kezelést kdvetben
az allatokat a 2., 4., 6., 8., 24; 36; 48; illetve 72. 6raban elvéreztettiik, a szikzacskoét és a
majat kipreparaltuk. A vagas alkalmaval bélsarmintakat is vettink. A szérum, a szdvet, és
bélsar mintakbdl direkt extrakciot kdvetéen normal fazison izokratikus HPLC-technikaval
meghataroztuk a karotinoid profilt.

A szikbéljarat altal a bélcsatornaba jutd, a szikzacskdban térolt karotinoidok
felszivodasa a meghatarozé az elsé életnapon. Naposcsibék esetében sem a szérum, sem a
maj karotinoidjai k6zott nem sikertlt LY-t detektalni. Ezt az bizonyitja, hogy szokasos
karotinoid dsszetételli (LU+ZX >>> BC) alaptakarmany fogyasztasa esetén a szik
karotinoidjai kozul értelemszeriien hianyz6 LY p.os adasa esetén sem jelent meg a vér
karotinoid frakciéjaban.

Jellemzden alakultak a LU-szintek a vizsgalt szovetekben. A szikben a 24. 6rara mar
csokkend, a majban és a szérumban, pedig emelkedd LU értékeket regisztraltunk (LU. abra).
A kontroll allatokban a kezelt allatokhoz hasonld jellegi, de koncentracidban kifejezve kisebb
értékekkel volt jellemezhetd ezen oxi-karotinoid profil valtozasa. A késdbbi mintavételek
alkalmaval a LU tovabb csokkent a szikben, mig a plazmaban a 48. éraig emelkedett, majd a
harmadik életnapra a 24 6ras érték tartomanyaba tért vissza. A kelést kdvetd 24 6raban a
karotinoid felszivodasban aktiv szerepet jatsz6 vékonybélszakasz az intenziv szik — bél
transzport eredményeképpen mintegy tamponalédott a karotinoidokban bdvelkedd sajat
szikanyaggal, ami igy nem tette lehetévé a p.os adagolt karotinoidok hatékony felszivédasat.
Feltételezhet6, hogy ez a hatas legalabb az élet elsé harom napjan érvényesll, amikorra a
szik a kezdeti tomegének az 1/5-re zsugorodik.
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LU abra
A LU-koncentracio alakulasa a kelést koveto 0-72. 6raban napos csibék vérplazmajaban, majaban
és a szikzacskéban

Felnétt tyukok

Felnétt tojotyukokkal (Bovans Nera n=8/kezelés) végzett kisérleteinkben egyszeri, 20ppm
karotinoid p.os adagolasat kovetéen a vérplazma HPLC analizisével vizsgaltuk a
vérplazmabdl kimutathaté karotinoidok kinetikajat (0-48 h).
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A kiegészitést a tyukok altal atlagosan ismert napi takarmany-fogyasztas és irodalmi adatok
alapjan szamitottuk: 20 ppm karotinoid/allat (357 mg Lutein CWS/S-TG 5,6%; 192,3 mg [3-
karotin 10,4%; 384,6 mg Redivivo likopin 5,2%); ennek kétféle kombinacidja 1. amikor a
20ppm karotinoid/allat karotinoidonként 1/3-ad részbél (6,6 ppm LU + 6,6 ppm BC + 6,6 ppm
LY) tevédik 6ssze és 2. amikor 3 x 20 ppm karotinoid/allat (20 ppm LU + 20 ppm BC + 20
ppm LY) volt a dézis. Az alkalmazott vizben oldddd karotinoid készitményekbdl kimért
mennyiségeket napraforgd olajjal 1:1 aranyban O0sszekevertik. A szuszpenziot szondan at
az allatok begyébe juttattuk. Az egyszeri karotinoid kiegészitést kdvetben az allatok ad
libitum fogyaszthattak az alaptakarmanyt és az ivévizet. A kisérlet kezdetekor (0. éra), majd
6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 és 48 ora elteltével egyedi vérvételre kerult sor. A mintakbol HPLC
technikaval karotinoid (LU+ZX, BCX, LY, BC) és retinoid (ROL, RP) profil; valamint TG, Chol
meghatarozast végeztiink. A karotinoidok antioxidans hatasanak jellemzésére a plazmabdl
vasredukcios tesztet (FRAP) végeztink, ill. meghataroztuk a vordsvérsejt hemolizatum
tiobarbutirsav-reaktiv-anyag (TBARS) szintjét.

