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Το λυκοπένιο και άλλα καροτένια, ουσίες ευρέως διαδεδομένες στον φυτικό κόσμο και πρόσθετα τροφίμων, ελκύουν διεθνώς το επιστημονικό ενδιαφέρον λόγω των βιολογικών τους ιδιοτήτων καθ’ όσον παρουσιάζουν αντιοξειδωτικές και αντιμικροβιακές ιδιότητες και είναι πρόδρομα της βιταμίνης Α.


Η απομόνωση, προκειμένου να χρησιμοποιηθούν σαν φυσικά πρόσθετα (φυσικά αντιοξειδωτικά) και χρωστικές τροφίμων, όσο και ο ποσοτικός προσδιορισμός τους από διάφορες φυτικές πρώτες ύλες αποτελεί ευρύ αντικείμενο επιστημονικής έρευνας διεθνώς. Σήμερα η απομόνωση τους γίνεται με εκχύλιση υγρής-υγρής ή υγρής-στερεάς φάσης με οργανικούς διαλύτες όπως ακετόνη, αιθανόλη, μεθανόλη κ.α οι οποίοι όμως κρίνονται τοξικοί πλην της αιθανόλης και επιπλέον απαιτούνται σε 6-15 πλάσιες ποσότητες σε σχέση με τον όγκο του δείγματος ή της φυτικής πρώτης ύλης. Η απομόνωση και ο προσδιορισμός τέτοιων φυσικών αντιοξειδωτικών έχουν ιδιαίτερη σημασία για την τεχνολογία τροφίμων. Η τομάτα και τα απόβλητα της βιομηχανικής της κατεργασίας είναι μια πλούσια πηγή λυκοπενίου.

Τα τελικά προϊόντα περιέχουν έως και 50 ppm των παραπάνω τοξικών οργανικών διαλυτών, όπως καθορίζει η σχετική κοινοτική οδηγία.
Τα καροτένια και ιδιαίτερα το λυκοπένιο και το β-καροτένιο έχουν ιδιαίτερη σημασία στην ανθρώπινη διατροφή καθ’όσον αποτελούν φυσικά αντιοξειδωτικά που περιέxονται σε φρούτα και λαχανικά και είναι γνωστά για τις ευεργετικές ιδιότητες τους στην ανθρώπινη υγεία.
.


Στόχος της παρούσας πτυχιακής είναι η εφαρμογή της χρωματογραφίας ανοιχτής στήλης (open column chromatography-OCC) στην απομόνωση λυκοπενίου και β-καροτενίου από τομάτα.

Στα πλαίσια της παρούσας πτυχιακής εφαρμόστηκε η OCC για την απομόνωση λυκοπενίου και β-καροτενίου από φρέσκια τομάτα.Το υλικό πλήρωσης της στήλης ήταν μίγμα MgO με HyfloSuper Cel και οι διαλύτες έκλουσης των καροτενοειδών ήταν ο πετρελαϊκός αιθέρας,ο διαιθυλαιθέρας και η ακετόνη σε διάφορες αναλογίες. Στις ζώνες (bands) των απομονωμένων καροτενοειδών που παρελήφθησαν από τη στήλη της OCC τα καροτενοειδή προσδιορίσθησαν φασματοφωτομετρικά.

Α.ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ
Κεφάλαιο  1. Τα Καροτένια (δομή,κατάταξη, ιδιότητες)
Τα καροτενοειδή είναι φυσικά εμφανιζόμενες χρωστικές ενώσεις ,άφθονες στα φυτά και συχνά υπεύθυνες για το κόκκινο,κίτρινο και πορτοκαλί χρώμα στα φρούτα και λαχανικά.Συνήθως βρίσκονται σε διάφορα σκούρα λαχανικά όπως το καρότο,η πιπεριά,η τομάτα,η πάπρικα, σε λουλούδια και σε διάφορους μικροοργανι-σμούς.Χωρίς τα καροτενοειδή η φωτοσύνθεση και οι άλλες μορφές ζωής σε ατμόσφαιρα οξυγόνου θα ήταν αδύνατο να υπάρξουν.Περισσότερα απο 600 διαφορετικά καροτενοειδή έχουν απομονωθεί απο φυσικές πηγές και έχουν αναγνωριστεί ενώ 40 απο αυτά βρίσκονται στην καθημερινή διατροφή του ανθρώπου.Πρόσφατα μάλιστα αποδείχτηκε οτι η κατανάλωσή τους προλαμβάνει και προστατεύει τον ανθρώπινο οργανισμό από την εμφάνιση προβλημάτων υγείας όπως ο καρκίνος και τα καρδιαγγειακά νοσήματα.Στο ανθρώπινο αίμα και στους ιστούς  υπάρχουν 14 διαφορετικά είδη καροτενοειδών.Τα κυριότερα εξ’αυτών είναι το α-καροτένιο,το β-καροτένιο,η λουτεïνη,η ζεαξανθίνη ,το λυκοπένιο και η κρυπτο-ξανθίνη.

Η ακολουθία βιοσύνθεσης των καροτενοειδών σε φυτά είναι η εξής 
phytoene→phytofluene→ζ-καροτένιο→neurosporene→λυκοπένιο→γ-καροτένιο και β-καροτένιο.Κάθε ενζυματικό βήμα απο το phytoene στο λυκοπένιο προσθέτει ένα διπλό δεσμό στο μόριο και έτσι δημιουργείται το λυκοπένιο το οποίο είναι ένα συμμετρικό μόριο  που περιέχει 13 διπλούς δεσμούς.Το βιοσυνθετικό βήμα μετά το λυκοπένιο περιλαμβάνει την ενζυματική κυκλοποίηση των τελευταίων ομάδων που έχει ως αποτέλεσμα τη δημιουργία γ-καροτένιου(ένα β-δακτύλιο) και β-καροτένιου (δύο β-δακτύλιους).Η προσθήκη οξυγόνου στο μόριο οδηγεί στο σχηματισμό ξανθοφυλλών.
H συγκέντρωση κάθε καροτενοειδούς σε φρούτα και λαχανικά υποδηλώνει ποιό ένζυμο ή ποιά ένζυμα περιορίζονται κατά τη διάρκεια της βιοσύνθεσης.Για παράδειγμα η υψηλή συγκέντρωση λυκοπενίου στις κόκκινες τομάτες σημαίνει οτι υπάρχει έλλειψη επαρκούς ενζυμικής δραστηριότητας για να μετατρέψει το λυκοπένιο σε γ-καροτένιο.

Τα καροτενοειδή τροφίμων είναι συνήθως C40 τετρατερπενοειδή που προέρχονται απο 8 μονάδες C5 ισοπρενοειδών με συζυγή συστήματα διπλών δεσμών χτίζοντας ένα chromophor αρμόδιο για το κοκκινο,κίτρινο και πορτοκαλί χρώμα.Τα καροτενοειδή των υδρογονανθράκων καλούνται καροτένια ενώ εκείνα που περιέχουν οξυγόνο καλούνται ξανθοφύλλες.Το β-καροτένιο και το λυκοπένιο είναι υδρογονάνθρακες και ανήκουν στην κατηγορία των λιποδιαλυτών καροτενίων.
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Σχήμα 1. Καροτογένεση στα φυτά
Στο παραπάνω σχήμα παρουσιάζεται η διαγραμματική ακολουθία που λαμβάνει χώρα  κατα την καροτογένεση στα φυτά ενώ στην επόμενη σελίδα παρατίθενται οι χημικές δομές κάποιων βασικών καροτενοειδών.(Della B.Rodriguez-Amaya ph.D,2001)
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Σχήμα 2.   Χημικές δομές καροτενοειδών
Το λυκοπένιο είναι μια C40 πολυïσοπρενοειδής ένωση με 11 συζυγείς διπλούς δεσμούς C-C (άνθρακα-άνθρακα) και μπορεί γενικά να λάβει 2048 γεωμετρικές διαμορφώσεις.Ωστόσο,εξαιτίας του στερικού εμποδίου ,μόνο 72 ισομερή του λυκοπενίου είναι δομικά ευνοïκά.Απο διάφορες μελέτες που έχουν γίνει προκύπτει οτι το trans-λυκοπένιο και τα cis-ισομερή του όπως το 5-cis, 9-cis, 13-cis και 15-cis λυκοπένιο βρίσκονται στις τομάτες και στον άνθρωπο.Η χημεία και η βιολογική διαθεσιμότητα των trans και των cis ισομερών του λυκοπενίου είαι διαφορετικές.Μάλιστα ,τα  cis ισομερή του λυκοπενίου απορροφώνται καλύτερα απο τα trans λόγω του μικρότερου μήκους των cis ισομερών,της μεγαλύτερης διαλυτότητας των  cis ισομερών και της χαμηλής τάσης τους να σχηματίζουν συσσώματα.Τα cis ισομερή του λυκοπενίου αποτελούν το 50% του ολικού λυκοπενίου που υπάρχει στον ανθρώπινο ορό και τους ιστούς.Στη ντομάτα και στα τρόφιμα που ειναι βασισμένα σε ντομάτα ,το trans λυκοπένιο αποτελεί το 79-91% του συνολικού λυκοπενίου.
Το λυκοπένιο είναι με άλλα λόγια μια κόκκινη χρωστική ουσία που μπορεί να ενεργήσει ως αντιοξειδωτικό με την απόσβεση των ελευθέρων ριζών που διαμορφώνονται κατα  τη διάρκεια του κανονικού μεταβολισμού και μπορεί να απενεργοποιήσει τους παράγοντες που διασπούν την αλυσίδα του DNA και εμπλέκονται σε διάφορες μορφές καρκίνου.

Εκτός απο τις αντιοξειδωτικές ιδιότητές του,το λυκοπένιο επιδρά επίσης θετικά στην επικοινωνία μεταξύ των κυττάρων και διαμορφώνει τα ορμονικά ,ανοσοποιητικά συστήματα και άλλες μεταβολικές οδούς που μπορεί να είναι υπεύθυνα για τα θετικά αποτελέσματα.(Rao and Agarwal,1999).
Οι επιδημιολογικές μελέτες έχουν δείξει θετικές επιπτώσεις στην ανθρώπινη υγεία απο την κατανάλωση τροφών με υψηλή περιεκτικότητα σε λυκοπένιο και συκεκριμένα η αυξημένη κατανάλωση ντομάτας και προïόντων ντομάτας μπορεί να επιφέρει μείωση του κινδύνου ορισμένων ασθενειών όπως ο προστάτης και ο καρκίνος του στομάχου(Giovannucci,1999).Η παρουσία του στη διατροφή σχετίζεται θετικά με τη μειωμένη εμφάνιση καρκίνου(Giovannucci et al ,195 Rao and Agarwal,1998) ειδικά του προστάτη,του πάγκρεας,του εντέρου,του φάρυγγα και μέχρι ενός σημείου του καρκίνου του στομάχου και τη μείωση εμφάνισης καρδιαγγειακών παθήσεων.Σύμφωνα με έρευνες που έχουν γίνει ,το λυκοπένιο επηρεάζει τη λειτουργία των πνευμόνων καθώς επίσης και την εμβρυική ανάπτυξη. Τέλος, θα πρέπει να αναφερθεί και η συνεργιστική δράση των καροτενοειδών με άλλες βιοενεργές ενώσεις που βρίσκονται στους καρπούς και τα λαχανικά(Barba et al,2006).
Τα καροτενοειδή είναι πρόδρομες ουσίες της βιταμίνης Α,που είναι απαραίτητη για την κανονική όραση ,ανάπτυξη και εμβρυική εξέλιξη(Seoa et al, 2005) και έχουν τη δυνατότητα να λειτουργήσουν ως αντιοξειδωτικά(Κlebanov et al,1998) με τη σάρωση των ελευθέρων ριζών οξυγόνου και τη μείωση της οξειδωτικής πίεσης στον οργανισμό αφού έχουν την ικανότητα να παγιδεύουν οχι μόνο τις ελεύθερες ρίζες υπεροξυλιπιδίων,αλλά και τα στοιχειώδη σωματίδια οξυγόνου.Συγκεκριμένα το λυκοπένιο δε μετατρέπεται σε βιταμίνη Α αλλά δρά ως αντιοξειδωτικό αντικαρκινικο.Μία άλλη σημαντική ιδιότητα των καροτενοειδών είναι η θετική επίδραση που έχουν στο ανοσοποιητικό σύστημα και στην επικοινωνία μεταξύ των κυττάρων.(Su et al,2002).
Μεταξύ των κοινών διατροφικών καροτενοειδών, το λυκοπένιο έχει την υψηλότερη ικανότητα singlet οξυγόνου in vitro (Vertzoni et al ,2006) τουλάχιστον δύο φορές της αντιοξειδωτικής ικανότητας του β-καροτένιου ακολουθούμενου της κρυπτοξανθίνης ,του β-καροτενίου,της λουτεïνης και της ζεαξανθίνης (Chen et al,2004).Η σταθερά απόσβεσης των στοιχειωδών σωματιδίων οξυγόνου του λυκοπένιου είναι διπλή απο αυτή του β-καροτενίου και περίπου 10 φορές απο αυτή της α-τοκοφερόλης.
Έπειτα απο πολλές έρευνες αποδείχτηκε οτι τα καροτενοειδή όπως η λουτεïνη και το β-καροτένιο δρούν ως αντιοξειδωτικά και ετσι μπορούν να ενισχύσουν την υποβάθμιση της LDL ενώ ταυτόχρονα μπορούν να αποτρέψουν την εμφάνιση καρδιαγγειακών παθήσεων(Chen et al,2004).Ακόμη η λουτεïνη και η ζεαξανθίνη μπορούν να είναι προστατευτικές για τις ασθένειες των ματιών αφού απορροφούν το βλαβερό μπλέ φώς που μπαίνει στο μάτι.(Krinskyand Johnson,2005).
Η λουτεïνη έχει χημειοπροστατευτική δραστηριότητα,προκαλεί την επικοινωνία συνδέσεων χάσματος μεταξύ των κυττάρων και εμποδίζει την υπροξείδωση λιπιδίων in vitro αποτελεσματικότερα απο τα καροτένια και το λυκοπένιο.Η β-κρυπτοξανθίνη  η οποία βρίσκεται στα πορτοκάλια ,παπάγια,πεπόνι,δαμάσκηνα και ροδάκινα μπορει να αποσβέσει τα στοιχειώδη σωμάτια οξυγόνου και να διεγείρει τη δραστικότητα της προβιταμίνης Α.Μια έρευνα που έχει γίνει απο τους Dugal et al έδειξε οτι η β-καροτίνη εμφανίζεται να δρα ως αντιοξειδωτικό στην προστασία της LDL απο τη μεταδιδόμενη οξείδωση μέσω κυττάρων.

Η β-καροτίνη είναι η σημαντικότερη προβιταμίνη Α,καθώς επικρατεί στα φυτικά τρόφιμα τα οποία καταναλώνονται απο τον άνθρωπο και είναι η προβιταμίνη Α με τη μέγιστη δραστηριότητα.Τα β-καροτένια αποτελούν το 60-70% των συνολικών καροτενοειδών.Ακόμη,το β-καροτένιο λειτουργεί  ως μηχανισμός απαγωγής των ριζών υπεροξειδίου,ειδικότερα σε χαμηλή τάση οξυγόνου.Αυτή η δραστηριότητα μπορεί να εμφανιστεί και απο άλλα καροτενοειδή.Η αλληλεπίδραση των καροτενοειδών με τις ρίζες υπεροξειδίου μπορεί να προχωρήσει μέσω ενός ασταθούς β-καροτένιου ριζικό σύμπλοκο.Τα καροτενοειδή ριζικά σύμπλοκα έχει αποδειχθεί οτι έχουν σταθερή μεσομέρεια και έχει προβλεπεί οτι είναι σχετικά αδρανή.Μπορούν να υποβάλλονται σε περαιτέρω διάσπαση έτσι ώστε να δημιουργηθούν προïόντα τα οποία δεν έχουν ρίζες και μπορούν να τερματίσουν ριζικές αντιδράσεις με τη δέσμευση των ελεύθερων επιθετικών ριζών.Τα καροτενοειδή λειτουργούν ως αντιοξειδωτικά ενώ αντιδρούν πιο γρήγορα με τις υπεροξειδικές ρίζες απ’ότι με τις ακόρεστες αλυσίδες ακυλίου.Σε αυτή τη διαδικασία τα καροτενοειδή καταστρέφονται.
Τέσσερις μεγάλες επεμβατικές δοκιμές έγιναν με σκοπό να δοκιμάσουν την υπόθεση οτι προστατεύει τους ανθρώπους απο τον καρκίνο και/ή τα καρδιαγγειακά νοσήματα.Αυτές οι μελέτες χρησιμοποίησαν ένα συμπλήρωμα β-καροτενίου με ή χωρίς άλλα θρεπτικά συστατικά.
1) Συγκεκριμένα ,η μελέτη πρόληψης καρκίνου απο α-τοκοφερόλη και β-καροτένιο που έγινε στη Φιλανδία η οποία ονομάζεται και ATBC μελέτη (Alpha-tocopherol Beta-carotene Cancer Prevention Study) ,σχεδιάστηκε για να εξετάσει την επίδραση που έχει το β-καροτένιο και η βιταμίνη Ε στον καρκίνο του πνεύμονα.Η ATBC μελέτη είναι μια δοκιμή με ελεγχόμενα ψευδοφάρμακα όπου ανέθεσαν στους παθητικούς καπνιστές του ανδρικού φύλου να λάβουν 20mg β-καροτένιου και/ή 50 mg α-τοκοφερόλης ανά ημέρα.