Eredmények

e Mindharom, altalunk alkalmazott karotinoid (LY, BC, LU) esetében, mind egyedileg, mind
keverékként torténd adagolasukat kovetéen, az adott karotinoid szignifikans mértéki
megemelkedését tapasztaltuk a vérmintakban a kezdeti id6ponthoz viszonyitva. Az adott
karotinoid koncentracié emelkedésének mértéke valdszinisithetéen dsszefliggésben van
a molekulak eltéré szerkezetébdl (polaritasabdl, azaz oldékonysagabodl) kovetkezd
portomikronba torténé beépllés aranyaval.
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Vérplazma karotinoid és retinoid profilok p.os adagolast kovetéen (0-484.) tojotyukokban
A: lutein, B: B-karotin, C: likopin, D: retinil palmitat
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A karotinoid koncentracid vérbeli csucspontja LU esetében a kiegészitést kovetd 12.
6raban, mig a BC és a LY esetében a 6. draban jelentkezett. A karotinoidok
akkumulalédasaban és tarolasaban tapasztalt kilénbségek a kilénb6zd karotinoidok
esetében a polaritds fuggd szelektiv felszivodasi és szallitasi folyamatok meglétét
tamasztjak ala.

e A vérplazma BC és LU értékei a maximalis szintet elérve tovabbi utanpétlas hianyaban
fokozatosan visszatértek a kiindulasi szintre, ezzel szemben a likopin esetében tapasztalt
kisebb mértéki(i névekedés a vizsgalt karotinoidok kozil legkevésbé polaros molekula
eltérd jellegl szallitasanak tulajdonithatdéan a likopin sokkal lassubb elt(inését (kilrilését)
eredményezte.

e Egyéb fajokban ko6zolt adatokhoz hasonléan a tobbi vizsgalt karotinoiddal azonos
koncentracioban adagolt LY adagolasakor sokkal kisebb mértékli abszorpciot
tapasztaltunk, mint a LU, illetve a BC esetében.

e Abban az esetben, ha a karotinoidokat egylttesen adagoltuk, a kisebb dézis (3. 20ppm)
mindharom karotinoid vonatkozasaban nagyobb koncentracio-emelkedést
eredményezett, ami a nagyobb dozis (3x20ppm) esetében a valdszinlsithetd
Kotéfehérje fejezet) folytatott kompeticiéo miatt kdvetkezhetett be.

e A vizsgalt karotinoidok kdzil nem minden esetben varhattunk provitamin aktivitast. Ezt
igazolta az, hogy szignifikans nodvekedést csak a BC tesztelésekor tapasztaltunk az
egyedi, valamint az egylttes karotinoid kiegészitést kévetéen is a vérmintak RP
koncentracioiban. Ez a nyalkahartyaban lejatsz6dd hatékony dioxigenaz aktivitast
kovetéen képz6dd retinoid, majd az észterifikacio eredménye volt (BC — RAL - ROL —
RIL). A megemelkedd RIL szint a metabolikus hatasok (felhasznalas és depozicid)
eredményeként a vizsgalt iddintervallum végére (48. 6ra) visszatért a kiindulasi szintre.

e A kombinalt adagolasok esetében ugy tapasztaltuk, hogy az apolaros karotinoid (LY)
rontja a két oxikarotinoid (LU, ZX) hasznosulasat.

e A FRAP értékek itt sem jelezték a ndvekvd antioxidans kapacitast. A vvs-hemolizatum
TBARS szintjei viszont mindharom karotinoid esetében szignifikdnsan csokkentek.