Υπήρξε ένα ποσοστό αυξήσεως 8% του ρίσκου του θανάτου για τους καπνιστές που έλαβαν τα συμπληρώματα β-καροτένιου για 5-8 χρόνια.Επίσης,μεταξύ αυτών που συμμετείχαν στην  ATBC μελέτη,η λήψη συμπληρωμάτων β-καροτένιου σχετίστηκε με μια μικρή αύξηση στην αμυγδαλή τους.Τέλος,αυτό που παρατηρήθηκε ήταν οτι υπήρξε αύξηση της πιθανότητας εμφάνισης στεφανιαίας νόσου ή καρδιαγγειακών νοσημάτων στις ομάδες ανθρώπων που έλαβαν είτε β-καροτένιο είτε συνδυασμό α-τοκοφερόλης με β-καροτένιο.
2) Η δοκιμή αποτελεσματικότητας του β-καροτένιου και της ρετινόλης στις Ηνωμένες Πολιτείες Αμερικής (the Beta-Carotene and Retinol Efficacy trial,ή CARET) σχεδιάστηκε για να εξετάσει την επίδραση που έχει το β-καροτένιο και η βιταμίνη Α στον καρκίνο του πνεύμονα.Η μελέτη CARET περιελάμβανε άντρες και γυναίκες που έχουν μεγάλη πιθανότητα εμφάνισης του καρκίνου του πνεύμονος λόγω του καπνίσματος και της επαγγελματικής έκθεσής τους σε αμίαντο.Σε αυτή τη δοκιμή χρησιμοποιήθηκε μια συνδυαστική θεραπεία με 30 mg β-καροτένιου και 25000 IU βιταμίνης Α εναντίον των ψευδοφαρμάκων.Η πιθανότητα εμφάνισης καρκίνου των πνευμόνων αυξήθηκε κατα 17% στους καπνιστές που εφοδιάστηκαν με συμπλήρωμα β-καροτένιου έναντι αυτών που κατανάλωσαν ψευδοφάρμακα.
3) Η μελέτη των ιατρών υγείας(Physicians Health Study ή PHS) πραγματοποιήθηκε με στόχο να αποδειχθεί κατα πόσο το β-καροτένιο μπορεί να μειώσει τον καρκίνο και τα καρδιαγγειακά νοσήματα.H PHS μελέτη περιελάμβανε την κατανάλωση 50 mg β-καροτενίου ή ψευδοφαρμάκων σε εναλλασσόμενες μέρες απο άντρες ιατρούς εκ των οποίων το 11%  εξ’αυτών ήταν πρόσφατοι καπνιστές.Η συμπλήρωση του τεστ έγινε κατα τη διάρκεια 12 ετών και δεν ήταν επωφελείς ούτε επιβλαβή όσον αφορά τη συχνότητα εμφάνισης κακοηθών νεοπλασμάτων,καρδιαγγειακών παθήσεων και θανάτου απο κάθε αίτιο.Σε όλες αυτές τις μελέτες,χρησιμοποιήθηκαν πολύ υψηλότερες δόσεις του β-καροτενίου απο το ποσοστό (β-καροτενίου) που θα είχε προσληφθεί κατα την καθημερινή διατροφή του ανθρώπου.Το αποτέλεσμα ήταν η αύξηση του επιπέδου αίματος έως και 6 φορές απο το επίπεδο του β-καροτένιου στην έρευνα για την εξέταση υγείας και διατροφής στις Ηνωμένες Πολιτείες Αμερικής (Health and Nutrition Examination Survey of the United States)
4) Τέλος ,η Linxian δοκιμή διεξάχθηκε στην Κίνα και σχεδιάστηκε για την εκτίμηση της επίδρασης των θρεπτικών ουσιών στον καρκίνο του γαστρεντερικού σωλήνα.Ο πληθυσμός της Linxian επιλέχθηκε για αυτή τη μελέτη λόγω των ιδιαίτερα υψηλών ποσοστών εμφάνισης καρκίνου του γαστρεντερικού σωλήνα όπως στον οισοφάγο και και το στομάχι και η υψηλή επικράτηση του περιθωριακού μικροθρεπτικού βαθμού όπως το β-καροτένιο ,ρετινόλη ,ριβοφλαβίνης και βιταμλινης C και Ε.Οι άνθρωποι που συμμετείχαν σε αυτό το πείραμα έλαβαν ένα συνδυασμό θρεπτικών ουσιών (15mg β-καροτενίου,30mg α-τοκοφερόλης και 50 μg σελήνιο) και το αποτέλεσμα ήταν μείωση της τάξεως του 9% στη θνησιμότητα του καρκίνου και 21% μείωση στη θνησιμότητα του καρκίνου του στομάχου κατά τη διάρκεια πενταετούς περιόδου. 
Τα αρνητικά αποτελέσματα σε 3 απο τις 4 μελέτες παρέμβασης θα μπορούσαν να οφείλονται στη λάθος χρήση της δόσης του καροτενίου ή στη λάθος διάρκεια της θεραπείας.Επίσης,ένας άλλος παράγοντας  είναι η αργοπορημένη παρέμβαση όταν η εμφάνιση καρκίνου ήταν ήδη παρούσα λόγω της προïστορίας  των συμμετεχόντων. Απο το συνδυασμό των επιδημιολογικών και παρεμβατικών δεδομένων που προέκυψαν απο τις δοκιμές αυτές θα μπορουσε να υποτεθεί οτι οι ευεργετικές επιπτώσεις του β-καροτενίου παρουσιάζονται σε φυσιολογικά ή διαιτητικά επίπεδα πρόσληψης ενώ οι επιβλαβείς επιπτώσεις διαπιστώνονται σε μκρό ποσοστό πληθυσμού όταν τα φαρμακολογικά επίπεδα δίνονται.Στα υψηλά επίπεδα  χορήγησης των συμπληρωμάτων β-καροτενίου και των διαφόρων μεταβολικών προïόντων του στους ιστούς του πνεύμονα όπου σε συνδυασμό με τον καπνό του τσιγάρου και/ή την έκθεση στον αμίαντο θα μπορούσε να έχει στο αρνητικό αποτέλεσμα.

Τα ευργετικά αποτελέσματα που παρατηρήθηκαν κατα τη Linxial δοκιμή θα μπορούσαν να οφείλονται τις συνθήκες του περιβάλλοντος στη φτωχότερη διατροφική κατάσταση και στη μειωμένη δόση β-καροτενίου σε συνδυασμό με τη βιταμίνη Ε  και το σελήνιο στον πληθυσμό της Κίνας.
Υπάρχουν αναφορές για τα θετικά αποτελέσματα που έχει η κατανάλωση της ωμής ντομάτας σε σχέση με καρκίνους της στοματικής κοιλότητας,του φάρυγγα,του οισοφάγου,του στομάχου,του παχέος εντέρου και του ορθού με πιο ισχυρά αποτελέσματα στη νεοπλασία του στομάχου.Το αντίστροφο ισχύει όσον αφορά την πρόσληψη λυκοπενίου και τον κίνδυνο που υπάρχει για εμφάνιση καρκίνου του προστάτη,του παγκρέατος και του στομάχου.Σε κάποιες έρευνες που έγιναν για τα τρόφιμα που έχουν ως βάση τους τη ντομάτα(Health Professional Follow-up study και Seventh-Day Adventist study),παρατηρήθηκε μείωση του κινδύνου καρκίνου του προστάτη.Ωστόσο,χρησιμοποιώντας υποθετικά πρότυπα που δέχτηκαν έλεγχο κατα τη διεξαγωγή των ερευνών για την ηλικία,το βάρος σώματος,την κοινωνικοοικονο-μική κατάσταση,το κάπνισμα,την υπέρταση και το ιστορικό της οικογένειας ως προς τη νόσο,η προστασία του λυκοπένιου παρέμεινε ανεξάρτητη και οι συσχετίσεις για το α-καροτένιο και το β-καροτένιο εξαλείφθησαν σε μεγάλο βαθμό.Τέλος,το συμπέρασμα των συντακτών ως προς  το λυκοπένιο ή κάποιας ουσίας που σχετίζεται με αυτό,ήταν οτι η κατανάλωση λαχανικών έχει προστατευτική επίδραση στον κίνδυνο εμφάνισης εμφάνισης εμφράγματος του μυοκαρδίου. 
Υπάρχουν 20 διαφορετικά καροτενοειδή παρόντα στο ανθρώπινο πλάσμα οι περισσότερες εκ των οποίων είναι η λουτεïνη,το λυκοπένιο,η β-κρυπτοξανθίνη,το α- και β-καροτένιο,και τα οποία είναι σε θέση να αποσβέσουν τις παραγόμενες απο το οξυγόνο ελεύθερες ρίζες(Talwar et al,1998).
             Τα καροτενοειδή έχουν πολλαπλές αντιοξειδωτικές ιδιότητες ,συμπεριλαμβανομένου του να καθαρίζει τα σωματίδια οξυγόνου και τις υπεροξειδικές ρίζες.Οι περισσότερες εργασίες που αφορούν τις ιδιότητες καθαρισμού των καροτενοειδών (ασταξανθίνη,καταξανθίνη,κρυπτοξανθίνη,ζεαξανθίνη,λυκοπένιο και β-καροτένιο) έχουν γίνει χρησιμοποιώντας ζωντανούς οργανισμούς και τεχνητό περιβάλλον για τα πειράματα.Έχει αποδειχθεί οτι το β-καροτένιο μπορεί να αποτρέψει τη μεσολάβηση των σωματιδίων οξυγόνου με τα λιπίδια και να αποτρέψει την οξείδωση του λινολεïκού οξέως ή το σχηματισμό υποεροξειδικών ριζών.Έχει επίσης εξεταστεί η αποτελεσματικότητα άλλων καροτενοειδών όπως οι ξανθοφύλλες, η λουτεïνη,η ζεαξανθίνη και η ασταξανθίνη.Η αντιοξειδωτική δράση ορισμένων αντιοξειδωτικών έχει εξεταστεί απο  τους Kiokias και  Gordon (2004).Το λυκοπένιο δρα σαν αντιοξειδωτικό ,αντικαρκινογόνος και αντιμεταλλαξιογόνος παράγοντας,αποτρέπει την οξείδωση της χαμηλής πυκνότητας λιποπρωτεïνης (LDL) χοληστερόλης και μειώνει τον κίνδυνο αρτηριοσκλήρωσης και καρδιαγγειακών παθήσεων (Rao & Agarwal,1999) .

Πολλές επιδημιολογικές μελέτες έδειξαν ισχυρή συσχέτιση ανάμεσα στην πρόσληψη καροτενοειδών και τη μείωση του κινδύνου εμφάνισης καρκίνου,ασβεστοποίησης των οστών και πνευμονικών παθήσεων.Οι Krinsky και Johnson(2006),Barba et al(2006),καθώς και οι  Su et al(1999) περιγράφουν λεπτομερώς τις επιδράσεις των καροτενοειδών στην υγεία.

Είναι ευρέως γνωστό οτι τα καροτενοειδή αλληλεπιδρούν με τα φωσφολιπίδια (πχ. λεκιθίνη) σε βιολογικές μεμβράνες και παρέχουν δομική σταθερότητα.Η παρουσία πολικών καροτενοειδών στη φάση των λιπιδίων έχει αντίκτυπο στις φυσικές ιδιότητες των μεμβρανών,διαμορφώνοντας τη ρευστότητα και αλλάζοντας το όριο διείσδυσης των μικρών μορίων ,συμπεριλαμβανομένου και του οξυγόνου.Οι Baros et al (2001) παρήγαγαν σε βιομηχανική  κλίμακα λυκοπένιο,ασταξανθίνη και περιδίνη.

Οι Romanchik et al(1997) πρόσθεσαν λουτεïνη ,λυκοπένιο ή β-καροτένιο σε LDL ή στον ορό in vitro.Μελέτησαν τα αποτελέσματα στη διανομή καροτενοειδούς ,τη σύνθεση LDL ,και την οξείδωση LDL.
            Τα καροτενοειδή είναι διαιτητικά αντιοξειδωτικά που μεταφέρονται με τις λιποπρωτεïνες του πλάσματος ,πρώτιστα με την χαμηλής πυκνότητας λιποπρωτεïνη(LDL).
            Σε αυτή τη μελέτη οι in vitro μέθοδοι χρησιμοποιήθηκαν για την αύξηση συγκεκριμένων ποσών καροτενοειδών σε LDL. Απο την προσθήκη του καροτενοειδούς σε απομονωμένο LDL ή στον ορό,που ακολουθήθηκε απο την απομόνωση των λιποπρωτεïνών,τα δείγματα LDL ήταν εμπλουτισμένα με τετραπλάσιες έως 150-πλάσιες ποσότητες λυκοπενίου,με διπλάσιες έως 15πλάσιες ποσότητες λουτεïνης,ή τριπλάσιες έως 25πλάσιες με β-καροτένιο.Ο εμπλουτισμός με τα συγκεκριμένα καροτενοειδή επιτεύχθηκε χωρίς επιρροή της ηλεκτροφορητικής κινητικότητας λιποπρωτεïνης ,της χοληστερόλης του στην πρωτεïνική αναλογία ή των επιπέδων άλλων καροτενοειδών ή α-τοκοφερόλης.Οι διανομές μεταξύ των λιποπρωτεïνων του καροτενοειδούς που προστέθηκαν στον ορό ήταν παρόμοιες αλλά όχι ίδιες με τις διανομές των ενδογενών καροτενοειδών.Ειδικότερα,για την προστιθέμενη λουτεïνη βρέθηκε μια μεγαλύτερη αναλογία σε  HDL,και για προστιθέμενο β-καροτένιο βρέθηκε περισσότερο στη πολύ χαμηλής ποιότητας λιποπρωτεïνη (VLDL). Μελετήσαμε έπειτα την επίδραση του εμπλουτισμού LDL με τα συγκεκριμένα καροτενοειδή στην ευαισθησία της στην οξείδωση απο τα ιόντα χαλκού.Λουτεïνη ,β-κρυπτοξανθίνη,λυκοπένιο και β-καροτένιο,τα οποία είναι τα τέσσερα σημαντικά καροτενοειδή του πλάσματος, και η α-τοκοφερόλη ,καταστράφηκαν πριν απο το σχηματισμό των προïόντων υπεροξείδωσης  λιπιδίων.Τα ποσοστά καταστροφής των μεμονωμένων καροτενοειδών ήταν διαφορετικά,το λυκοπένιο καταστράφηκε πολύ γρήγορα ενώ η λουτεïνη πιο αργά. Κατα συνέπεια το β-καροτένιο ήταν το μοναδικό μεταξύ των καροτενοειδών που μελετήθηκαν που είχε σημαντική επίδραση στην οξείδωση της  LDL in vitro.
Τα καροτενοειδή είναι μια κατηγορία λιπόφιλων χρωστικών ουσιών που βρίσκονται στη φύση σε μια ευρεία ποικιλία φρούτων και λαχανικών.Υπάρχει ενδιαφέρον για το μεταβολισμό τους και πιθανή βιολογική και σχετική με την υγεία λειτουργία λόγω των καλά καθιερωμένων συσχετισμών μεταξύ της κατάποσης των φρούτων και λαχανικών και του μειωμένου κινδύνου χρόνιων παθήσεων όπως ο καρκίνος και η αρτηριοσκλήρυνση.Σύμφωνα με επιδημιολογικές έρευνες που έχουν εξετάσει τον κίνδυνο ασθενειών και την πρόσληψη συγκεκριμένων καροτενοειδών,πρότειναν έναν αντίστροφο συσχετισμό μεταξύ των επιπέδων πλάσματος της α-τοκοφερόλης και καροτενοειδών και στην επίπτωση των στεφανιαίων καρδιακών παθήσεων .Εντούτοις,σε άλλη συμπλήρωση μελετών των διατροφών με β-καροτένια δεν είχε καμμία επίδραση στον καρκίνο ή την καρδιαγγειακή πάθηση(Physician’s Health Study). 
  Κεφάλαιο 2.  Τα Καροτένια στα Τρόφιμα

Τα καροτενοειδή υπάγονται σε μια μεγάλη ποικιλία φρούτων και λαχανικών όπως το καρπούζι, η τομάτα,το πορτοκάλι,το καρότο,η κόκκινη πιπεριά και το γκρέïπφρουτ.Το κόκκινο χρώμα των παραπάνω φρούτων οφείλεται στο φωτομετρούμενο λυκοπένιο (Fisch et al,2002).Το λυκοπένιο είναι πρόδρομη ουσία του β-καροτένιου και είναι το αφθονότερο καροτενοειδές στις τομάτες αποτελώντας το 85% των χρωστικών ουσιών οι οποίες είναι παρούσες.Σύμφωνα με πρόσφατες μελέτες που έχουν γίνει,έχουν καταδείξει τα πιθανά οφέλη στην υγεία μέσω μιας διατροφής πλούσιας σε τομάτες και προïόντα τομάτας.Επιπρόσθετα,η λεκιθίνη των αυγών είναι μια πλούσια πηγή βιοδιαθεσιμότητας λουτεïνης και ζεαξανθίνης.Αυτα τα καροτενοειδή διατίθενται σε μορφή συμπληρωμάτων(Krinsky and Johnson,2005).
Η λουτεïνη εμφανίζεται σε υψηλές συγκεντρώσεις στα πράσινα φυλλώδη λαχανικά και επίσης στο μάνγκο,στην παπάγια,στα πορτοκάλια,στα ακτινίδια,στα ροδάκινα,στα μπιζέλια,στα πράσινα φασόλια,στο μπρόκολο,στο λάχανο,στο μαρούλι,στα δαμάσκη-να,στην κολοκύθα,στις γλυκές πατάτες και στο πεπόνι μελιτώματος(Su et al,2002).
Οι Kimura et al αναθεώρησαν τα στοιχεία της βιβλιογραφίας όσον αφορά την περιεκτικότητα σε καροτενοειδή των φυλλωδών λαχανικών που είναι οι πιο προσιτές,κα’όλη τη διάρκεια του χρόνου,πηγές καροτενοειδών παγκοσμίως.
Το Directive 2004/47/EG,το συμπλήρωμα του  95/45/EG που αφορά τα μίγματα καροτενίων και β-καροτενίου (το E 160),επιτρέπει την εξαγωγή αυτών των χρωστικών ουσιών απο τα διάφορα εδώδιμα φυτά ,άλγη, λαχανικά και φρούτα με οργανικούς διαλύτες όπως η ακετόνη,η μεθυαιθυλακετόνη,η μεθανόλη,η αιθανόλη,η προπανόλη-2,το εξάνιο και το CO2 ως αιθέρια έλαια , το αιθυλικό οξικό άλας ,οξικός ισοβουτυλικός ,ισοπροπανόλη,καθώς επίσης και τα ανώτερα όρια αυτών των διαλυτών στο τελικό προïόν.
Το λυκοπένιο (φυσικό κίτρινο 27, Ε 160 d m ΜΒ=536,85) επιτρέπεται να εξαχθεί απο την τομάτα με διχλωρομεθάνιο, CO2 ,οξικό αιθυλεστέρα , ακετόνη , προπανόλη-2,μεθανόλη,αιθανόλη,εξάνιο.Ο οργανικός διαλύτης πρέπει να προστεθεί μέχρι ποσότητας 50mg/kg εκτός απο το διχλωρομεθάνιο το οποίο προστίθεται σε ποσότητα 10mg/kg.Οι εμπορικές πηγές της λουτεïνης και της ζεαξανθίνης λαμβάνονται απο την εξαγωγή των πετάλων του κατιφέ.