A metabolizmus soran kialakulé szinezd karotinoid hatas vizsgalata
A Kkarotinoidok jol lathatd szinezd hatasa nemcsak fajon bellli, de fajok kozotti
jelzérendszerként is funkcional. A baromfitermék elballitdsban ezt hasznaljak ki a szinezékek
(apo-karotinalok, karotinsavas-észterek stb.) takarmanyba torténd adagolasaval. Ezek az
anyagok ui. a madarak lipoid metabolizmusaba kapcsolédva a karotinoidokra jellemzé
helyeken (b6r alatti zsirszovet, tojassargaja) deponalddnak. Ezeknek a pigmentald
karotinoidoknak nincs provitamin hatasa, igy csak szinezéknek, valamint az izoprén
vazukbol eredb6en tobbé-kevésbé antioxidans hatasunak minésulnek. A vilagszerte
alkalmazott karotinoid-szinezékek tobbsége szintetikus anyag, igy tkp. xenobiotikumnak
tekintheték. A természetben eléforduld tébb mint 600 karotinoid szine jelentésen eltér
egymastol. Ettél, valamint a sajat metabolizmusuktdl fliiggéen a szinezd hatasuk is
kilénb6z6. Egyeseknek a taplalékban és/vagy takarmanyban térténd alkalmazasaval viszont
egyre tébbet foglalkoznak, kulénoésen, mivel a szinezé tulajdonsag mellett az antioxidans
hatasuk révén az in vivo jelentkez6 és karos mértéket is Olt6 oxidativ hatasok
kikliiszobolésében vegyi karakterikbdl fakaddan az antioxidansok nem enzimatikus tagjai
kozé jol beillenek. A leggyakrabban alkalmazott természetes, nem provitamin karotinoidok az
astaxantin és a likopin (LY). Tébb, ez utdbbi vegylletet tartalmazé anyag kilénb6zd
adagokban torténé takarmanyba keverésével vizsgaltuk tojo japan flurjekkel végzett

* A karotinoidokat a legtdbb irodalom pigmentnek nevezi. A pigment, vagy festék nem szinonim megjeldlése a
szinezéknek. A pigmentekre az a jellemzd, hogy valéjaban nem oldédnak a kézegben. A karotinoidok a
metabolizmusok soran viszont egyenletesen feloldodnak mind a transzport (lipoprotein) részecskékben, mind a
szoveti tarolasuk (zsirdepok, tojas szik) helyén, a lipoidokban.
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modellkisérletekben azt, hogy az erre a fajra jellemzé karotinoid metabolizmus valtozasa
milyen jellegzetességet mutat.

Likopin hasznosulasi kisérletek

A legjelentésebb likopin forras a

paradicsom. igy természetes

4720m =l likopinforrasként kilonb6z6 mddon

feldolgozott paradicsom készitményt

(torkoly, sdritmény), ill.  néhany

esetben gyari preparatumot

(Redivivo, DSM) kevertink a

kidolgozott  kisérleti  tapba. A

készitmények  tényleges likopin

tartalmat hexannal tértént extraktum

spektrumanak felvételével (1. abra)

: o | _ és a likopin molaris abszorptios

£l 28 26 2 2 20 ilamszam(x10 eni’) koefficiense alapjan allapitottuk meg.

1. abra A karotinoidokra altalaban jellemzé 3

A likopinra jellemzé VIS spektrum abszorpciés maximum  kozil a

koncentracié kiszamitasanal az 505 nm-es, a legtdbb karotinoidra jellemz8 450-470 nm-es

savtol tavol es6, maximummal szamoltunk. Az 6sszegképletében és molekulasulyaban a -

karotinnal azonos, de gyUrit nem tartalmazé likopin nem pro-A-vitamin hatasu, viszonyitasi

alapként a R-karotin madarakra jellemzé retinoid ekvivalens (RE) mennyiségével szamolva
végeztik az adagolast.

505 nm

I 446 nm

Siritett paradicsom
n- hexan extraktum

1. kisérlet

Tojéfazisuk elején 1évé (8 hetes) flirjekbdl alakitottuk ki a kezelési, 10-10 egyedbdl allo
csoportokat. A kontroll csoportok (K-csoport) takarmanyat jelentd tojétap A-vitamin
tartalmanak (8333,6 NE/kg) megfelel6 RE tartalmu likopint (4,7 mg/kg) tartalmazo
paradicsom silritményt (LY-csoport) a kimért takarmany komponensekkel egyutt
laboratériumi keverdével gondosan homogenizaltuk. A karotinoid hatas 6sszevetéséhez egy
harmadik, szintén a kontroll takarmannyal megegyez6 RE mennyiségl R-karotinnal (4,7
mg/kg Lucarotin 10% BASF) kiegészitett csoportot (BC-csoport) is beallitottunk.