Οι περιορισμοί σε διάφορα πιστοποιημένα χρώματα τροφίμων έχουν υποκινήσει το ενδιαφέρον για την εμπορική παραγωγή και σταθερότητα αποθήκευσης αυτών των φυσικών χρωστικών ουσιών καροτενοειδούς.Οι φυσικές χρωστικές ουσίες τροφίμων δε χρειάζεται να πιστοποιηθούν και μπορούν να απαριθμηθούν στα συστατικά απλώς ως <<χρωστικές>> (in Cinar)

Το λυκοπένιο (C.I. 75125) είναι μια κόκκινη φυσική χρωστική ουσία που χρησιμοποιείται στη βαφή διαφορετικών ειδών τροφίμων.

Η σημασία της αυξάνεται λόγω μιας πιο εκτενούς χρήσης των φυσικών ενώσεων στις βιομηχανίες καλλυντικών ,φαρμάκων και τροφίμων,μετά απο τις οδηγίες της ΕΕ υπέρ των φυσικών παρά συνθετικών ενώσεων(Cadoni et al,2000).
Τα φυσικά και συνθετικά καροτενοειδή ,που χρησιμοποιούνται ευρέως απο τους κατασκευαστές τροφίμων ως συνθετικές χρωστικές ουσίες τροφίμων επιτρέπονται στην ΕΕ και συνοψίζονται ως πρόσθετες ουσίες τροφίμων  καροτενοειδούς <<CFA>>.Τα CFA μπορούν να παραχθούν αρχικά απο διάφορα υλικά.Το β-καροτένιο (Ε 160 α (Ι)) λαμβάνεται απο την εξαγωγή με διαλύτες των εδώδιμων φυτών ή απο τα άλγη (Dunaliella salina) και μπορεί να συνοδευθεί φυσικά απο τα δευτερεύοντα καροτενοειδή(π.χ. α-καροτένιο).

Το λυκοπένιο (Ε 160 d) βρίσκεται επίσης στην παπάγια. Η λουτεïνη   συναντάται σε διάφορα φυτά ή λουλούδια.Η σχεδόν καθαρή β-καροτίνη (Ε 160 a (ii)) είναι διαθέσιμη απο τους μύκητες Blaskeslea trispora.Η κύρια χρωστική ουσία των εκχυλισμάτων κόκκινων πιπεριών είναι η καψανθίνη,συνοδευόμενη απο το καψορουμπίνιο και τα διάφορα δευτερεύοντα καροτενοειδή.Ο β-απο-80-καροτενοïκός όξινος αιθυλεστέρας (Ε 160 f), και η κανθακανθίνη (το Ε 161 g) ,που εισάγεται απο τον Roche στη δεκαετία του ’60,συντίθενται ως μαζικά προïόντα και χρησιμοποιούνται παγκοσμίως σε διάφορες μορφές.Σε σχέση με τα προηγούμενα έτη το ενδιαφέρον για τη χρήση των  φυσικών χρωστικών ουσιών έχει αυξηθεί στις μέρες μας.Ένας περιορισμένος αριθμός χρωστικών ουσιών είναι εμπορικά διαθέσιμος και μικρές εταιρίες έχουν αρχίσει να ερευνούν τη χρήση των  φυσικών χρωστικών ουσιών ως μέσο παραγωγής ενός οικολογικού προïόντος( Cadoni et al ,2000).Επίσης χρησιμοποιούνται ως συστατικό χρώματος σε πολλές μορφές τροφίμων(Barba et al,2006).Ο άνθρωπος απαιτεί έναν ανεφοδιασμό του β-καροτενίου και σχετικών ενώσεων για την προσθήκη τους ως χρωστικές ουσίες σε πολλά κατασκευασμένα τρόφιμα,ποτά και ζωικές τροφές ,είτε υπό μορφή φυσικών εκχυλισμάτων είτε ως καθαρές ενώσεις που κατασκευάζονται με χημική σύνθεση.Τα καροτενοειδή μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως φυσικές χρωστικές ουσίες τροφίμων ή ως πρόσθετες ουσίες τροφών στην υδατοκαλλιέργεια.

Μια σύγχρονη τάση προς τα φυσικά χρώματα τροφίμων ενισχύεται απο έναν πιθανό συσχετισμό μεταξύ της κατανάλωσης ορισμένων καροτενοειδών και τη μειωμένη εμφάνιση διαφόρων μορφών καρκίνου αλλά και άλλων ασθενειών (πχ. λυκοπένιο και ο προστάτης) (Kucuk et al ,2002 Giovannucci,2002).Οι εξελίξεις επι του θέματος καταδεικνύονται απο τα νέα προïόντα που βγήκαν στην αγορά κατά τη διάρκεια των προηγούμενων ετών πχ.μια ημιλιπαρή μαργαρίνη που περιέχει λυκοπένιο και τη λουτεïνη ως συμπληρώματα(Breithaupt,2004).

Τα καροτενοειδή είναι φυσικά αντιοξειδωτικά που υπάρχουν στα φυτά και είναι συχνά υπεύθυνα για το κόκκινο , κίτρινο και πορτοκαλί χρώμα των φρούτων και λαχανικών.Επίσης υπάρχουν και σε ορισμένα σκούρα πράσινα λαχανικά. Ωστόσο, κυρίως βρίσκονται στα καρότα,τις πράσινες πιπεριές ,τις τομάτες ,τις κόκκινες πιπεριές,τα λουλούδια και σε ορισμένους μικροοργανισμούς (Cinar,2004,Sass-Kiss,2005)
Φυσικά και τεχνητά καροτενοειδή χρησιμοποιούνται ευρέως σαν πρόσθετα σε διάφορα βιομηχανικά τρόφιμα και ποτά(Faure et al,1999),κατηγοριοποιημένα ως «πρόσθετες καροτενοειδείς ουσίες τροφίμων» (CFA) επιτρέπονται στην ευρωπαïκή ένωση και μπορούν να παραχθούν απο πολλες πρώτες ύλες (σύμφωνα με την οδηγία 2004/47/EG) ,με εκχύλιση με οργανικούς διαλύτες όπως ακετόνη,μεθυλαιθυλακε-τόνη,μεθανόλη,αιθανόλη,εξάνιο, CO2, πετρελαïκό αιθέρα,ισοπροπανόλη.Το λυκο-πένιο (Clinton,1998) είναι μια κόκκινη χρωστική που χρησιμοποιείται για τη χρώση διαφόρων ειδών τροφίμων και συνήθως εκχυλίζεται απο τομάτα με  CO2 .Σύμφωνα με τους κανονισμούς της ευρωπαïκής ένωσης για χρήση σε τρόφιμα ,οι οργανικοί διαλύτες πρέπει να απομακρύνονται σε ποσοστό 50mg/kg (Cadoni et al,2000).

Στον παρακάτω πίνακα παρατίθενται οι συγκεντρώσεις της τομάτας,των προïόντων τομάτας  καθώς και διαφόρων φρούτων και λαχανικών σε καροτενοειδή
Πίνακας 1.    Συγκεντρώσεις διαφόρων τροφίμων σε καροτένια 
	ΤΡΟΦΙΜΑ
	ΛΥΚΟΠΕΝΙΟ
	α-ΚΑΡΟΤΕΝΙΟ
	Β-ΚΑΡΟΤΕΝΙΟ
	Γ-ΚΑΡΟΤΕΝΙΟ
	ΛΟΥΤΕΙΝΗ

	Κέτσαπ
	17,23
	-
	0,59
	3,03
	-

	Χυμός τομάτας
	10,77
	-
	0,27
	1,74
	0,06

	Χυμός λαχ/κών
	9,66
	0,21
	0,83
	1,74
	0,08

	Τομάτα
	9,27
	-
	0,23
	1,50
	0,08

	Γκρεïπφρουτ
	3,36
	-
	2,34
	1,38
	-

	Παπάγια
	2,52
	0,02
	0,22
	0,01
	0,02

	Φρέσκα βερύκοκα
	0,01
	0,02
	1,59
	0,08
	0,09

	Πορτοκάλι
	-
	0,02
	0,06
	0,004
	0,35

	Μανταρίνι
	-
	Ο,05
	0,08
	0,05
	0,07


Οι συγκεντρώσεις των καροτενοειδών εκφράζονται σε mg/100gr ενώ στα σημεία που υπάρχουν κενά,δεν έχει ανιχνευθεί επαρκής ποσότητα καροτενοειδούς.
ΠΗΓΗ: Khachik et al. (1992)
           Όσον αφορά τις επιδράσεις των διαφόρων επεξεργασιών στην τομάτα και τα πράσινα λαχανικά(μπρόκολο,σπανάκι και πράσινα φασόλια),η μέτρια επεξεργασία δεν επιφέρει αλλαγές στα καροτενοειδή ενώ η παρατεταμένη θέρμανση (1 ώρα βρασμού) συντελεί στην ολική καταστροφή τους.Αποδείχτηκε οτι υπο αυτές τις συνθήκες μόνο τα πολυ ευαίσθητα καροτενοειδή καταστρέφονται σε μεγάλο βαθμό.Η βρασμένη τομάτα έδειξε πανομοιότυπη σύσταση καροτενοειδών με τη φρέσκια τομάτα. Παρόμοια αποτελέσματα έδειξαν και τα λαχανικά.Αναφέρθηκε οτι η σαπωνοποίηση των καροτενοειδών καταλήγει σε απώλειες περισσότερο κρίσιμες για τις ξανθοφύλλες παρά για τα καροτένια (Rodriguez-Amaya,2001)

Οι Lin et al(2005) μελέτησαν τη σταθερότητα των καροτενοειδών στο χυμό τομάτας κατα τη διάρκεια της αποθήκευσης .Ο χυμός τοματών υποβλήθηκε σε επεξεργασία με το ζεστό-σπάσιμο των τοματών στους 820C ,,διαλογή ,θέρμανση στους 1210C για 40 δευτερόλεπτα και έπειτα αποθήκευση στο σκοτάδι ή κάτω απο το φώς στους 4,250C και 350C για 12 εβδομάδες.
Τα αποτελέσματα έδειξαν οτι τα ποσά της trans λουτεïνης και cis-ισομερών της μειώθηκαν με το αυξανόμενο χρόνο αποθήκευσης για όλες τις επεξεργασίες.Το φως ενίσχυσε την υποβάθμιση και τον ισομερισμό της trans λουτεïνης και η 13- cis- λουτεïνη ήταν πιο ευαίσθητη στο σχηματισμό απο την 9-cis- λουτεïνη.Παρόμοιες τάσεις παρατηρήθηκαν και για το β-καροτένιο και για το λυκοπένιο.Εντούτοις,η ελαφριά έκθεση προώθησε το σχηματισμό της di—cis-,9-cis- και 13-cis- β-καροτένιο. Για το λυκοπένιο ,το 15-cis-λυκοπένιο ήταν το σημαντικότερο ισομερές που διαμορ-φώθηκε κατα τη διάρκεια της σκοτεινής αποθήκευσης στους 40C, ενώ το 9-cis και 13-cis-λυκοπένιο ευνοήθηκαν στους 250C ενώ το 5- cis- καθώς επίσης και το 13-cis-λυκοπένιο κυριαρχούσε στους 350C.Κατα την ελαφριά αποθήκευση ,το 9-cis- και το di-cis-λυκοπένιο (ΙΙ) ήταν τα κύρια ισομερή που παρήχθησαν στους 350C,ενώ το 13- cis- και το 15- cis-λυκοπένιο ήταν αφθονότερα στους 40C και 250C αντίστοιχα.
Όσον αφορά τη σχετική βιοδιαθεσιμότητα του β-καροτενίου απο λαχανικά σε σύγκριση με το καθαρισμένο β-καροτένιο παρατηρήθηκε μια διακύμανση μεταξύ 3-6% για τα πράσινα φυλλώδη λαχανικά,19-34% για τα καρότα και 22-24% φια το μπρόκολο(Brown, E. D., Micozzi, M. S., Craft, N. E., Bieri, J. G., Beecher, G., Edwards,B. K., Rose, A., Taylor, P. R. & Smith , J. C. 1989).Λίγα στοιχεία είναι διαθέσιμα για τη σχετική βιοδιαθεσιμότητα των καροτενοειδών εκτός απο το β-καροτένιο που υπάρχει στα λαχανικά.Πρόσφατες έρευνες έδειξαν οτι η σχετική βιοδιαθεσιμότητα της λουτεïνης που στηρίζεται σε μια διατροφή βασισμένη στην κατανάλωση μεγάλης ποικιλίας λαχανικών,είναι πολύ μεγαλύτερη απο αυτή του β-καροτενίου(67% και 14% αντίστοιχα).Το ίδιο διαπιστώθηκε και για τη σχετκή βιοδιαθεσιμότητα της λουτεïνης και του β-καροτενίου απο το σπανάκι(45% και 5,1% αντίστοιχα).Η απελευθέρωση της λουτεïνης σε ένα υδατικό περιβάλλον είναι ίσως υψηλότερη απ’ότι το β-καροτένιο λόγω της χαμηλότερης λιποφιλικότητας σε σχέση με το β-καροτένιο.Επιπροσθέτως,η βιοδιαθεσιμότητα της λουτεïνης φαίνεται να είναι χαμηλότερη στα πράσινα φυλλώδη λαχανικά σε σχέση με τα υπόλοιπα λαχανικά.
Η παρουσία των διαιτητικών ινών στα φρούτα και λαχανικά μπορεί να εξηγήσει εν μέρει τη χαμηλή βιοδιαθεσιμότητα των καροτενοειδών απο τρόφιμα που προέρχονται απο φυτά.Έχει παρατηρηθεί οτι οι φυτικές ίνες συγκρούονται με το σχηματισμό μικελλών μέσω του διαμερισμού των χολικών αλάτων και του λίπους στην πηκτή φάση των διατητικών ινών.Ωστόσο τα αποτελέσματα μέχρι σήμερα είναι αντιφατικά.(Castenmiller, J.J.M., West ,C. E., Linssen, J.P.H., van het Hof, K. H. &Voragen, A.G.J. 1999, Rock, C. L. & Swendseid, M. E. (1992))

Κεφάλαιο   3. Τα Καροτένια στην Τομάτα                                                 
               Τα καροτενοειδή είναι φυσικά αντιοξειδωτικά που υπάρχουν στα φυτά και είναι συχνά υπεύθυνα για το κόκκινο,κίτρινο και πορτοκαλί χρώμα των φρούτων και λαχανικών.Επίσης υπάρχουν και σε ορισμένα σκούρα πράσινα λαχανικά .Πρόσφατες επιδημιολογικές έρευνες έδειξαν οτι η κατανάλωση τομάτας και προïόντων διατροφής με βάση την  τομάτα, μειώνουν  τον κίνδυνο εμφάνισης καρκίνου. Αυτό το προστατευτικό αποτέλεσμα οφείλεται στα καροτενοειδή που υπάρχουν στα διάφορα φρούτα και λαχανικά.Το καροτένιο με τη μεγαλύτερη ποσότητα στην τομάτα είναι το λυκοπένιο σε συγκέντρωση 90-98% στην trans μορφή του.Ακόμη,σε μελέτη οπου πραγματοποίησε ο Giovannucci et al ,βρέθηκε οτι η κατανάλωση σάλτσας τομάτας και όχι φρέσκιας τομάτας ή φρέσκου χυμού τομάτας είναι η ισχυρότερη πρόβλεψη για υψηλή συγκέντρωση λυκοπενίου.Στον παρακάτω πίνακα φαίνονται οι συγκεντρώσεις προïόντων τομάτας σε λυκοπένιο.
Πίνακας 2.   Συγκεντρώσεις προïόντων τομάτας σε λυκοπένιο
[image: image3.png]Product Lycopene  Lycopene  Serving size

(mgr1o0g)  (marsening )
‘Spagh et sauce 186 23 12 cup (1250)
Tomato Juice 50 220 T cup @430)
Tomato Soup (cencs 108 17 1 cup (245 g prepared)
Watermelon a5 130 1 wedge (ap prox 116 of melon)
Tomato Paste 28 92 2 tablespoons (320)
Guava 52 85  cup (165.0)
Canned Tomatoes 27 65 1 cup @400)
Tomato powder 83 48 109
Rawtomatoes (r2d) 28 32 1 medium (123.9)
Tomato Ketchup. 167 25 1 tablespoon (1 50)
Pink Grapefruit 14 " 112 fuit (123 9)

‘Source: USDA Nalon! Nusrent Daabase for Sandars R efrence, Rekease 18 (2005)




ΠΗΓΗ:  USDA, 2005
               Παρατηρούμε οτι τη μεγαλύτερη ποσότητα λυκοπενίου ανα μονάδα σερβιρίσματος έχει ο χυμός τομάτας ,η τοματόσουπα καθώς και η κόκκινη σάλτσα για τα σπαγγέτι.Η απορρόφηση του λυκοπενίου βρέθηκε να είναι μεγαλύτερη στο θερμανθέν χυμό τομάτας απ’ότι στον μη επεξεργασμένο χυμό τομάτας , πιθανώς λόγω θερμικής ρήξης των κυτταρικών τοιχωμάτων απο την ενίσχυση της εκχυλίσεως του λυκοπενίου στο ελαιώδες μέσο με τη θερμότητα. Παρακάτω παρουσιάζονται άλλοι δύο πίνακες που απεικονίζουν τη συγκέντρωση προïόντων τομάτας και άλλων τροφίμων σε λυκοπένιο.
Πίνακας 3.  Συγκέντρωση λυκοπενίου στα προϊόντα τομάτας
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                        ΠΗΓΗ:USDA(2004)
Πίνακας 4. Συγκέντρωση λυκοπενίου στα τρόφιμα
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adapted from: Gerster HL AmerColl. Nut. 15,108 (1997)





                       ΠΗΓΗ:Gerster,1997
           Η διατροφική αξία του λυκοπενίου έχει αποδειχθεί σε μια in vivo μελέτη (Levy et al, 1995) όπου το λυκοπένιο φαίνεται να είναι πιο ισχυρό απο το α- και το β-καροτένιο αναστέλλοντας την ανάπτυξη των διαφόρων ανθρωπίνων καρκινικών κυττάρων.Μία υπόθεση για τη βιολογική δραστηριότητα των καροτενοειδών στην πρόληψη των ασθενειών βασίζεται στην αντιοξειδωτική ικανότητα των εν λόγω ενώσεων που μπορούν να προστατέψουν τα κύτταρα από την οξειδωτική καταστροφή τους.