Négy héten at naponta mértik a tojastermelés adatait (darab, suly) és naponta 5-5
tojasbdl nemzetkdzi standard szinskalahoz (Yolk Colour Fan, Roche) viszonyitva elbiraltuk a
szinintenzitast.

A Kkisérlet zarasakor lege artis elvéreztetett allatokbdl vér és majmintakat vettink.
Mind a maj, mind a vérmintakbdl HPLC-vel meghataroztuk a retinoid és karotinoid profilt. A
tojassargajabdl és a vérszérumbdl a lipidmetabolizmus jellemzésére triglicerid (TG) és
Osszkoleszterin (Ch), az antioxidans allapot felmérésére FRAP meghatarozast végeztink.

A majmintak retinoid tartalma jelent8s, a tartos tarolas mértékét mutato retinil-palmitat
(RP) esetében szignifikans (p<0,05) csdkkenést mutatott a K-csoporthoz viszonyitva (K:
223,244,5; BC: 216,6+2,3; LY: 127,8+73,4 nug/g). A vitamin tranzit allapotat jelzd retinol
(ROL) koncentracidkban is ez a tendencia érvényesiilt: K: 125+45,8; BC: 116,4+60,2; LY:
83,9+26,0 ng/g.

A tojassargaja triglicerid (TG) és dsszkoleszterin (Ch) tartalma mindkét kezelés
esetében novekedett, de a LY-kiegészités esetén kisebb mértékben. A sargdja szinének
intenzitasat kifejezé YCF-érték a kontroll tojasokban volt a legkifejezettebb. A BC-csoportban
nagyon elhalvanyodott a sarga szin — igazolva azt a megallapitast, hogy a BC csak kb. 5%-
ban jatszik szerepet a sargaja szinének kialakitasaban, a LY-kiegészités viszont azt
jelentdsen meghaladva stabil szint eredményezett
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A vér ROL koncentracioja a
LY-csoportban a kezelés vegére

dramaian csokkent (p<0,001), a BC Plazma 6ssz-koleszterin

esetében viszont nem g/l OKontroll
szignifikdnsan, de emelkedést 2,5 mBC
mutatott. Ez igazolja, hogy mig a 2,0 B Likopin
BC pro-A-vitamin aktivitdsu, addig 15 T -

az aciklikus (jonon gydriit nem ' T
tartalmazé) LY nem bir ilyen 1.0

hatassal. A plazma Kkarotinoid 0,5

spektruma j6l mutatta, hogy a 0.0

kisérleti tapot fogyasztd allatok ¢soportok

vérében csak az adagolt BC ill. LY

csucsok voltak kimutathatok. A TG

szint a vérben nem mutatott cp apra

jelentds, kezelésfiiggd valtozast. A Japan fiirjek plazma koleszterin koncentraciéja a

Ch értékek viszont mindkét takarmanv BC és LY kieaészitését kovetéen
kezelésben csokkentek, a LY-csoportban szignifikans mértékben (p<0,01)(Ch. abra). Az
antioxidans kapacitas egyik jelz6jeként hasznalhaté FRAP-értéket a BC-kiegészités
megemelte, de a LY-nak - bar az irodalmi adatok épp ezt a tulajdonsagat tartjgk a
legjelentésebbnek - ilyen hatasa nem volt.

2. kisérlet

Az 1. kisérlet eredményei alapjan (a vér és a maj retinoid és karotinoid spektruma,
tojastermelési adatok) arra kdvetkeztettlink, hogy 8 hetes madaraknak jelentds a retinoid és
nem elhanyagolhat6 a karotinoid tartaléka, amiknek a metabolizmusa elfedi és megneheziti
az alkalmazott likopin sajat hatdsanak kifejez6dését.

A 2. kisérletben egy kilrulési (depletios) fazist iktattunk be. A 6-hetes japanfiirj tojokat
retinoid és karotinoid mentes takarmanyon tartottuk 6 héten at. Ezt kdovetéen két LY-nal
kiegészitett takarmanyt fogyaszté csoportot alakitottunk ki. Az egyik az elsé kisérletben
alkalmazott LY-kiegészités kétszeresét (L2), a masik a haromszorosat (L3) kapta egy
honapon at. Mind a deplécids, mind a kezelési szakaszban felvettik az elsé kisérletben mért
paramétereket.