           Στις αρχές του 1990, αναφέρθηκε για πρώτη φορά η ανίχνευση των προïόντων οξείδωσης του λυκοπένιου και της λουτεïνης στο ανθρώπινο πλάσμα(Khachik F, Beecher GR, Goli MB, Lusby WR,1991) .
          Όπως προαναφέρθηκε οι ντομάτες και τα προïόντα διατροφής με βάση τη ντομάτα αποτελούν την κυριότερη πηγή λυκοπενίου και άλλων καροτενοειδών όπως phytoene, phytofluene,ζ-καροτένιο,γ-καροτένιο,β-καροτένιο και neurosporene. Ωστόσο μόνο το β-καροτένιο,το α-καροτένιο και το γ-καροτένιο αποτελούν πρόδρομες ουσίες της βιταμίνης Α.Λόγω του οτι η μειωμένη πιθανότητα εμφάνισης του καρκίνου έχει συσχετιστεί με την υψηλή κατανάλωση τομάτας και προïόντων αυτής, αυτή η προστατευτική επίδραση αποδίδεται σε μεγάλο βαθμό στο λυκοπένιο. Παρόλο που το λυκοπένιο είναι το πιο σημαντικό καροτένιο στην τομάτα,η παρουσία άλλων μορφών καροτενίων δεν μπορεί να αγνοηθεί. Είναι αρκετά πιθανό οτι το λυκοπένιο σε συνδυασμό με άλλα καροτενοειδή που υπάρχουν στα  προïόντα τομάτας τα οποία και προαναφέρθηκαν,μπορεί να είναι υπεύθυνο για την παρατηρούμενη βιολογική δραστηριότητα.
Στο παρακάτω σχεδιάγραμμα παριστάνεται  μέρος της βιοσυνθετικής 
δραστηριότητας των καροτενίων.
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Σχήμα 3.Βιοσυνθετική δραστηριότητα των καροτενίων


Η απομόνωση και ανάλυση των καροτενοειδών γίνεται με τη χρήση μιας μεθόδου ,η οποία και θα αναλυθεί σε επόμενο κεφάλαιο,της HPLC.Έτσι λοιπόν για την τομάτα έχουμε τη φασματική ανάλυση του λυκοπενίου(σχήμα 4)και του β-καροτενίου (σχήμα 5)
[image: image23.png]



Σχήμα 4.Φάσμα του λυκοπενίου σε εξάνιο
[image: image7.emf]
Σχήμα 5.Φάσμα του β-καροτενίου σε εξάνιο
Τέλος,ανάλογα με τα στάδια ωρίμανσης της ντομάτας η συγκέντρωση του λυκοπενίου μεταβάλλεται ως εξής

Πίνακας 5.  Μεταβολή συγκέντρωσης του λυκοπενίου σε σχέση με τα                                                                          στάδια ωρίμανσης
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       ΠΗΓΗ: USDA-ARS (2002)
Κεφάλαιο 4. Ανάλυση και Εκχύλιση Καροτενοειδών

4.1. Μεθόδοι Ανάλυσης

· Συμβατική χρωματογραφία

· Τριχοειδής ηλεκτροχρωματογραφία (CEC)

· Υψηλής απόδοσης υγρή χρωματογραφία (HPLC)

· Αναλυτικοί μέθοδοι που χρησιμοποιούν HPLC

· Ανίχνευση ηλεκτροχημικών πινάκων (ED)

· Φασματοφωτομετρία θερμικού φακού (TLS)

· Φασματοσκοπία μάζας (MS)

· Πυρηνικός μαγνητικός συντονισμός (NMR)

· Φασματοσκοπία διέγερσης συντονισμού Raman

4.2 Ανάλυση καροτενοειδών

4.2.1. HPLC


Εκχύλιση ρετινόλης, τοκοφερόλης και καροτενοειδών από πλάσμα και ορό. Τα βήματα που απαιτούνται για την μελέτη των καροτενοειδών είναι εκχύλιση, διαχωρισμός, ταυτοποίηση και ποσοτικοποίηση. Τα καροτενοειδή είναι συνήθως διαλυτά σε λιπίδια και μη πολικούς διαλύτες, εκτός όταν υπάρχουν σαν συμπλέγματα με τις πρωτεϊνες και τα σάκχαρα. Ο Wyss στο άρθρο του περιγράφει λεπτομερώς τις μεθόδους εκχύλισης για βιολογικά υγρά και ιστούς. Γενικά, η εκχύλιση θα πρέπει να εκτελείται πολύ γρήγορα για να αποφευχθεί η έκθεση στο φως, το οξυγόνο και οι υψηλές  θερμοκρασίες και για να ελαχιστοποιηθεί η υποβάθμιση. Οι περισσότεροι μέθοδοι εκχύλισης καροτενοειδών σε πλάσμα και ιστό χρησιμοποιούν εξάνιο σαν διαλύτη. Γενικά η διαδικασία περιλαμβάνει ιζηματοποίηση πρωτεϊνων με πολικούς διαλύτες (συνήθως αιθανόλη) και εκχύλιση της ρετινόλης, των τοκοφερολών και των καροτενοειδών με μη πολικούς διαλύτες (συνήθως εξάνιο). Επειδή τα καροτενοειδή είναι φωτοευαίσθητες ουσίες, όλες οι πειραματικές διαδικασίες πρέπει να γίνονται σε σκοτεινούς χώρους με κόκκινο φωτισμό. Βρέθηκε ότι η ιδανική ανάκτηση επιτεύχθηκε όταν το εκχυλισμένο υπόλειμμα αρχικά επανακτήθηκε σε 30μL χλωροφορμίου, αναδεύτηκε για 40 δευτερόλεπτα, έπειτα διαλύθηκε σε 
70 μL διαλύματος ακετονιτρίλιο-μεθανόλης (1:1 κινητή φάση) και επαναναδεύτηκε μηχανικά για 40 δευτερόλεπτα. Κάτω από 
αυτές τις συνθήκες ,  η ανάκτηση των καροτενοειδών κυμαίνεται από 90 – 102 %. (Su, 2001).
Οι Talwar et al, (1998) ανέπτυξαν μία στερεότυπη μέθοδο για την ταυτόχρονη μέτρηση της ρετινόλης, της α-τοκοφερόλης και πέντε καροτενοειδών στο ανθρώπινο πλάσμα από την αντίστροφη φάση της HPLC.Περιγράφουν μια απλή ισοκρατική μέθοδο HPLC για την σωστή και ακριβή μέτρηση της ρετινόλης, α-τοκοφερόλης και των κυριοτέρων καροτενοειδών χρησιμοποιώντας μία UV ανίχνευση. Σειρές αναφοράς για ρετινόλη ,για ρετινόλη,α-τοκοφερόλη και πέντε καροτενοειδών καθορίζονται σε μία υγιή ομάδα πληθυσμού. Τα αφθονότερα καροτενοειδή που βρέθηκαν στο πλάσμα ήταν β-καροτένιο, λυκοπένιο, λουτεϊνη και κρυπτοξανθίνη. Η ρετινόλη,α-τοκοφερόλη και τα καροτενοειδή καθορίστηκαν ταυτόχρονα χρησιμοποιώντας δυο εσωτερικά πρότυπα, το οξικό άλας ρετινόλης για την ρετινόλη και το οξικό άλας τοκοφερόλης για την α-τοκοφερόλη και καροτενοειδή. Η προστατευτική επίδραση ενός αντιοξειδωτικού ( ασκορβικό οξύ) στη σταθερότητα των δειγμάτων και του υλικού που εξάγεται είναι τεκμηριωμένη. Η μέθοδος είναι χρήσιμη για την στερεότυπη μέτρηση της ρετινόλης του πλάσματος, της α-τοκοφερόλης και των καροτενοειδών και θα μπορούσε επισης να χρησιμοποιηθεί στις επιδημιολογικές μελέτες μεγάλης κλίμακας.

4.2.2. Χρωματογραφικοί όροι 

Το σύστημα HPLC αποτελείται από μία αντλία Waters 501, autosampler Waters 710B και έναν προγραμματίσημο UV ανιχνευτή για πολλά μήκη κύματος 490E  (όλοι από Waters Ltd.,Watford,UK).


Η ισοκρατική κινητή φάση για την χρωματογραφία ήταν μεθανόλη:ακετονιτρίλιο: τετραϋδροφουράνιο (75:20:5) περιέχοντας ασκορβικό οξύ 0,01%. Η κινητή φάση φιλτραρίστηκε μέσω ενός 0,45 μm νάυλον φίλτρου και αντλήθηκε μέσω μιας 5 μm αντίστροφης φάσης στήλη (Nucleosil ODSI, 3.2X250nm) σε ροή 0.6 ml/min.

Ανίχνευση

Ο ανιχνευτής Waters 490E είναι σε θέση να παρακολουθεί τέσσερα κανάλια αναλογικής παραγωγής ταυτόχρονα. Τα σήματα από τα κανάλια παραγωγής συλλέχθηκαν από ένα αυτοματοποιημένο σύστημα διαχείρισης στοιχείων (Millennium 2010,Waters UK Ltd.). Το κανάλι 1 χρησιμοποιήθηκε για τον εκλεκτικό έλεγχο της ρετινόλης, του οξικού άλατος ρετινόλης, της α-τοκοφερόλης και του οξικού άλατος τοκοφερόλης. Το κανάλι 2 χρησιμοποιήθηκε για να ελέγξει τα καροτενοειδή. 

Κανάλι 1

Ανιχνευμένη απορρόφηση στα 325nm για τη ρετινόλη και το οξικό άλας ρετινόλης με το μήκος κύματος να αλλάζει στα 290nm σε 5 min για να ανιχνεύσει την α-τοκοφερόλη και το οξικό άλας τοκοφερόλης.

Κανάλι 2 

Στα 450 nm για να ανιχνευτεί η λουτεϊνη, η β-κρυπτοξανθίνη, το λυκοπένιο, τα α-καροτένια και τα β-καροτένια..

4.2.3 Χειρισμός δειγμάτων

Όλοι οι χειρισμοί και οι πειραματικές διαδικασίες πραγματοποιήθηκαν μακρυά από το άμεσο φως του ήλιου. Τα μέρη πλάσματος ή ορών ήταν στους πλαστικούς σωλήνες και αποθηκεύτηκαν κάτω στο άζωτο στους -70˚C,


Οι Olivers Barba et al,(2006) εφάρμοσαν μια UV μέθοδο ανίχνευση –HPLC για έναν γρήγορο προσδιορισμό λυκοπενίου και β-καροτένιου στα λαχανικά.


Ο σκοπός αυτής της εργασίας είναι να βελτιστοποιηθεί μια μέθοδος HPLC για τον προσδιορισμό λυκοπενίου και β-καροτένιου στα λαχανικά και να συγκριθεί με μια σπεκτοφωτομετρική τυποποιημένη μέθοδο. Μεταξύ των διαφορετικών συνθηκών που μελετήθηκαν οι καταλληλότεροι για τα δείγματά μας ήταν : εξαγωγή με εξάνιο :ακετόνη: αιθανόλη (50:25:25 v/v/v),εξάτμιση της φάσης εξανίου, διάλυση του ξηρού σε THF/ACN/methanol (15:30:55 v/v/v) ,και έγχυση σε μία C18στήλη με μεθανόλη /ACN (90:10 v/v) + TΣΑΙ 9μΜ ως κινητική φάση (Φ=0.9ml/min) και λdetection=475 nm. Τα δείγματα που εξετάστηκαν για την ανάλυση ήταν :ντομάτα,   καρότο, πιπέρι, καρπούζι, persimmon και μουσμουλιά. Η προτεινόμενη μέθοδος HPLC έδειξε επαρκή δυνατότητα αναπαραγωγής (RSD<10.5%), ακρίβεια (απόδοση 100-109%) και ευαίσθητα όρια ανίχνευσης (0.6mm για το λυκοπένιο 0.3 mm  για το β-καροτένιο),με μια απλή προετοιμασία των δειγμάτων (άμεση εξαγωγή ενός βήματος ) και τους σύντομους χρόνους (10min) για τον προσδιορισμό της ποσότητας λυκοπένιου και β-καροτένιου .


Σήμερα το σημαντικότερο ενδιαφέρον των καροτενοειδών, που βρίσκονται στα φυτά, οφείλεται όχι μόνο στη δραστηριότητα της προβιταμίνης Α αλλά και στην αντιοξειδωτική τους δράση με την σάρωση των ριζών οξυγόνου και την μείωση της οξειδωτικής πίεσης στον οργανισμό( Rao & Hohglei, 2002 ). Υπάρχουν πολλές μελέτες που παρουσιάζουν ισχυρούς συσχετισμούς μεταξύ της πρόσληψης καροτενοειδούς και ενός μειωμένου κινδύνου μερικών ασθενειών ,ως καρκίνο , atereogenesis, αποτιτάνωση κοκκάλων ,εκφυλισμό ματιών και νευρωνικές  ζημιές.  


Το λυκοπένιο είναι η υπεύθυνη ένωση για το κόκκινο χρώμα στην ντομάτα,το καρπούζι και άλλους καρπούς, και χρησιμοποιείται επίσης ως συστατικό χρώματος σε πολλές μορφές τροφίμων. Μεγάλο ενδιαφέρον έχει στραφεί πρόσφατα στο λυκοπένιο λόγω της προληπτικής δραστηριότητας του ενάντια σε διάφορες παθήσεις ,όπως η καρδιαγγειακή πάθηση (Rao,2002), την ηπατική ινωγένεση, το ερύθημα  προκληθέν από το ηλιακό φως (Stahl & Sies,2002) ,την ανθρώπινη εμμονή papillomavirus και μερικούς τύπους καρκίνου, όπως προστάτης γαστροεντερικός και επιθυλιακός. Το λυκοπένιο επίσης έχει αναφερθεί να διαδραματίζει ρόλο στη λειτουργία των πνευμόνων καθώς επίσης και στην εμβρυική ανάπτυξη (Sharma et Al ,2003).


Οι Hurt et al (1995) ανέπτυξαν και αξιολόγησαν μία μέθοδο HPLC για την ανάλυση των καροτενοειδών στα τρόφιμα, και την μέτρηση της περιεκτικότητας σε καροτενοειδή των φρούτων και των λαχανικών που καταναλώνονται συνήθως στην Αγγλία.
Αυτή η μελέτη εξέτασε περαιτέρω τους παράγοντες που έχουν επιπτώσεις στην χρωματογραφική ένδειξη των καροτενοειδών και συμβάλλουν στις αναλυτικές παραλλαγές και τις ανακρίβειες στον ποσοτικό προσδιορισμό τους. Μια μέθοδος για την ανάλυση των καροτενοειδών στα φρούτα και τα λαχανικά περιγράφεται και τα στοιχεία παρουσιάζονται για τα περιεχόμενα καροτενοειδή στα λαχανικά και τα φρούτα που καταναλώνονται στην UK. Η προσθήκη ενός διαλυτικού τροποποιητή (τριεθυλαμίνη) στην κινητή φάση έδειξε να βελτιώνει την αποκατάσταση των καροτενοειδών από την στήλη από περίπου 60% σε πάνω από 90%. Η γραμμικότητα και η δυνατότητα αναπαραγωγής της χρωματογραφικής ένδειξης ερευνήθηκαν και η ευρωστία και η δυνατότητα αναπαραγωγής της μεθόδου μετρήθηκαν χρησιμοποιώντας ένα φυτικό υλικό αναφοράς που αναπτύχθηκε στο εργαστήριο. Η σύντομη και η πιο μακροπρόθεσμη δυνατότητα αναπαραγωγής παρουσίασαν  μέσο CV περίπου 8% για όλα τα καροτενοειδή. Η ανάλυση έδειξε ότι καλές πηγές (>1000μg/100g) της λουτεΐνης ήταν μπρόκολο, καρότα, πράσινα, butterhead μαρούλι, μικτά λαχανικά, μαϊντανός, σπανάκι και κάρδαμο. Υπήρξε ελάχιστη ή καμία απώλεια καροτενοειδών στο μαγείρεμα ,τα πρασινα λαχανικά παρουσίασαν μέση ανάπτυξη στα επίπεδα λουτεΐνης 24% και σε επίπεδα β-καροτίνης 38%. Αυτή η μελέτη και οι προηγούμενες μελέτες στο εργαστήριο μας έχουν οδηγήσει στο συμπέρασμα ότι διάφοροι παράγοντες έχουν επιπτώσεις στην ισχύ της ‘’μέγιστης απάντησης’’ και είναι πιθανό να συμβάλουν ανάμεσα στην εργαστηριακή παραλλαγή . Προτείνεται ,η ανάπτυξη και η χρήση των τυποποιημένων υλικών αναφοράς θα βελτίωναν σημαντικά την ποιότητα των στοιχείων.

Ενζυματική υδρόλυση των καροτενοειδών εστέρων marigold  των λουλουδιών (Tagetes erecta L.) και κόκκινης πάπρικας (Capsium annuum L.) από εμπορικές λιπάσες και εξωκυτταρικές λιπάσες του Pleurotus sapidus.

Τα καροτενοειδή λουτεΐνη και καψανθίνη, χρησιμοποιούνται ευρέως ως χρωστικές ουσίες,εμφανίζονται κυρίως ως εστέρες των λιπαρών οξέων στα φυτά που  παράγουν τον κατιφέ και την πάπρικα. Η ενζυματική υδρόλυση αυτών των εστέρων αναφέρεται εδώ. Από 26 εμπορικές λιπάσες, η γρηγορότερη υδρόλυση εστέρα υπό όρους λήφθηκε χρησιμοποιώντας ένα ένζυμο από τον Candida antartica (απελευθέρωση 69% της καπσανθίνης, 44% της λουτεΐνης από αντίστοιχα oleoresins). Τα άλατα χολών ήταν ουσιαστικά για τη δραστηριότητα όλων των εμπορικών ενζύμων. Μία νέα υδρολάση ανακαλύφθηκε στο υπερκείμενο ελεύθερο από μυκήλια νερό των καταδυμένων καλλιεργειών του εδώδιμου βασιδιομύκητα Pleurotus sapidus. Το μυκητιακό ένζυμο διέσπασε διάφορους καροτενοειδείς εστέρες εντελώς και χωρίς τα άλατα των χολών.

Οι Schmiz et al, (1989) εφάρμοσαν μια υψηλής απόδοσης υγρή χρωματογραφία και τριχοειδή εξαιρετικά κρισίμων  ρευστών χωρισμό χρωματογραφία των φυτικών καροτενοειδών και των ισομερών καροτενοειδούς.

Τα καροτενοειδή από τα καρότα και τις ντομάτες χωρίστηκαν με την υψηλής απόδοσης υγρή χρωματογραφία (HPLC ) και την τριχοειδή εξαιρετικά κρίσιμη ρευστή χρωματογραφία (SFC). Όλα τα trans α-καροτένια και β-καροτένια χωρίστηκαν από τα αντίστοιχα cis-iισομερή τους με τα τριχοειδή SFC. Τα καροτενοειδή που εξήχθησαν από ντομάτες περιλαμβάνουν τις ξανθοφύλλες, το λυκοπένιο και το β-καροτένιο, ενώ η α-καροτίνη και η β-καροτίνη εξήχθησαν από τα καρότα. Οι χωρισμοί HPLC ολοκληρώθηκαν ισοκρατικά με μία στήλη 25cm  που περιέχει 5 μm ODS και μεθανόλη-ακετονυτρίλιο-διχλωρομεθάνιο (47:47:6) ή ακετονυτρίλιο- διχλωρομεθάνιο (80:20). Το cis-ισομερή των β-καροτενίων χωρίστηκαν με δύο SB-cyanopropyl-50-polymethylsiloxane στήλες. Τα καροτενοειδή από τα καρότα και τις ντομάτες χωρίστηκαν με μία στήλη SB-phenyl-50-polymethylsiloxane στήλες. Τα καροτενοειδή από τα καρότα και τις ντομάτες χωρίστηκαν με μία στήλη SB-phenyl-50-polymethylsiloxane στήλες.

Οι Estrella et al,(2004) περιέγραψαν τις θερμοχημικές και δομικές ιδιότητες του trans λυκοπενίου που προήλθαν από τον Trispora Blakeslea. Διαφορετικά κρυσταλλικά δείγματα λυκοπενίου τα οποία ελήφθησαν από την διαδικασία ζύμωσης και επανακρυσταλλωμένο λυκοπένιο αναλύθηκαν. Οι δομικές ιδιότητες (NMR,φασματομετρία μάζας και των ακτίνων Χ διάθλαση σκονών ) του λυκοπενίου διευκρινίστηκαν με τις πιο πρόσφατες τεχνικές. Η ανάλυση δειγμάτων υψηλής αγνότητας από calorimetry διαφορικής ανίχνευσης χρησιμοποιήθηκε στη μελέτη της θερμικής συμπεριφοράς καθαρού λυκοπενίου και με ίχνη ισομερών. Αλλά αυτό συσχετίστηκε  και με τη μέθοδο H ανάλυση δειγμάτων υψηλής αγνότητας από  calorimetry διαφορικής ανίχνευσης χρησιμοποιήθηκε στη μελέτη της θερμικής συμπεριφοράς καθαρού λυκοπενίου και με ίχνη ισομερών. Αλλά  αυτό συσχετίστηκε και με την μέθοδο HPLC για να καθοριστεί η αγνότητα του λυκοπενίου και τα ισομερή σε χαμηλή αναλογία.

Οι Breithaupt et al (2004) προσδιορίστηκαν με HPLC ταυτόχρονα τα καροτενοειδή που χρησιμοποιούνται ως πρόσθετες χρωστικές ουσίες τροφίμων και μελέτησαν τη δυνατότητα εφαρμογής της επιταχυνόμενης εξαγωγής με διαλύτες . Μια ευαίσθητη HPLC πολυμέθοδος αναπτύχθηκε για τον προσδιορισμό των πρόσθετων καροτενοειδών ουσιών στα τρόφιμα (CFA) norbixin, της βηξίνης, της καψανθίνης, της λουτεΐνης κανθαξανθίνης, β-από -8carotenals, β-από-8—carotenoic όξινος αιθυλεστέρας, β-καροτένιο, λυκοπένιο στα επεξεργασμένα τρόφιμα χρησιμοποιώντας μία RP C30 στήλη.Για τον σαφή προσδιορισμό τα μαζικά φάσματα όλων των καταλοίπων καταγράφηκαν χρησιμοποιώντας LC-(APcl)MS. Για την εξαγωγή,μια χειρωνακτική διαδικασία καθώς επίσης και η επιταχυνομένη εξαγωγή διαλυτών (ASE) εφαρμόστηκαν.Βελτιστο-ποιήθηκαν σημαντιικές παραμέτροι της ASE. Η ASE χρησιμοποιηθηκκε για πρώτη φορά για να εξάγει CFA από τις διάφορες matrices τροφίμων. Οι μέσες αποδόσεις για όλα τα κατάλοιπα κυμάνθηκαν από 88.7-103.3%(χειρονακτική εξαγωγή) και 91.0-99.6% (ASE),με την εξαίρεση του nobixin χρησιμοποιώντας ASE(67,4%). Τα όρια του ποσοτικού προσδιορισμού (LOQ) κυμάνθηκαν  από 0.53-0.79 mg/l. Η παρούσα μέθοδος ASE μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να ελέγξει και απαγορευμένες εφαρμογές της CFA και τη συμμόρφωση των τροφίμων με τα νομικά όρια.

Οι Miller et al (1984) προσδιόρισαν ταυτόχρονα τη ρετινόλη του πλάσματος,την α-τοκοφερόλη, το λυκοπένιο, το α-καροτένιο,και το β-καροτένιο με την υψηλής απόδοσης υγρή χρωματογραφία. Η αντίστροφη φάση υψηλής απόδοσης υγρή χρωματογραφία χρησιμοποιήθηκε για τον ταυτόχρονο προσδιορισμό της ρετινόλης, της α-τοκοφερόλης, του λυκοπενίου, το α-καροτένιο,και το β-καροτένιο στο ανθρώπινο πλάσμα. Ένα σύστημα πολλαπλών διαλυτών της μεθανόλης που ακολουθήθηκε από ένα μίγμα μεθανόλη: ακετονιτρίλιο: χλωροφόρμιο (47:42:11) παρείχε σαφή διαχωρισμό αυτών των ενώσεων. Η μέθοδος απαίτησε 100 έως 200 μl του πλάσματος και 16min του χρόνου εκλεκτικής προσρόφησης ανά δείγμα. Οι μελέτες σταθερότητας παρουσίασαν τα δείγματα ότι πλάσματος θα μπορούσαν να αποθηκευτούν σε -10˚C με τους περιστασιακούς freeze-thaw κύκλους για 3 ώρες 5 εβδομάδες. Αυτή η μέθοδος μπορεί να αποδειχθεί χρήσιμη στην κλινική και επιδημιολογικη εργασία.

4.3. Εκχύλιση καροτενοειδών


Τα καροτενοειδή διαλύονται σε λιπίδια ή σε μη πολικούς διαλύτες, εκτός όταν αυτά σχηματίζουν συμπλέγματα με πρωτείνες και σάκχαρα. Γι’ αυτό εκχυλίζονται από μη πολικούς διαλύτες. Αν ο ιστός έχει προηγουμένως υποστεί ξήρανση, τότε οι υδατοδιαλυτοί διαλύτες χρησιμοποιούνται μαζί με ακετόνη ή αιθανόλη, τα οποία έχουν δύο βασικές λειτουργίες, εκχύλισης και αφυδάτωσης διαλυτών. Οι διαλύτες που χρησιμοποιούνται στην αφυδάτωση πρέπει να είναι καθαροί (χωρίς οξυγόνο, οξέα ή αλογόνα ) για να αποφευχθεί η υποβάθμιση. Μέχρι στιγμής δεν έχει βρεθεί ο ιδανικός διαλύτης για να εκχυλίσει όλα τα καροτενοειδή. Ο θεϊικός άνθρακας είναι ο καλύτερος  διαλύτης αλλά το γεγονός ότι είναι εύφλεκτος, πτητικός, τοξικός και υποβαθμίζει το τελικό προϊόν, περιορίζει την χρήση του. Οι διαλύτες χλωρίου είναι καλοί αλλά παρουσιάζουν υψηλή τοξικότητα. Ο ελεύθερος περιοξειδικός αιθέρας παρά την αποτελεσματικότητα του δεν χρησιμοποιείται επειδή είναι εύφλεκτος και πτητικός.


Άλλοι διαλύτες όπως είναι το εξάνιο, το επτάνιο και το ισοοκτάνιο δεν είναι καλοί για την εκχύλιση, αλλά τα άλλα τους χαρακτηριστικά είναι ευνοϊκά. Από την άλλη θα πρέπει να ληφθεί υπ’ όψιν ποια συστατικά θα εκχυλιστούν : πολικοί διαλύτες (ακετόνη, μεθανόλη, αιθανόλη) είναι καλοί με τις ξανθοφύλλες αλλά όχι με τα καροτενοειδή. Σαν γενικό κανόνα, η διαδικασία της εκχύλισης συνίσταται στην απομάκρυνση των υδροφιλικών μαζών που περιβάλλουν τις χρωστικές ύλες , ενώ ελαφρά πολικοί διαλύτες διαλύουν ελάχιστα τα καροτένια σε αφυδατωμένα δείγματα και η διαλυτότητα εξαφανίζεται σε φρέσκα δείγματα . Γι’ αυτό θεωρείται ως δεδομένο ότι η ολοκληρωμένη εκχύλιση μπορεί να επιτευχθεί μέσω της χρήσης δειγμάτων με μειωμένη υγρασία και με ελαφρά πολικούς και μη πολικούς διαλύτες. Θεωρητικά υπάρχουν πολλά διαφορετικά συστήματα διαλύτων που χρησιμοποιούνται για την εκχύλιση καροτενοειδών. Γενικά η εκχύλιση πρέπει να διεξάγεται πολύ γρήγορα, αποφεύγοντας την έκθεση στο φως και το οξυγόνο και στις υψηλές θερμοκρασίες ,έτσι ώστε να ελαχιστοποιηθεί η υποβάθμιση.


Τελευταίως η βιομηχανική εκχύλιση γίνεται υπό πίεση και εκχύλιση διαλυτών υλικών:το υλικό σβολοποιείται, ανακατεύεται με εξάνιο και θερμαίνεται σε έναν ειδικό υποδοχέα που καλύπτεται από έναν παραλήπτη ατμού.Το εξάνιο αποβάλλεται από έναν εξατμιστήρα μεμβράνης και μετά αποστάζεται υπό κενό.Τα κύρια προβλήματα είναι η μείωση της υποβάθμισης της χρωστικής ουσίας, η αύξηση της απόδοσης της εκχύλισης και τα περιβαλλοντικά προβλήματα.Περισσότερο από 50% των χρωστικών ουσιών χάνεται κατά τη διάρκεια της εκχύισης.Οι βιομηχανίες εκχύλισης λαδιού εκβάλλουν στο περιβάλλον 210 με 430 λίτρα εξάνιο που  μαζί με άλλους οργανικούς διαλύτες μπορούν να παράγουν οξείδια του αζώτου και άλλους παράγοντες μόλυνσης.Αυτά τα προιόντα στο τελευταίο στάδιο παράγουν όζον και άλλα υψηλής επικινδυνότητας φωτοχημικά οξειδωτικά.Όταν τα μίγματα του επτανίου και τη ισοπροπανόλης ή μόνο της ισοπροπανόλης χρησιμοποιόυνται,εκχυλίσονται λάδια με περισσότερα αντιοξειδωτικά και με περισσότερη σταθερότητα.Λαμβάνοντας υπ’όψιν ότι η ισοπροπανόλη είναι λιγότερο εύφλεκτη από το εξάνιο, αυτός ο διαλύτης μπορεί να είναι μια καλή εναλλακτική στην εκχύλιση λαδιού.

            Ενζυματική και υδατική εκχύλιση.Η υδατική εκχύλιση έχει προταθεί από το 1950 ως εναλλακτική στους οργανικούς διαλύτες και βασίζεται στην αδιαλυτότητα νερού-λαδιού, όπου οι φάσεις διαχωρίζονται λόγω διαφοράς πυκνότητας.

            Οι μέθοδοι διαχωρισμού μπορούν να κατηγοριοποιηθούν στις μη χρωματογραφικές και στις χρωματογραφικές. Η μη χρωματογραφική μέθοδος  χρησιμοποιεί κυρίως διαχωρισμό φάσεων, για παράδειγμα, χρησιμοποιώντας πετρελαικό αιθέρα και υδατική μεθανόλη (90%).Τα καροτενοειδή διαλύονται και μη πολικά συστατικά ανακτώνται στην επιφάνεια,πετρελαïκός αιθέρας.Επίσης,η μέθοδος  αυτή έχει χρησιμοποιηθεί   στον    καθαρισμό   λουτείνης με   την  χρήση εξανίου:ακετόνης:τουλουόλιο:υπερκάθαρης αιθανόλης (10:7:7:6 v/v) και μετά εξάνιο.(Rodirguez-Amaya,2001)

            Oι Delgado-Vargas et al. στην πρόσφατη παρουσίαση τους πρότειναν το εξής:
«αν οι ιστοί έχουν προηγουμένως ξηρανθεί, τότε χρησιμοποιούνται αμιγώς υδατικοί  διαλύτες όπως πετρέλαιο και αιθέρας, αν χρησιμοποιηθούν σαν διαλύτες ακετόνη ή αιθανόλη έχουν δύο λειτουργίες, της εκχύλισης και της αφυδάτωσης. Οι διαλύτες που χρησιμοποιούνται για εκχύλιση πρέπει να είναι καθαροί(χωρίς οξυγόνο, οξέα αλογόνα) για να αποφευχθεί η υποβάθμιση». Πολλοί μέθοδοι ομογενοποίησης και εκχύλισης έχουν προταθεί.(Su, 2001).

              Oι Taungbodhitham et al (1998) αξιολόγησαν τη μέθοδο εκχύλισης για την ανάλυση των καροτενοειδών στα φρούτα και τα λαχανικά. Αυτή η μελέτη αξιολόγησε μια κατάλληλη μέθοδο εξαγωγής για ένα ευρύ φάσμα των δειγμάτων matrix στην ανάλυση καροτενοειδούς.Η χρήση κονσερβοποιημένου τοματοπελτέ σαν αντιπροσωπευτικό δείγμα, δείχνει ότι δύο διαλύτες χαμηλού βιολογικού κινδύνου, η αιθανόλη και το εξάνιο είναι οι καταλληλότεροι για τα καροτενοειδή. Η χρήση της διπλής εξαγωγής, κάθε μια με 35 ml. του μίγματος αιθανόλη:εξάνιο (4:3), οδήγησε στις καλές αποδόσεις των καροτενοειδών (λυκοπένιο 96%, α- καροτένιο 102% και β- καροτένιο 93-100%). Οι συντελεστές της παραλλαγής που διευθύνθηκαν τις διαφορετικές ημέρες ήταν: λυκοπένιο 5% και β- καροτένιο 7%. Μια εφαρμογή της καθιερωμένης μεθόδου στα διάφορα είδη φρούτων και λαχανικών παρουσιάζεται επίσης χρησιμοποιώντας το καρότο και το σπανάκι ως αντιπροσωπευτικά δείγματα της ρίζας και των φυλλωδών λαχανικών, για τον καθορισμό των αποδόσεων των προστιθέμενων καροτενοειδών. Οι μέσες αποκαταστάσεις τοις εκατό των προστιθέμενων καροτενοειδών από κονσερβοποιημένο χυμό ντομάτας, καρότο και το σπανάκι ήταν: 101, 99,8 και 101% για το α-καροτένιο (12,2 24,8 49,6 και 99,2 mg/10ml προστιθέμενης  α- καροτένιου)και 98,1 99,7 και 96,1 τοις εκατό για β- καροτένιο (25,5, 50,9 101 και 201mg/10ml προστιθέμενης β-καροτένιου).Αυτές οι παρόμοιες αποδόσεις πέρα από τις εξερευνημένες περιοχές συγκέντρωσης επιβεβαιώνουν ότι η εφαρμογή της καθιερωμένης μεθόδου εξαγωγής είναι απρόσβλητη από τις διαφορές στη σύνθεση matrix επηρεάζουν την εξαγωγή και τον ποσοτικό προσδιορισμό των καροτενοειδών.Οι αναλύσεις των επιπέδων καροτινοειδούς υιοθετούν συχνά την ΗPLC λόγω της δυνατότητάς της και να διακρίνει μεταξύ των παρόμοιων γεωμετρικών δομών του καροτενοειδούς.Η ταχύτητα της και το μικρό ποσό δείγματος που απαιτείται επίσης την καθιστούν κατάλληλη για τη στερεότυπη ανάλυση των δειγμάτων.Η εξαγωγή των καταλοίπων από matrix δειγμάτων είναι ένα σημαντικό βήμα προγενέστερο της HPLC ανάλυσης. Μια βιβλιογραφική επισκόπιση έχει δείξει ότι οι διαδικασίες για την εξαγωγή των καταλοίπων από τα τρόφιμα  περιέλαβαν τους διάφορους τύπους διαλυτικών, διαλυτικών συνδυασμών και διαδικασιών και τα σχετικά efficacies των υπαρχουσών μεθόδων δεν έχει αξιολογηθεί ακόμα.

Αυτή η μελέτη στοχεύει να βρει μια κατάλληλη μέθοδο εξαγωγής για ένα ευρύ φάσμα των μητρών δειγμάτων για την ανάλυση των καροτενοειδών.Οι αξιολογήσεις για τη μέθοδο πραγματοποιήθηκαν από
· τη σύγκριση των παραγωγών εξαγωγής των καταλοίπων αποκτηθέντων χρησιμοποιώντας τις διαφορετικές αναφερόμενες μεθοδολογίες,

· τροποποίηση της επιλεγμένης μεθοδολογίας για τις αποτελεσματικότερες συνθήκες,

· επικύρωση της καθιερωμένης μεθόδου για να δείξουν την ακρίβεια και την επαναληψιμότητα της,
· εξέταση της πιθανής εφαρμογής της καθιερωμένης μεθόδου στα διάφορα είδη φρούτων και φυτικές matrix.
4.4 Προβλήματα κατά τον προσδιορισμό καροτενοειδών.