A tojasszam mar a 6-hetes kiuritési fazis alatt jelentésen csokkent. Ezt az L2, ill. L3
kezelés sem valtoztatta meg. A csdkkenés egyértelmlen a kialakulé A-hipovitamindzis jele,
amit az is jelez, hogy a maj RP tartalma jelentésen lecsdkkent

A plazma FRAP a kilrllési id6szakban ingadozast jelzett, majd az L3 csoportban
tendenciézusan emelkedni kezdett, de az L2 csoportnal nem valtozott. Ez a likopin doézis
fligg6 antioxidans jellegére utal, bar nem volt szignifikans a valtozas.

—SEmm——+— =—+—— —+——§
"AUFS 0.002 | ; == ==
— ColmSiEN-— == ===
Mohll Hexan Metanol (98 2)1 5 mL.'mln ' S

1 min i
_..l.—..._ —

W = F =+

abra.
Tojassargaja kivonat kromatogramija likopin depléciot és folyamatos kiegészitést kovetéen
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A likopin 505 nm-en jellemzé abszorpcidés maximuman lemért tojassargaja hexanos
extraktum HPLC kromatogramjan lathato, hogy a deplécios szakasz kezdetén (DO) néhany
nem azonosithato kis csucs, a hat hetes id6szak végén (D6) viszont gyakorlatilag semmilyen
jel nem mérhetd. Az azt kovetd L2 és L3 kezelés végén a ddzissal aranyos kildnbséget
jelezték a likopin retencios idején kimutathatd csucsok (.abra).

3. kisérlet

Japan firjek négy csoportjat karotinoid mentes takarmannyal etettik, amibe a
kiegészitéseket adagoltuk. Az A csoport szokasos szinezével (Charophyll, DSM)
kiegészitett; a B cs. szaritott paradicsom torkollyel 25 mg/kg LY tartalomra, a C cs. LY
preparatummal (Redivivo 5% DSM) 500 mg/tak.kg likopin szintre beallitott tapot.; a D cs.
karotinoid mentes alaptakarmanyt fogyasztott 5 héten at.

A hetente vett vér- és az 06sszegyljtott tojasmintakbdl, valamint 5 hét elteltével a
csoportokbol kiemelt 3-5 allatbdl szarmazé maj, és bél-nyalkahartya (duodenum, jejunum)
mintakbdl HPLC-technikaval mértik a LY koncentraciét. A vér és a tojassargaja vas
redukcios képességét modositott FRAP mdédszerrel, a cholesterin tartalmukat Reanal
teszttel, a tojassargaja szinét YCF-szinskalahoz viszonyitassal mértuk.

Megallapitottuk, hogy a legnagyobb LY koncentracid6 a C csoportban volt mérhetd
(plazma 128,51 ug/L, tojassargdja 7,12 ug/g; maj 55,58 ug/g). A LY a tojassargajaba épilve
jelentds szinez® hatast fejt ki. Az 5. kisérleti hetet kdvetben az allatokat kereskedelmi
tojotappal etetve a tojassargdja szine a YCF szinskala 13-as értékérdl 7-es szintre csdkkent
( abra). A felszivodas helyére utalé adat, hogy a jejunum nyalkahartyaja haromszor nagyobb
koncentracidban tartalmazta a likopint, mint a duodenum ( abra). A vasredukciés képesség
mértéke nem valtozott sem a vérsavdban, sem a tojassargajaban. A cholesterin mennyisége
a likopin etetés harmadik hetétél csdkkent, mind a vérsavéban, mind a tojassargajaban.

YCF
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A tojaszsargaja szinintenzitasvaltozasa A bélfal likopin tartalma C-csoport
a 3.kisérletben allataiban

Kisérletlink alapjan elmondhatd, hogy a természetes eredetli karotinoidok koézil a
likopin japan flrjekben eredményesen szinezi, bioldgiailag aktiv anyaggal dusitja a
tojassargajat, egyben csoékkenti a vér és a tojassargaja cholesterin koncentracidjat.

Miiszeres szinmérés
A karotinoid depozicié a vegylletek sajat szine miatt jellegzetesen kihat a tarolédasi hely
(szbvet, szerv) szinére (vO: bérszin, tojassargaja).

A tojassargaja szinének és karotinoid tartalmanak Osszefliggését elektronikus
szinmér® készllékkel (Micromatch™ Plus, Sheen Instruments Ltd.) elvégzett mérésekkel
hasonlitottuk dssze. A kézi miszer az International Commission on lllumination (CIE) altal
ajanlott L* (luminozitas), a* (kék - sarga) és b*(zold - voros) értékeket méri (CIELAB).
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A nemzetkozileg elfogadott Roche skala (Yolk Colour Fan, YCF) értékekkel a CIELAB
értékek kozul eltéré tendenciaju, de linearis regresszios 6sszefiiggést adott az L* (-) és az a*
(+), a b* viszont polinomialis (YCF 10-ig linearis) 6sszefliggést mutatott. Mindharom értékkel
igen szoros korrelacio (r>0,9) volt szamolhato.
A sargajaba torténd karotinoid depozicid és szinintenzitas dsszehasonlitasa érdekében az
Osszkarotin tartalmat a sargaja hexan kivonatabdl a tojasra legjellemz8bb oxikarotinoidra, a
LU-ra vonatkoztatott molaris abszorbcios koefficiens alapjan szamitottuk ki. A feltort
tojasokat egy megfeleld, a tojassargajat befogadé méréedényzet (pl.: portdlcsér)
hasznalataval analizaltuk a Micromatch készilék segitségével. Mivel a miiszer aperturaja
enyhe nyomassal teljes fellletével a sargaja felszinére illeszthet6, a mérés objektiv
szinmindsitést tesz lehetbvé.

A 10-40 pg LU/g sargaja karotinoid koncentracios savban, mind az a* ,voros” skala
érték erds (r>0,8) és szignifikans (p<0,5) értéket mutatott. A b* és a L* értékek adatait a YCF
skalaval hasonlitva nem értékelhet 0sszefuggéseket eredményeztek (2.4bra).
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A tojassargaja luteinre vonatkoztatott karotinoid koncentracioja és a CIELAB értékek kozotti

osszefiiggések

A bér szinének mérésére ezt az eljarast nem sikerult alkalmazni, sem in vivo (a tollazat
miatt), sem post mortem. Utdbbi esetben ui. a tollaktdl megfosztott bérfelszin a tolltiiszék és
az alatta léevé szdvetek egyenetlensége miatt sem teszi lehetévé az apetura pontos
illesztését.

Eredményeink biztatbak egy, a tojassargaja karotinoid tartalmatol fliggé objektiv
szinmindsitési eljaras kidolgozasara.

Karotinoid kotéfehérje izolalas

A karotinoidok kulénb6z6 mértékben, de alapvetéen apolaros jellegli vegylletek, igy
feltételezhetd, hogy a szervezetben lejatszé6dd metabolizmusuk és kifejtett hatasaik
feltételezik az alapvetben vizes fazisban végbemend folyamatokba térténd kapcsoldédasuk
érdekében valamilyen segité mechanizmus, pl.: kétéfehérjék eléfordulasat. Ezek varhatéan a
felszivodasuk helyén, azaz a bélhamban, ill. a tarolas és Ujraelosztas helyén, azaz a
majszovetben feltételezeték. A karotinoid-kétd tényezd kimutatasat a retinol-koétéfehérje
kivonasara alkalmazott és leirt kulonb6zé haziallatfajokban altalunk is eredményesen
hasznalt, affinitaskromatografias elrendezést kivantuk kialakitani. Ennek Iényege: megfelel
matrixra karotinoidot kétve olyan oszloptéltet alakithatd ki, amelyen a szdvetekbdl készitett
fehérjeizolatumbol az a frakcid kotédik meg, amelyik affinis a karotinoid strukturahoz.