       Τα καροτενενοειδή είναι εξαιρετικά ασταθή και γι’αυτό χρειάζονται κατά την απομόνωση και τον προσδιορισμό τους προστατευτικά μέτρα από φως, οξυγόνο και υψηλές θερμοκρασίες. Κάλυψη με αλουμινόχαρτο, προσθήκη αντιοξειδωτικών όπως 0,1 ΒΗΤ ή ασκορβικό οξύ και ψύξη κρίνονται απαραίτητα.

Κεφάλαιο 5.Τεχνική  Της Στήλης Χρωματογραφίας
Η χρωματογραφία στηλών στη χημεία είναι μια μέθοδος που χρησιμοποιείται για να καθαρίσει τις μεμονωμένες χημικές ενώσεις από τα μίγματα ενώσεων. Χρησιμοποιείται συχνά για τις προπαρασκευαστικές εφαρμογές στις κλίμακες από τα μικρογραμμάρια μέχρι τα χιλιόγραμμα. Η κλασσική προπαρασκευαστική στήλη χρωματογραφίας είναι ένας σωλήνας γυαλιού με μια διάμετρο από 5 έως 50 χιλ. και ένα ύψος 50 εκατ. σε 1 μ με μια βρύση στο κατώτατο σημείο. Ένας πηλός προετοιμάζεται με τον εκλουοτή και τη σκόνη στάσιμης φάσης και έπειτα προσεκτικά χύνεται στη στήλη. Η προσοχή πρέπει να ληφθεί για να αποφύγει τις αεροφυσαλίδες. Μια λύση του οργανικού υλικού εισάγεται στο σιφώνιο πάνω από τη στάσιμη φάση. Αυτό το στρώμα ολοκληρώνεται συνήθως με ένα μικρό στρώμα της άμμου ή με το μαλλί βαμβακιού ή γυαλιού για να προστατεύσει τη μορφή του οργανικού στρώματος από την ταχύτητα του προστιθέμενου εκλουοτή. Ο εκλουοτής περνά αργά μέσω της στήλης για να προωθήσει το οργανικό υλικό. Συχνά μια σφαιρική εκλουοτική δεξαμενή όπως μια διαχωριστική χοάνη τίθενται πάνω από τη στήλη. Τα επιμέρους συστατικά διατηρούνται από τη στάσιμη φάση διαφορετικά και χωρίζουν μεταξύ τους ενώ τρέχουν με τις διαφορετικές ταχύτητες μέσω της στήλης με την έκλουση. Στο τέλος της στήλης διαχωρίζουν με εκχύλιση μιας σε έναν χρόνο. Κατά τη διάρκεια μιας ολόκληρης διαδικασίας, συλλέγεται σε μία σειρά τα εκλουόμενα μέρη. Η σύνθεση της εκλουόμενης ροής μπορεί να ελεγχθεί και κάθε μέρος αναλύεται για τις διαλυμένες ενώσεις, π.χ. από την αναλυτική χρωματογραφία, τη UV απορρόφηση, ή το φθορισμό. Οι χρωματισμένες ενώσεις (ή φθορισμού ενώσεις με την ενίσχυση ενός UV λαμπτήρα) μπορούν να δουν μέσω του τοίχους του γυαλιού τη κίνηση των ζωνών.

Η στάσιμη φάση ή το προσροφητικό στη χρωματογραφία στηλών είναι ένα στερεό. Η πιο κοινή στάσιμη φάση για τη χρωματογραφία στηλών είναι πήκτωμα πυριτίου, που ακολουθείται από την αλουμίνα. Η σκόνη κυτταρίνης έχει χρησιμοποιηθεί συχνά στο παρελθόν. Επίσης δυνατή είναι η χρωματογραφία ιονικής ανταλλαγής, η αντίστροφης φάσης χρωματογραφία (RP), η χρωματογραφία συγγένειας. Οι στάσιμες φάσεις είναι συνήθως λεπτά αλεσμένα σκόνες ή πηκτώματα ή /και είναι μικρο-πόροι για μια αυξανόμενη επιφάνεια.

Η κινητή φάση ή ο εκλουοτής είναι είτε ένας καθαρός διαλύτης είτε ένα μίγμα διαφορετικών διαλυτών. Επιλέγεται έτσι ώστε η αξία παράγοντα διατήρησης της ένωσης ενδιαφέροντος είναι κατά προσέγγιση περίπου 0.75 προκειμένου να ελαχιστοποιηθούν ο χρόνος και το ποσό της έκλουσης για να τρέξει τη χρωματογραφία. Η έκλουση έχει επιλεχτεί επίσης έτσι ώστε οι διαφορετικές ενώσεις να μπορούν χωριστούν αποτελεσματικά. Η έκλουση βελτιστοποιείται στις μικρής κλίμακας ¨προεξετάσεις¨, χρησιμοποιώντας συχνά τη λεπτή χρωματογραφία στρώματος (TLC) με την ίδια στάσιμη φάση. Ένα γρηγορότερο ποσοστό ροής έκλουσης ελαχιστοποιεί το χρόνο που απαιτείται για να τρέξει μια στήλη και με αυτόν τον τρόπο ελαχιστοποιεί τη διάχυση, με συνέπεια έναν καλύτερο χωρισμό, βλέπε την Van Deemter's εξίσωση. Μια απλή εργαστηριακή στήλη τρέχει με τη ροή βαρύτητας. Το ποσοστό ροής μιας τέτοιας στήλης μπορεί να αυξηθεί με την επέκταση της φρέσκιας γεμισμένης εκλουόμενης στήλης επάνω από την κορυφή της στάσιμης φάσης ή να μειωθεί από τον έλεγχο της βρυσών. Τα καλύτερα ποσοστά ροής μπορούν να επιτευχθούν με τη χρησιμοποίηση μιας αντλίας ή με τη χρησιμοποίηση του συμπιεσμένου αερίου (π.χ. αέρας, άζωτο, ή αργό) για να ωθήσουν το διαλύτη μέσω της στήλης (flash column chromatography).

Τα αυτοματοποιημένα συστήματα χρωματογραφίας λάμψης προσπαθούν να ελαχιστοποιήσουν την ανθρώπινη συμμετοχή στη διαδικασία καθαρισμού. Τα αυτοματοποιημένα συστήματα μπορούν να περιλάβουν τα συστατικά που βρέθηκαν κανονικά στα συστήματα HPLC (αντλία κλίσης, συσκευές εγχύσεων δειγμάτων, UV ανιχνευτής) και έναν συλλέκτη για τα εκλουόμενα συστατικά. Το λογισμικό που ελέγχει ένα αυτοματοποιημένο σύστημα θα συντονίσει τα συστατικά και θα βοηθήσει το χρήστη για να βρει το προκύπτον καθαρισμένο υλικό μέσα στο συλλέκτη. Το λογισμικό θα αποθηκεύσει επίσης τα αποτελέσματα από τη διαδικασία για αρχειακούς ή πιο πρόσφατους λόγους ανάκλησης.

Το 1978, W. Γ. Ακόμα εισήγαγε μια τροποποιημένη έκδοση της αποκαλούμενης χρωματογραφίας στηλών γρήγορης χρωματογραφίας στηλών (flash). Η τεχνική είναι πολύ παρόμοια με την παραδοσιακή χρωματογραφία στηλών, εκτός από αυτήν ο διαλύτης οδηγείται μέσω της στήλης με την εφαρμογή της θετικής πίεσης. Αυτό επέτρεψε στους περισσότερους χωρισμούς για να εκτελεσθεί σε λιγότερο από 20 λεπτά, με τους βελτιωμένους χωρισμούς έναντι της παλαιάς μεθόδου. Τα σύγχρονα συστήματα flash χρωματογραφίας πωλούνται ως προσυσκευασμένες πλαστικές κασέτες, και ο διαλύτης αντλείται μέσω της κασέτας. Τα συστήματα μπορούν επίσης να συνδεθούν με τους ανιχνευτές και τους συλλέκτες μέρους που παρέχουν την αυτοματοποίηση. Η εισαγωγή των αντλιών κλίσης οδήγησε στους γρηγορότερους χωρισμούς και τη λιγότερο διαλυτική χρήση. Στην επεκταθείσα προσρόφηση κρεβατιών, ρευστοποιημένη - το κρεβάτι χρησιμοποιείται, παρά μια στερεά φάση που γίνεται από ένα συσκευασμένο κρεβάτι. Αυτό επιτρέπει την παράλειψη των αρχικών βημάτων καθαρίσματος όπως η φυγοκέντρηση και η διήθηση, για τους ζωμούς πολιτισμού ή τους πηλούς των σπασμένων κυττάρων.
Στο παρακάτω σχήμα παριστάνεται η στήλη ανοιχτής χρωματογραφίας
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Διάλυμα έκλουσης

Silica gel
Γυάλινη στήλη
                                                                         Δοχείο συλλογής μπάντας
Σχήμα 6.  Στήλη ανοιχτής χρωματογραφίας
            Τα πλεονεκτήματα της στήλης ανοιχτής χρωματογραφίας είναι οτι είναι απλή, φτηνή ,πετυχαίνουμε ανάκτηση του προïόντος και δε χρειάζεται ειδική προετοιμασία των δειγμάτων.Στα μεονεκτήματά της συμπεριλαμβάνονται η μεγάλη διάρκειά της(πολύ αργή ), η κακή αναπαραγωγικότητα (προετοιμασία της στήλης απο τον χειριστή) ,η περιορισμένη ποιότητα του διαχωρισμού ,η έλλειψη ανιχνευτή και τέλος η έκθεση των διαλυτών και του silica gel σε επιμολύνσεις.
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Σχήμα 7.  Διαχωρισμός ενός μίγματος ενώσεων.

           Η αυτοματοποιημένη έκδοση της ανοιχτής χρωματογραφίας στήλης (Σχήμα 8) έχει το πλεονέκτημα οτι η γυάλινη στήλη αντικαθίσταται απο ένα προ-πακεταρισμένο πλαστικό φυσίγγιο το οποίο είναι πιο ασφαλές.Ο διαλύτης αντλείται μέσω πλαστικού  σωληναρίου, που σημαίνει όχι επιμολύνσεις, πιο γρήγορη έκλουση της στήλης και έτσι έχουμε μεγαλύτερη αναπαραγωγή της διαδικασίας. Η στήλη προετοιμάζεται αυτόματα και όχι από τον χειριστή. Υπάρχουν ανιχνευτές και δοχεία αυτόματης διαλογής των διαφορετικών στοιβάδων.
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Σχήμα 8. Αυτόματη έκδοση της ¨ανοιχτής¨ χρωματογραφίας στήλης
Στερεή-Υγρή Χρωματογραφία (LC)
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Σχήμα 9. Τύποι στηλών αναλυτικής χρωματογραφίας

Μήκος στήλης 2-50cm Εσωτερική διάμετρος 2-5mm
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Σχήμα 10. Τύποι στηλών παρασκευαστικής χρωματογραφίας

Μήκος στήλης 2-50cm Εσωτερική διάμετρος 1-50mm
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Κεφάλαιο 6. Βιομηχανία Παραγωγής Τομάτας και Τοματοχυμών
Η βιομηχανική διεργασία παραγωγής τομάτας και προïόντων αυτής σχετίζεται με τον  τον τομέα της μεταποίησης τομάτας και των προϊόντων της. Ένα από τα σημαντικότερα προϊόντα της βιομηχανίας μεταποίησης τομάτας είναι ο  τοματο-πολτός,όπου έχει μια πρότυπη ταυτότητα. Οι δύο εξαιρετικές ιδιότητες του τοματοπολτού που παρακολουθούνται και ελέγχονται είναι οι εξής: α) η συγκέντρωση κατά Brix,όπου Brix είναι ένα μέτρο της συγκέντρωσης. Η συγκέντρωση εκφράζεται ως "συνολικά διαλυτά στερεά " ή σε μονάδες Brix που αντιπροσωπεύουν το ποσοστό των διαλυτών στερεών στην υγρή φάση, ή με μεγαλύτερη ακρίβεια ορίζεται ως το μέτρο των συνολικών διαλυτων στερεών, που εκφράζονται σαν να ήταν σακχαρόζη,  και μετράται με τη χρήση ενός διαθλασιμετρου.β) Το ιξώδες το οποίο μετράμε με ιξωδόμετρο.Το ιξώδες του τοματοχυμού και του τοματοπολτού εξαρτάται απο τη μέθοδο «hot break» και «cold break»(μεθοδος διαχωρισμού ) που εφαρμόζεται κατα τη διαδικασία προετοιμασίας του χυμού τομάτας.Κατα την επεξεργασία των τομάτων,η θραύση και η απόσταξη επιτρέπουν τα ένζυμα που βρίσκονται στην τομάτα,να απελευθερωθούν απο τους καρπούς των φρούτων και να έρθουν σ’επαφή με  την πηκτίνη στην τομάτα. Δεδομένου του ότι η πηκτίνη είναι υπεύθυνη για τη συνοχή του χυμού ντομάτας ,αν τη διασπάσουμε θα πετύχουμε μείωση του ιξώδους του λαμβανόμενου τοματοχυμού.
Σύμφωνα με τη μελέτη των Tanglertpaibul and Rao διαπιστώθηκε οτι το ιξώδες μπορεί να ελεγχθεί με τη μεταβολή της περιεκτικότητας της πούλπας και του ορού τοματοπολτού με την προσθήκη συμπυκνωμένου ορού ή πούλπας στον τοματοπολτό.
Ωστόσο η μέθοδος αυτή δεν διεξάγεται πρακτικά σε βιομηχανική κλίμακα διότι απαιτεί μια πηγή πούλπας και ορού τα οποία είναι πολύτιμα συστατικά της τομάτας και άλλων προïόντων αυτής και δεν είναι άμεσα διαθέσιμα,γι’αυτό και η μέθοδος αυτή καθίσταται οικονομικά ασύμφορη.Επιπλέον,η ανάμιξη του ορού ή της πούλπας στον τοματοπολτό σε βιομηχανική κλίμακα παρουσιάζει τεχνικές δυσκολίες λόγω του ιξώδους του συμπυκνώματος. 
Συνεπώς, υπάρχει μεγάλη ανάγκη σε βιομηχανική κλίμακα  για την προετοιμασία τοματοπολτού, όπου το ιξώδες του συμπυκνώματος να  μπορεί να ελέγχεται.
Οι διαδικασίες προετοιμασίας του τοματοπολτού ξεκινούν από την εξάτμιση του νερού από το χυμό τομάτας.Ο τοματοχυμός περιέχει περίπου 10% πολτό που περιέχει περίπου 75% -95% ορό.Έχει διαπιστωθεί ότι η αφαίρεση περίπου 20% της συνολικής πούλπας από τον χυμό τομάτας, πριν από τη συμπύκνωσή του, δεν έχει αρνητικές επιπτώσεις στις ιδιότητες του τοματοπολτού ολοκλήρου ή έτσι τις ιδιότητες του τροποποιημένου χυμού τομάτας, στο οποίο, το ποσοστό του πολτού που έχει αφαιρεθεί εξαρτάται από τη φύση και τη σύνθεση των ακατέργαστων ντομάτων που απασχολούνται στη διαδικασία.Επιπλέον,έχει ανακαλυφθεί ότι ο πολτός που λαμβάνεται από χυμό τομάτας έχει βελτιωμένες ιδιότητες,σχετικά με την ικανότητα απορρόφησης του νερού από ξερή πούλπα.
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Σχήμα 11.Διαδικασία παραγωγής τοματοπολτού από χυμό τομάτας 
Σύμφωνα με το σχήμα 11 ο τοματοχυμός που λαμβάνεται απο τις προαναφερθείσες διαδικασίες χωρίζεται σε δύο μέρη(σχήμα 11.Ι).Το ένα μέρος που δεν είναι παραπά-νω απο 20% , κατά προτίμηση να μην υπερβαίνει το 15% του συνολικού χυμού τομάτας ,διαχωρίζεται(σχήμα 11.ΙΙ) σε πούλπα (ΙΙΙ) και ορό (IV).Ο ορός τότε προ-στίθεται στο δεύτερο μέρος του χυμού τομάτας (σχήμα 11.V) για τη λήψη τροποποιημένου χυμού τομάτας ο οποίος συμπυκνώνεται στη συνέχεια (σχήμα 6.1. VI) με την εξάτμιση του νερού από τον τροποποιημένο χυμό, παρέχοντας τομα-τοπολτό (σχήμα 11.VΙI).
Σύμφωνα με μελέτες που έγιναν,διαπιστώθηκε οτι η προσθήκη του ορού πριν τη συμπύκνωση του τροποποιημένου χυμού,διευκολύνει το στάδιο της συμπύκνωσης. Με αυτόν τον τρόπο επιτρέπεται η μείωση των τεχνικών δυσκολιών που συνδέονται με την ανάμειξη τοματοπολτού με ορό ή πούλπα ενώ ταυτόχρονα εμφανίζει πλεονεκτήματα όσον αφορά την ενεργειακή απόδοση.Ακόμη,κατα την ενσάρκωση της παρούσας διαδικασίας, ο τροποποιημένος χυμός τομάτας είναι ένα τελικό προϊόν το οποίο πληρεί τις προδιαγραφές του χυμού τομάτας.Τόσο ο τροποποιημένος χυμός τομάτας όσο και ο τοματοπολτός που λαμβάνεται σύμφωνα με την παρούσα διαδικασία, θα έχουν εντονότερη γεύση τομάτας, από το χυμό τομάτας ή συμπύκνωμα που λαμβάνεται πριν από την εφαρμογή της μεθόδου
Το ποσό της πούλπας που απομακρύνεται απο το χυμό, ποικίλει λόγω των διαφορών που υπάρχουν στη φύση και τη σύνθεση των τοματών που χρησιμοποιούνται κατά τη διαδικασία.Αυτό πρέπει να προσδιορίζεται με εμπειρικό τρόπο, σύμφωνα με την ποιότητα (σύνθεση) των ακατέργαστων τοματών που χρησιμοποιούνται για τη διαδι-κασία. Ως εκ τούτου, το ιξώδες του δείγματος από το τελικό προϊόν έχει δοκιμαστεί. Αν το ιξώδες είναι ανώτερο από την επιθυμητή τιμή, τότε το ποσοστό της πούλπας που αφαιρείται μπορεί να αυξηθεί ενώ σε περίπτωση που το ιξώδες είναι χαμηλότερο από την επιθυμητή τιμή , το ποσοστό της αφαιρούμενης πούλπας θα πρέπει να μειωθεί.Το ποσό της πούλπας που αφαιρείται διατηρείται έτσι ώστε τα πρότυπα που ισχύουν για τον τοματοχυμό και τον τοματοπολτό να τηρούνται.