Affinitas kromatografiai matrix készités

Az affinitdskromatografias matrixot egy apolaros ligandum koétésére alkalmas kit (Pierce)
vegyszereivel alakitottuk ki. A modszer roviden: kromatografias oszlopba toltott 2 mL gélt
(Pharmalink gel™ — Pierce) kapcsolé pufferral ekvilibraltunk. R-karotint BHT-t tartalmazd
dimetil-szulfoxidban oldva (10mg/2ml) és Pharmalink™ kapcsolé reagenst tltottink az
oszlopra, amit lassan forgé rotaciés keverén razattunk (24 h, 4°C). Az igy elkészilt 3-karotin-
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affinitaskromatografias oszlopot 50% etanol tartalmd Tris-ammoénium-bikarbonat pufferral
(50mM Tris-HCI, 50 mM ammonium-bicarbonat buffer = TAB, pH 7,2) atmostuk, hogy a nem
kotott R-karotint eltavolitsuk. A mosdéfolyadékban 450 nm-en mért OD-alapjan ellenériztik a
nem kotott BC eltavolitasat, ezzel kdvetkeztettliink a kotott mennyiségre is. A reakciokat sotét
szobaban hajtottuk végre, ill. a kész oszlopot mindenkor aluminium foliaba csavarassal
védtuk a direkt fénytdl.

Kotofehérje kivonas modszere
Feln6tt tojotyukokat lege artis exterminaltunk. A vékonybelet és majat kiemeltik. A
duodenum és jejunum szakaszokat izotonias séoldattal (0,85 % NaCl, 4°C) atmostuk, majd a
hosszaban felvagott bélszakaszrél a nyalkahartyat lGveglemezzel lekapartuk. A szdvetet,
sulyanak lemérése utan 10 ml izoténias séoldatban homogenizaltuk. A centrifugalassal
(2500 RPM, 4°C, 10-15 min) nyert felliluszobdl a fehérjéket ammonium-szulfattal kicsaptuk
(ad 50% w/w, éjszakan at, 4°C). A centrifugalassal nyert precipitdtumot ellciés TAB
pufferban felvettiik és éjszakan at csapvizzel szemben dializaltuk. A dializatumbdl 2,5 mi-t
affinitas oszlopba toltéttlink, amit lezarva lassan forgé keverdn éjszakan at razattunk. Az
oszlopot kromatografias elrendezéshez csatlakoztattuk (Uvicord detektor: 280 nm;
MicroPerpex perisztaltikus pumpa: 1 ml/min RediRack frakciészed6, 1 ml-es frakcio; rekorder
1 cm/min) és elvégeztik az eluciét. Elészor TAB pufferrel leoldottuk a nem kotédott
fehérjéket, aminek végét az jelezte, hogy a rekorder irdja ismét visszatért az alapvonalra.
Tovabbi 10 min mosast kdvetéen az eluciot 6 M guanidin-HCI tartalma TAB-pufferrel
folytattuk. Az ezt kdvetben eludldodo frakciot Osszegydjtottik, egyesitettik és mélyhitve
taroltuk tovabbi analizis céljara.

Ugyanezt az eljarast alkalmaztuk a majszévetbdl készitett homogenatum esetében is.

Eredmények

Mindharom szdvet esetében az

eluciés (TAB) pufferrel nagy optikai Jejunum
denzitasu, nagy mennyiségl, az Detebtar jel

affinitas  matrixhoz nem koét6dott 100 -

fehérje volt leoldhatd. Azt kdvetben a
tovabbi tdbbszéri agyvolument jelentd
TAB-pufferes elucié soran az OD- s
ertékek az alapvonalon maradtak. A
guanidin-HCI-TAB  pufferrel torténé 40
tovabbi elucié hatasara ismét OD
novekedést tapasztaltunk. Ez azt
jelezte, hogy a matrixhoz kapcsolt |
ligandumon (BC) kotétt fehérjék 0 5 10 15 20 28 20
voltak, amelyek azért elualodtak, frakooi (1 mL)
mivel a nagy molaritasu puffer

hatasara bekdvetkezd térszerkezeti  Affi abra.

valtozasok a tovabbi kotédést nem Hazityak jejunum bélszakaszabol készitett fehérje
tették lehetdve. Jellegzetes zg;:::Lzﬁlnltaskromatograflaja R-karotin-Pharmalink
kromatogramot mutat be az Affi &bra.  Ejucio: TAB puffer 0-17. frakcisig (AUFS 0,5); 17.-30.

Az Osszegyljtott frakciok jellemzése  frakcicig Gu-HCI-TAB puffer (AUFS: 0,2)
folyamatban van.

&0
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Egyes természetes karotinoidok tyukfélékben lejatsz6dé metabolizmusa teruletén
végzett vizsgalatainkbol levont kovetkeztetések

A felszivodas teriiletén
e Napos csibék esetében a karotinoid felszivodas szinte kizardlag a szikzacskobol
torténik, mivel annak tartalma a szikbéljaraton at Gril6é tartalom és a bélszakasz
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retroperisztaltikdja akar a duodénumig is tamponalja a bél lumenét, ezzel
lehetetlenné teszi a p.os felvett karotinoidok felszivodasat.

Ezt az bizonyitja, hogy a szik karotinoidjai kdzul értelemszerlien hidnyz6 LY p.os
adasa esetén sem jelent meg a veér karotinoid frakciéjaban.

Felnétt (tojo) tyukok esetében harom vizsgalt karotinoid (LY, BC, LU) esetében, mind
az egyedi, mind keverékként térténé adagolasukat kévetéen az adott karotinoid
szignifikdns mértékli megemelkedése jelezte a felszivodas tényét.

Az adott karotinoid koncentracidéemelkedésének mértéke valdszinilsithetéen
Osszefliggésben van a molekulak eltér§ szerkezetébdl (polaritasabdl, azaz
oldékonysagabdl) kdvetkezé portomikronba torténd beéplilés aranyaval.

Az apolaros LY és BC csucsai mar a 6., az oxi-karotinoid (LU) a 12. éraban adott
maximum értéket.

A BC és LU értékei a maximumuk utan fokozatosan visszatértek a kiindulasi szintre,
ezzel szemben a LY esetében kisebb mértékii nbévekedést tapasztaltunk, ami viszont
elnyujtva jelentkezett.

A kombinalt adagolasok esetében ugy tapasztaltuk, hogy az apolaros karotinoid (LY)
rontja a két oxi-karotinoid (LU, ZX) hasznosulasat.

Az egyes karotinoidok szinez6 hatasanak teriiletén
Japan furjekkel végzett modell kisérleteinkbdl megallapithattuk, hogy

a takarmanyba kevert likopin felszivodik és bekeril a tojomadar karotinoid
metabolizmusaba;

a LY deponalddik a tojassargajaba és ndveli annak szinintenzitasat;

de a metabolizmus soran nem fejt ki provitamin hatast;

a Vér trigicerid és Kkoleszterin szintjének csOkkenése sejteti, hogy a LY
kélcsbnhatasba Iép a lipidmetabolizmus egyes tényezéivel is;

a LY antioxidans hatasa — vasredukcios képesség mérésével (FRAP) nem, de
TBARS modszerrel igazolhato volt.

Az eredmények mind az Adllati eredetli élelmiszerek min6ésége, mind
taplalkozastudomanyi nézépontbdl figyelmet érdemelnek.

Az objektiv szinmérés teruletén

A direkt miszeres szinmérés egyéb modszerekkel (fotometria, HPLC, YCF)
Osszehasonlitva jo eredményt ad a tojasok oxikarotinoid (LU+ZX) tartalmarol.

Az emlitett médszerek kdzll a fotometria és a HPLC vegyszer és miiszer igényével
szemben mutat elényoket.

A YCF szinmingsitésének egyszeriisége ellenére a vizsgald szubjektivitasa és a
faradas ott hatranyt jelent.

A karotinoid koto fehérje teriiletén

Hazitydk vékonybelébdl (duodenum, jejunum) és majabdl sikertlt kimutatnunk egy
BC-kotd fehérje frakciot. llyen fehérjét — ismereteink szerint eddig csak gorény
majabdl mutattak ki (Rao, és mtsai, 1997). Az altaluk cellular carotenoid binding
proteinnek (CCBP) nevezett fehérje feltételezhetéen a karotinoidok sejtszint(
metabolizmusaban, mint a molekulat védd, az adott helyre juttatdé és a metabolikus
valtozasok végbemeneteléhez szlkséges faktor szerepel.

Sajat vizsgalataink ezt alatamasztjak, és a bélnyalkahartyabdl t6rténé kimutatassal a
CCBP abszorpcidban betolttt szerepét is feltételezik.

A tovabbi jellemzés érdekében, egyéb, kiléndsen a madarak anyagcseréjében
jelentés oxi-karotinoidokra vonatkozo vizsgalatokat tervezink.
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