Αξιοσημείωτο είναι οτι αφού το λυκοπένιο αποτελεί κατα κύριο λόγο μέρος της πούλπας της τομάτας,η συγκέντρωσή του στο τελικό προϊόν (τοματοπολτός ή τομα-τοχυμός) θα είναι ανάλογη της ποσότητας της πούλπας που έχει αφαιρεθεί απο το χυμό τομάτας. Κατά συνέπεια, το ιξώδες και η συγκέντρωση του λυκοπενίου του προϊόντος τομάτας εξαρτώνται από το ποσό της πούλπας που διαχωρίζεται από το χυμό τομάτας.
Σύμφωνα με μια άλλη πτυχή της παρούσαςμεθόδου η πούλπα που λαμβάνεται με την παρούσα διαδικασία ( σύνθεση πούλπας), της οποίας το μέγεθος να μην είναι μεγαλύτερο από 1.5 mm, κατά προτίμηση 0,8 mm και η συγκέντρωση του λυκοπενίου στην πούλπα (περιεκτικότητα υγρασίας  75% -92%) να κυμαίνεται από 5 έως 15 φορές μεγαλύτερη σε σχέση με τις ντομάτες από τις οποίες προκύπτει η σύνθεση της πούλπας.Η νέα σύνθεση δεν περιέχει σπόρους ως αποτέλεσμα του τελικύ σταδίου της διαδικασίας για την προετοιμασία του χυμού τομάτας η οποία είναι η πρώτη ύλη για τη διαδικασία της παρούσας εφεύρεσης.Κατα την ξήρανση του παρόντος προïόντος (για παράδειγμα με σπρέι ξήρανσης) απομακρύνεται πάνω από το 90% του νερού που αποτελεί μέρος του ορού που περιέχεται στην πούλπα.Η    σύνθεση του πολτού στην παρούσα εφεύρεση μετά την ξήρανση,έχει μεγαλύτερη ικανότητα απορρόφησης του νερού από εκείνη του πολτού που λαμβάνεται από άλλες μεθόδους.
Συμπερασματικά μπορεί να αναφερθεί οτι 

· Ο Τοματοπολτός ή ο χυμός τομάτας,και η πούλπα τομάτας μπορούν να αποκτηθούν με ενιαία διαδικασία, από την ίδια πηγή του χυμού τομάτας.
· Το ιξώδες και η συγκέντρωση του λυκοπενίου τοματοπολτού μπορούν να ελέγχονται κατά τη διαδικασία, χωρίς την ανάγκη για μια εξωτερική πηγή πολτού ή ορού. Έτσι, επιτρέπει τον καλύτερο έλεγχο των ιδιοτήτων των τοματοπολτών.
· Η παρούσα διαδικασία προσφέρει στη βιομηχανία επεξεργασίας τομάτας μία μέθοδο για τον έλεγχο της διαδικασίας από τη μεταβολή της πρώτης ύλης  στην παραγωγή χυμού με τις απαιτούμενες ιδιότητες.
· παρέχει μια φθηνή πηγή πούλπας

· Η παρούσα διαδικασία προσφέρει προϊόντα ντομάτας με μια ισχυρότερη γεύση ντομάτας.
· Πετυχαίνεται η δημιουργία αποξηραμένων πολτών, με βελτιωμένη ικανότητα απορρόφησης του νερού,ασθενής γεύση ντομάτας και ισχυρές κόκκινες χρωστικές ιδιότητες.
· Μία ασφαλή χρωστική από φυσικές πηγές, οι οποία μπορεί να έχει οφέλη για την ανθρώπινη υγεία.
Υποπροïόντα απο τομάτα

Η τομάτα αποτελεί ένα προïόν που καλλιεργείται και επεξεργάζεται εκτετα-μένα στη χώρα μας.Το μεγαλύτερο μέρος της παραγωγής χρησιμοποιείται για την παρασκευή τοματοπολτού και το μικρότερο για την παρασκευή αποφλοιωμένης τομάτας.Σύμφωνα με εκτιμήσεις διαφόρων μελετητών περισσότερο απο 40% των τοματών που επεξεργάζονται, χάνονται σαν απόβλητα.Η εισαγωγή της μηχανικής συγκομιδής εκτιμάται οτι έχει διπλασιάσει το ποσό που χάνεται σαν απόβλητο.Το ποσοστό αυτό δεν περιλαμβάνει την ποσότητα που παραμένει στον αγρό (Ries and Stout 1962,Ben-Gera and Kramer 1969).

Για την εξαγωγή λαδιού απο τους σπόρους της τομάτας θα πρέπει πρώτα να γίνει διαχωρισμός τους απο τους φλοιούς.Η διεργασία με συντομία περιλαμβάνει : Το απόβλητο συμπιέζεται σε ένα συνεχές πιεστήριο για να απομακρυνθεί όσο το δυνατόν μεγαλύτερη ποσότητα νερού.Το μερικώς αφυδατωθέν προïόν διοχετεύεται σε ένα συνεχή ξηραντήρα με φυσητήρες θερμού αέρα,ο οποίος θερμαίνεται με σερπαντίνες ατμού.Για την ξήρανση μπορεί να χρησιμοποιηθεί ένας ξηραντήρας περιστρεφόμενου τυμπάνου.Οι σπόροι μπορούν να διαχωρισθούν απο το ξηραμένο υλικό με κοσκίνι-σμα και εμφύσηση αέρα.

Το λάδι μπορεί να ληφθεί με πίεση (χρησιμοποιώντας ένα συνεχές πιεστήριο λαδιού ή με εκχύλιση με κατάλληλο διαλύτη).Με αυτό τον τρόπο λαμβάνεται περίπου ένα 20% λαδιού.Το ακατέργαστο λάδι ,όπως εξάγεται απο το πιεστήριο,έχει μια ανεπιθύμητη οσμή η οποία μπορεί να απομακρυνθεί με απόσμηση με ατμό υπό κενό.Τα ελεύθερα λιπαρά οξέα μπορούν να εξουδετερωθούν με καυστικό αλκάλι ή ανθρακικό νάτριο,όπως γίνεται και στα άλλα λάδια.Το εξευγενισμένο λάδι είναι κατάλληλο για τη διατροφή του ανθρώπου.  
Ο πλακούντας των σπόρων της τομάτας ,ο οποίος προκύπτει απο τη διεργασία της ανάκτησης λαδιού,είναι πολύ σπουδαίο προïόν.Επί ξηρής βάσεως , ο πλακούντας αυτός περιέχει 37% πρωτεïνη και σύμφωνα με τους Vecchiotti and Piva(1964) πάνω απο 39%.Η κατά προσέγγιση σύνθεση των σπόρων της τομάτας φαίνεται στον Πίνακα 6 .Η σύνθεση των αμινοξέων των πρωτεïνών των σπόρων της τομάτας είναι συγκρίσιμη με εκείνη της σόγιας (Vecchiotti and Piva 1964 ,Tsatsaronis and Boskou 1975).

ΠΙΝΑΚΑΣ 6.Κατά προσέγγιση σύνθεση των σπόρων τηςτομάτας
	ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΟ
	ΤΙΜΗ
	ΑΝΑΦΟΡΕΣ

	Υγρασία%
	9,3-10,04
	Canella and Castriotta

(1980)

	
	9,6
	Carlson et al (1981)

	
	6,42±0,05
	Latlief(1982)

	
	11,7
	Lazos,Kalathenos (1988)

	Τέφρα ( % ξ.β.)
	7,3-9,6
	Canella and Custiotta  

(1980)

	
	5,4
	Tsatsaronis and Boskou
(1975)

	
	3,91±0,15
	Latlief(1982)

	
	4,8
	Lazos,Kalathenos (1988)

	Πρωτεïνη (% ξ.β.)
(Ν×6,25)
	22,9-23,7
	Brodowski and Geisman

(1980)

	
	33,9
	Carlson et al (1981)

	
	27,6
	Eggers(1974)

	
	25,8
	Giesman(1981)

	
	24,5
	Tsatsaronis and Boskou

(1975)

	
	32,6
	Lazos,Kalathenos (1988)

	Λίπος ( % ξ.β.)
	22,2
	Carlson et al (1981)

	
	29,6
	Giesman(1981)

	
	28,1
	Tsatsaronis and Boskou

(1975)

	
	20,53±0,35
	Latlief(1982)

	
	22,4
	Lazos,Kalathenos (1988)

	Ακατέργαστες ίνες (% ξ.β.)
	15,5-21,7
	Canella and Custiotta

(1980)

	
	17,7-18,3
	Carlson et al (1981)

	
	19,9
	Tsatsaronis and Boskou

(1975)

	
	14,8
	Lazos,Kalathenos (1988)


ΠΗΓΗ: Μόλυνση περιβάλλοντος & Αξιοποίηση υποπροïόντων  βιομηχανιών τροφίμων     
(1997)                                                            
Οι Kramer και  Kwee (1977) εξέτασαν τη χρήση των αποβλήτων της επεξερ-γασίας της τομάτας για ανθρώπινη κατανάλωση. Ο Carlson et al(1981) έδειξε οτι η προσθήκη αλεσμένων σπόρων τομάτας σε επίπεδο 20% στο ψωμί απο σιτάρι δεν παρουσίασε καμμία μεταβολή στην ταχύτητα παλαίωσης (μπαγιάτεμα) αλλά επήλθε μείωση του ειδικού όγκου του ψωμιού κατα 20,4% και αύξηση της χημικής τιμής της λυσίνης κατά 60,9%.Ο Kwee (1970) ανέφερε οτι τα συμπυκνώματα πρωτεïνης απο σπόρους τομάτας θα πρέπει να έχουν μεγάλη εμπορική αξία λόγω των μοναδικών λειτουργικών τους ιδιοτήτων και ο Gelsman (1981) οτι οι σπόροι της τομάτας δεν έχουν αντι-θρεπτικούς παράγοντες ,οι οποίοι συνήθως περιέχονται σε ασυνήθιστες πηγές πρωτεïνης.

Η παρασκευή συμπυκνωμάτων πρωτεïνης απο σπόρους τομάτας βρίσκεται υπό μελέτη κατά τα τελευταία χρόνια (Canella and Custiotta 1980, Giesman 1981,Latlief and knorr 1983a,μετά τροποποίηση).
                                  ΣΠΟΡΟΙ ΤΟΜΑΤΑΣ

                                    │
                                  ΕΛΑΤΤΩΣΗ ΜΕΓΕΘΟΥΣ



│

            ΝΕΡΟ———— ΑΡΑΙΩΣΗ
                                         │
           NaOH ———— ΕΚΧΥΛΙΣΗ
         
│

ΦΥΓΟΚΕΝΤΡΙΣΗ
                                                │

                                    ΠΡΩΤΕΙΝΙΚΟ ΔΙΑΛΥΜΑ
                                                │
                                           ΠΗΞΗ
                                                │
                                     ΦΥΓΟΚΕΝΤΡΙΣΗ------------------------Υγρό χωρίς πρωτεïνη
                                                │
                                     ΑΦΥΔΑΤΩΣΗ

                                                │
                             ΠΡΩΤΕΙΝΙΚΟ ΣΥΜΠΥΚΝΩΜΑ
                              ΣΠΟΡΩΝ ΤΟΜΑΤΑΣ
Σχήμα 12. Απλοποιημένο διάγραμμα ροής για την παραγωγή συμπυκνώματος πρωτεïνης απο σπόρους  τομάτας

Μεγαλύτερη προσοχή έχει δοθεί στη χρησιμοποίηση των αποβλήτων της τομάτας ως ζωοτροφής ,παρά ως τροφή του ανθρώπου.Απο τα παλαιότερα χρόνια οι φλοιοί ,σπόροι και η πούλπα της τομάτας χρησιμοποιήθηκαν σαν χοιροτροφή.Οι Templeton (1947) και Edwards et al (1952) μελέτησαν το κόστος της αφυδάτωσης των αποβλήτων της τομάτας.Οι μελετητές αυτοί υπέδειξαν ,την αφυδάτωση των αποβλήτων και τη χρήση τους σαν ζωοτροφές,σαν την πιο οικονομική μέθοδο επεξεργασίας των αποβλήτων αυτών. Άλλοι πάλι τα έχουν εξετάσει σαν εμπλου-τιστικά ζωοτροφής σε ποσοστά απο 11 μέχρι 30% της τροφής για σκύλους ,χοίρους,βοδινά,πρόβατα και κοτόπουλα ( Altschul 1976,Ammerman et al 1963, Esselen and Fellers 1939,McCay and Smith 1940).Οι Kramer και Kwee (1977) σημειώνουν οτι παρ’όλο που τα απόβλητα της κονσερβοποίησης της τομάτας περιέχουν πολύ υγρασία,εν τούτοις περιέχουν σημαντική πρωτεïνη (20-22%).Ανέπτυξαν δε μια διεργασία για τη συνολική χρησιμοποίηση των αποβλήτων της κονσερβοποίησης της τομάτας κατά την οποία τα απόβλητα τεμαχίζονται ,υγρο-αλέθονται ,αλκαλοποιούνται και συμπιέζονται. 













Β. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ
Κεφάλαιο 7. Υλικά και Μέθοδοι 

7.1.Εισαγωγή


Ανάλογα με τη φύση του δείγματος από το οποίο πρόκειται να απομονώσουμε τα φυσικά αντιοξειδωτικά , καθορίζονται και τα βήματα καθαρισμού και προετοιμασίας του.Οι ενέργειες αυτές είναι απαραίτητο να γίνουν πριν από οποιαδήποτε διεργασία ,διαφορετικά δεν μπορεί να λειτουργήσει η ανοιχτή στήλη χρωματογραφίας.Προτείνεται να εφαρμόζεται φυγοκέντριση και εκχύλιση του δείγματος όπου αυτό χρειάζεται.Στην παρούσα πτυχιακή εργασία εξετάζονται δείγματα τομάτας.

7.2.Υλικά


Στην παρούσα πτυχιακή χρησιμοποιήθηκαν τα εξής αντιδραστήρια:
· Ακετόνη 

· Διαιθυλεθέρας

· Πετρελαϊκός αιθέρας 

· Άνυδρο θειϊκό νάτριο

Τα οποία αγοράστηκαν από την  Merck( Darmstad and Germany)


O εξοπλισμός που χρησιμοποιήθηκε κατά την προετοιμασία των δειγμάτων και τη διάρκεια των πειραμάτων:

· Rotavapor (Buchi model R200)
· Ζυγός Shimadzu AYIZO
· Φυγόκεντρος HERMLE Labortechnick Z 200A (Wemingen,Germany)
· Στήλη ανοιχτής χρωματογραφίας
Για την φωτομέτρηση του καροτενίου και λυκοπενίου που παραλάβαμε απ’ την στήλη χρωματογραφίας και για την λήψη φασμάτων απορροφήσεως καροτενοειδών χρησιμοποιήθηκε 

· Φωτόμετρο SHIMADZU UV-VIS mini 1240

Επίσης σαν φίλτρο στην στήλη χρωματογραφίας χρησιμοποιήθηκε υαλομβάβακας.
7.3.Χειρισμός δειγμάτων τομάτας για την εφαρμογή της στήλης  
       χρωματογραφίας.
Παρακάτω δίδεται μια περιγραφή των χειρισμών στους οποίους υποβλήθηκαν τα δείγματα τομάτας προκειμένου να καταστούν κατάλληλα για την εφαρμογή της μεθόδου ανοιχτής στήλης χρωματογραφίας.
7.3.1 Πολτοποίηση δείγματος τομάτας
Χρησιμοποιήθηκαν 4 τομάτες για το δείγμα . Πολτοποιούνται με την βοήθεια ενός οικιακού μπλέντερ και τελικά λαμβάνεται ένα ομογενοποιημένο δείγμα το οποίο περιέχει ιστούς τομάτας ,νερό, σάκχαρα και άλλα. Σε αυτήν την φάση ζυγίζεται το δείγμα που παραλάβαμε και αντιστοιχεί σε 50 gr .
7.3.2.Δημιουργία συστήματος διαλυτών   
Για τον διαχωρισμό του περιεχόμενου νερού (το οποίο υπάρχει σε κάθε τρόφιμο σε κάποιο ποσοστό) από το δείγμα, χρησιμοποιείται ένα σύστημα διαλυτών 1:1:1:1 με           
                     100ml            τετραϋδροφουράνιο 

                     100ml            Ακετόνη

                     100ml            Διαιθυλαιθέρα και

                     100ml            Πετρελαϊκό αιθέρα 
7.3.3 Φυγοκέντριση
Αφού γίνει η προετοιμασία του συστήματος διαλυτών με την χρήση vial (ειδικών δοχείων τα οποία τοποθετούνται στην φυγόκεντρο ), προετοιμάζονται το δείγματα τα οποία θα μπουν για φυγοκέντριση. Χωρίζεται η ποσότητα του δείγματος σε ίσα μέρη. Σε κάθε vial υπάρχουν 12.5 gr δείγματος τομάτας και 10 ml από το σύστημα διαλυτών 1:1:1:1 που παρασκευάστηκε . Στην συνέχεια το διάλυμα φυγοκεντρείται στις 3500rpm για χρονικό διάστημα 3 λεπτών(για να μην μειωθεί η θερμοκρασία κάτω των 40˚  C ) και έτσι διαχωρίζεται το δείγμα .


Στην πρώτη φάση που σχηματίζεται βρίσκονται οι διαλύτες που προστέθηκαν στα vial, η αμέσως επόμενη φάση περιλαμβάνει τους ιστούς του δείγματος τομάτας και τέλος η τελευταία φάση που αποτελείται από το νερό του δείγματος (υδατική φάση).

Σε περίπτωση ανεπαρκούς καθαρισμού του δείγματος υπάρχει περίπτωση να εμφανιστεί θόλωση της υδατικής φάσης με αποτέλεσμα την μείωση της απόδοσης της εκχύλισης 
7.3.4. Ογκομέτρηση και διαχωρισμός φάσεων 
Για πιο αποτελεσματική απομάκρυνση της υδατικής φάσης προτείνεται ο άμεσος διαχωρισμός των δύο φάσεων. Όσο ταχύτερος είναι ο διαχωρισμός των δύο φάσεων τόσο μικρότερο είναι το ποσό των καροτενοειδών που μεταναστεύουν από την φάση του επιφανειοδραστικού προς την υδατική φάση. Ο διαχωρισμός των φάσεων γινόταν με την χρήση πιπετών Pasteur.Το δείγνα τοποθετείται σε ογκομετρική φιάλη και λαμβάνονται 40 ml.

7.3.5. Συμπύκνωση
Στα 40 ml που παρελήφθησαν από τη διαδικασία της φυγοκέντρισης υπάρχουν και διαλύτες. Σε αυτό το στάδια του πειράματος πρέπει να απομονωθούν οι διαλύτες για την παραλαβή καθαρού δείγματος το οποίο αποτελείται από φυσικά αντιοξειδωτικά και θα διαχωριστούν με την μέθοδο ανοιχτής στήλης χρωματογραφίας. Η συμπύκνωση του δείγματος γίνεται με την χρήση του μηχανήματος Rotavapor ρυθμίζοντας την θερμοκρασία στους 45˚C ,καθώς μεγαλύτερη θερμοκρασία επιφέρει καταστροφή των καροτενοειδών. Τελικά παρελήφθησαν 16ml συμπυκνωμένου δείγματος.
[image: image12.jpg]



Σχήμα 13. Rotavapor R200

7.4 Στήλη ανοιχτής χρωματογραφίας
7.4.1 Προετοιμασία υλικού για στήλη ανοιχτής χρωματογραφίας

Παρασκευάστηκε υλικό από MgO και Hyflosyper cel σε αναλογίες 1:1 και 1:2 .Ζυγίστηκαν 60 gr MgO και 60 gr  Hyflosyper cel για την αναλογία 1:1 και 60 gr MgO και 120 gr  Hyflosyper cel για την αναλογία 1:2.Το μίγμα αναγεννάται με θέρμανση για 4 ώρες στους 110ºC. Στην συνέχεια τοποθετήθηκε σε ξηραντήρα μέχρι τη χρήση του (για να μην προσλάβει  υγρασία) .
7.4.2. Προετοιμασία συστήματος διαλυτών για έκλουση στήλης ανοιχτής 
          χρωματογραφίας.

Για το πρώτο σύστημα διαλυτών χρησιμοποιήθηκε διαιθυλαιθέρας σε πετρελαϊκό αιθέρα σε αναλογίες 1%,2%,5% όπου το κάθε ένα είχε συνολικό όγκο 50ml .
Για την παρασκευή του δεύτερου συστήματος διαλυτών χρησιμοποιήθηκε ακετόνη σε πετρελαϊκό αιθέρα σε αναλογίες 2%,5%,8%,10%,15%,20% όπου το κάθε ένα είχε συνολικό όγκο 50 ml.

7.4.3. Μέθοδος στήλης ανοιχτής χρωματογραφίας
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Σχήμα 14.Διαχωρισμός καροτενοειδών στην OCC
 H πειραματική διαδικασία που ακολούθησε για την πρώτη στήλη είναι η ακόλουθη

· Αρχικά συνδέεται η στήλη με τη βρύση

· τοποθετείται υαλοβάμβακας (1,5 cm)  σαν φίλτρο της στήλης

· προστέθηκαν 22 cm υλικού MgO/Hyflosuper cel 1:2 
· προσθήκη άνυδρου θειϊκού νατρίου (περίπου 1 cm) 
· άνοιγμα βρύσης για εφαρμογή κενού έτσι ώστε η στήλη να έχει συμπαγή μορφή

· κλείσιμο βρύσης και έκλουση στήλης με 50 ml  πετρελαϊκού αιθέρα

· ρύθμιση βρύσης στην κατάλληλη πίεση ώστε να απορροφηθεί αργά ο  

      πετρελαϊκός αιθέρας και αφού ολοκληρωθεί η διαδικασία
· τοποθετούνται 4 ml δείγματος και μόλις απορροφηθούν από τη στήλη ξεκινάει η έκλουση με τα συστήματα διαλυτών 
· έκλουση στήλης με 50 ml διαιθυλαιθέρα σε πετρελαϊκό αιθέρα σε αναλογία 1%

· παρατηρείται ότι δεν ξεκινάει διαχωρισμός των καροτενίων
· έπειτα πραγματοποιείται έκλουση με 50 ml διαιθυλαιθέρα σε πετρελαϊκό αιθέρα σε αναλογία 2%

· παρατηρείται διαχωρισμός του δείγματος σε δύο μπάντες χρώματος πορτοκαλί και κίτρινου.Η κίτρινη μπάντα προηγείται .

· συνεχίζεται η έκλουση  με   50 ml διαιθυλαιθέρα σε πετρελαϊκό αιθέρα σε αναλογία 5% όπου και συλλέχθησαν 15 ml δείγματος χρώματος κίτρινου 
· αφού ολοκληρώθηκε η συλλογή της κίτρινης μπάντας συνεχίζεται η έκλουση με 50 ml ακετόνη σε πετρελαϊκό αιθέρα σε αναλογία 2% όπου όμως παρατηρείται ότι η πορτοκαλί μπάντα δεν κατεβαίνει
· το ίδιο παρατηρείται και όταν γίνεται έκλουση της στήλης ακετόνης σε πετρελαϊκό αιθέρα σε αναλογίες 5% και 10% από 50 ml αντίστοιχα

· με την προσθήκη 50 ml ακετόνης σε πετρελαϊκό αιθέρα σε αναλογία 10% σχηματίζεται μια δεύτερη κίτρινη μπάντα όπου για την παραλαβή της χρειάστηκαν συνολικά 150 ml του συστήματος αυτού και ελήφθησαν 8 ml. Παράλληλα , η πορτοκαλί μπάντα με την προσθήκη του συστήματος της ακετόνης σε  πετρελαϊκό αιθέρα σε αναλογία 10% μετασχηματίστηκε σε σκούρο κίτρινο χρώμα  λίγο πριν το φίλτρο όπου και παραλαμβάνονται περίπου 20 ml.

·  Σε αυτή τη στήλη δε συλλέχθηκε κόκκινη μπάντα.
H πειραματική διαδικασία που ακολούθησε για την δεύτερη στήλη είναι η ακόλουθη

· Αρχικά συνδέεται η στήλη με τη βρύση

· τοποθετείται υαλοβάμβακας (1,5 cm)  σαν φίλτρο της στήλης

· προστέθηκαν 22 cm υλικού MgO/Hyflosuper cel 1:1 
· προσθήκη άνυδρου θειϊκού νατρίου (περίπου 1 cm) 
· άνοιγμα βρύσης για εφαρμογή κενού έτσι ώστε η στήλη να έχει συμπαγή μορφή

· κλείσιμο βρύσης και έκλουση στήλης με 50 ml  πετρελαϊκού αιθέρα

· ρύθμιση βρύσης στην κατάλληλη πίεση ώστε να απορροφηθεί αργά ο   πετρελαϊκός αιθέρας και αφού ολοκληρωθεί η διαδικασία

· τοποθετούνται 4 ml δείγματος και μόλις απορροφηθούν από τη στήλη ξεκινάει η έκλουση με τα συστήματα διαλυτών.

·  χρησιμοποιείται σύστημα διαλυτών ακετόνης σε  πετρελαϊκό αιθέρα σε αναλογία 10% και διαιθυλαιθέρα σε πετρελαϊκό αιθέρα σε αναλογία 5%

· Δεν παρατηρείται διαχωρισμός του δείγματος σε μπάντες.

H πειραματική διαδικασία που ακολούθησε για την τρίτη στήλη είναι η ακόλουθη

· Αρχικά συνδέεται η στήλη με τη βρύση

· τοποθετείται υαλοβάμβακας (1,5 cm)  σαν φίλτρο της στήλης

· προστέθηκαν 22 cm υλικού MgO/Hyflosuper cel 1:2 
· προσθήκη άνυδρου θειϊκού νατρίου (περίπου 1 cm) 
· άνοιγμα βρύσης για εφαρμογή κενού έτσι ώστε η στήλη να έχει συμπαγή μορφή

· κλείσιμο βρύσης και έκλουση στήλης με 50 ml  πετρελαϊκού αιθέρα

· ρύθμιση βρύσης στην κατάλληλη πίεση ώστε να απορροφηθεί αργά ο   πετρελαϊκός αιθέρας και αφού ολοκληρωθεί η διαδικασία

· τοποθετούνται 4 ml δείγματος και μόλις απορροφηθούν από τη στήλη ξεκινάει η έκλουση με τα συστήματα διαλυτών.

·  χρησιμοποιείται σύστημα διαλυτών ακετόνης σε  πετρελαϊκό αιθέρα σε αναλογία 10% με το οποίο ξεκινάει ο διαχωρισμός των συστατικών του δείγματος σε δύο μπάντες, μία κίτρινη μπάντα και μία πορτοκαλί . Με την χρήση αυτού του συστήματος κατεβαίνει πρώτα η κίτρινη και για την παραλαβή της καταναλώθηκαν 150 ml του συγκεκριμένου συστήματος διαλυτών και παρελήφθησαν 20 ml δείγματος .

· Στην συνέχεια γίνεται έκλουση συστήματος διαλυτών διαιθυλαιθέρα σε πετρελαϊκό αιθέρα σε αναλογία 5%.Χρησιμοποιήθηκαν 50 ml αυτού του συστήματος και κατέβηκε μια δεύτερη κίτρινη μπάντα ποσότητας 10 ml .
· Στην στήλη υπήρχε μία κόκκινη μπάντα η οποία δεν κατέβηκε με την χρήση του συστήματος διαιθυλαιθέρα σε πετρελαϊκό αιθέρα σε αναλογία 5%.Γι’ αυτό χρησιμοποιήθηκε ισχυρότερο σύστημα σε αναλογίες 6-14%.όπου και πάλι διαπιστώθηκε ότι η κόκκινη μπάντα δεν κατέβηκε.

 H πειραματική διαδικασία που ακολούθησε για την τέταρτη στήλη είναι η ακόλουθη

· Αρχικά συνδέεται η στήλη με τη βρύση

· τοποθετείται υαλοβάμβακας (1,5 cm)  σαν φίλτρο της στήλης

· προστέθηκαν 22 cm υλικού MgO/Hyflosuper cel 1:2 
· προσθήκη άνυδρου θειϊκού νατρίου (περίπου 1 cm) 
· άνοιγμα βρύσης για εφαρμογή κενού έτσι ώστε η στήλη να έχει συμπαγή μορφή

· κλείσιμο βρύσης και έκλουση στήλης με 50 ml  πετρελαϊκού αιθέρα

· ρύθμιση βρύσης στην κατάλληλη πίεση ώστε να απορροφηθεί αργά ο   πετρελαϊκός αιθέρας και αφού ολοκληρωθεί η διαδικασία

· τοποθετούνται 4 ml δείγματος και μόλις απορροφηθούν από τη στήλη ξεκινάει η έκλουση με τα συστήματα διαλυτών.

· Πρωτίστως πραγματοποιείται έκλουση με 45 ml  διαιθυλαιθέρα σε πετρελαϊκό αιθέρα αναλογίας 1% και έπειτα ακολουθεί προσθήκη 20 ml  διαιθυλαιθέρα σε πετρελαϊκό αιθέρα αναλογίας 2% με αποτέλεσμα την παραλαβή 24,5 ml δείγματος χρώματος κίτρινου. Ακολουθείται έκλουση στήλης με διαιθυλαιθέρα σε πετρελαϊκό αιθέρα σε μικρή ποσότητα με σκοπό τον αποχρωματισμό του φίλτρου.

· Στην συνέχεια έγινε έκλουση της στήλης με 25 ml ακετόνης σε πετρελαϊκό αιθέρα αναλογίας 2% και ακολουθήθηκε έκλουση της στήλης σε μικρές ποσότητες από τις αναλογίες 5%,8%,10% διαδοχικά. Με αυτόν τον τρόπο 
      παρελήφθησαν 26,5 ml δείγματος χρώματος κόκκινου. 

Τα δείγματα φασμαφωτομετρούνται.
7.4.4.Υπολογισμός συγκέντρωσης καροτενοειδών
   A*y(ml)*106
X(μg)= ————————
   A1%  1cm  *100

Όπου χ : η συγκέντρωση του καροτενίου 
          Α: η απορρόφηση στο μήκος κύματος
           y: ο όγκος του δείγματος 
A1%  1cm : o συντελεστής απορρόφησης του συγκεκριμένου καροτενοειδούς

              στο συγκεκριμένο διαλύτη
                    X(μg)

Χ(μg/g) = ————————
                   Bδείγματος     (gr)
Κεφάλαιο 8 . Μετρήσεις  και Αποτελέσματα
Στο κεφαλαιο 8 παρατίθενται τα αποτελέσματα και οι παρατηρήσεις και τα συμπεράσματα που έγιναν με στήλη OCC.Σε κάθε πείραμα συμπεριλαμβάνονται και οι αντίστοιχες φωτογραφίες της στήλης κατά τον διαχωρισμό.
ΠΡΩΤΟ ΠΕΙΡΑΜΑ

Οι πειραματικές συνθήκες του πειράματος περιγράφονται αναλυτικά στο 7.4.3

Όσον αφορά  τα συστήματα διαλυτών  που χρησιμοποιήθηκαν κατά την πειραματική πορεία διαπιστώθηκε ότι καλύτερα λειτούργησαν το σύστημα διαιθυλαιθέρα σε πετρελαϊκό αιθέρα σε αναλογία 5% και το σύστημα ακετόνης σε  πετρελαϊκό αιθέρα σε αναλογία 20%,για τον διαχωρισμό των ζωνών.


Ακόμη η αλλαγή χρώματος της τελευταίας μπάντας από πορτοκαλί σε κίτρινο μπορεί να οφείλεται σε οξείδωσή της καθώς τα καροτενοειδή είναι ευαίσθητα στο φώς. ή στη μη σωστή εφαρμογή του κενού(δημιουργία ρωγμών που εγκλείουν αέρα).

Τα εκλούσματα που αντιστοιχούν στις διάφορες ζώνες ογκομετρήθηκαν, φασματοφωτομετρήθηκαν και προσδιορίστηκε η συγκέντρωση των καροτενοειδών με βάση τον τύπο στο κεφάλαιο 7.4.4.
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Σχήμα 15.Εικόνα της πρώτης στήλης κατά στο στάδιο του conditioning
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Σχήμα16. Εικόνα της πρώτης στήλης στην οποία διακρίνεται η κίτρινη ζώνη                     
                 του β-καροτενίου.
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Σχήμα 17.Εικόνα της πρώτης στήλης στην οποία διακρίνεται η 

πορτοκαλόχρωμη  ζώνη  του λυκοπενίου.                   
ΔΕΥΤΕΡΟ ΠΕΙΡΑΜΑ

Οι πειραματικές συνθήκες του πειράματος περιγράφονται αναλυτικά στο 7.4.3

Στην πρώτη στήλη διαπιστώθηκε ότι το υλικό πλήρωσης MgO/Hyflosuper cel 1:1 δεν είναι κατάλληλο για τη λειτουργία της στήλης προκειμένου να διαχωριστούν επιτυχώς τα καροτενοειδή που υπάρχουν στο δείγμα. Γι’ αυτό το λόγο στις επόμενες στήλες χρησιμοποείται αυτό το υλικό αλλά σε αναλογία 1:2.
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Σχήμα 18.Εικόνα της δεύτερης στήλης κατά τον διαχωρισμό των καροτενοειδών
Παρατηρείται ότι η πορτοκαλόχρωμη ζώνη του λυκοπενίου εκλούεται πρώτη ενώ η κιτρινόχρωμη ζωνη του καροτενίου παραμένει στο ανω μέρος της στήλης και δεν κατέστη δυνατό να εκλουστεί. Ούτε η ζώνη του λυκοπενίου εκλούστηκε. 

ΤΡΙΤΟ ΠΕΙΡΑΜΑ

Οι πειραματικές συνθήκες του πειράματος περιγράφονται αναλυτικά στο 7.4.3

Παρόλο που από το προηγούμενο πείραμα διαπιστώθηκε πως τα συστήματα διαλυτών που λειτουργούν καλύτερα στην στήλη είναι σε αναλογίες 5% διαιθυλαιθέρα σε πετρελαϊκό αιθέρα (για την έκλουση του β-καροτενίου) και 10%  ακετόνη σε  πετρελαϊκό αιθέρα(για την έκλουση του λυκοπενίου), εδώ παρατηρείται ότι σε αυτές τις αναλογίες δεν εκλούστηκε η κόκκινη ζώνη του λυκοπενίου .Αυτό ενδεχομένως οφείλεται στην πρόσληψη υγρασίας του υλικού πλήρωσης της στήλης, είτε σε μη καλή ανάδευσή του πριν την χρήση του, είτε σε μη επαρκή εφαρμογή κενού με αποτέλεσμα την μη συμπαγή μορφή της στήλης(«σπάσιμο στήλης»)κατά την πειραματική διαδικασία.


Ωστόσο ενώ έγινε αναφορά στις αναλογίες των συστημάτων διαλυτών που αποδίδουν καλύτερα, θα πρέπει να σημειωθεί ότι θα πρέπει να χρησιμοποιούνται όλες οι αναλογίες των συστημάτων διαλυτών με αυξανόμενο ποσοστό διαιθυλαιθέρα και ακετόνης σε πετρελαικό(δηλαδή 1% 2% 5% διαιθυλαιθέρας και 2% 5% 8% και 10% ακετόνη), καθώς η στήλη ανοιχτής χρωματογραφίας λειτουργεί βάση της πολικότητας των μορίων .
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Σχήμα 19.Εικόνα της τρίτης στήλης όπου φαίνεται το «σπάσιμο» της στήλης
ΤΕΤΑΡΤΟ ΠΕΙΡΑΜΑ

Οι πειραματικές συνθήκες του πειράματος περιγράφονται αναλυτικά στο 7.4.3
Με βάση τα συμπεράσματα από τα προηγούμενα πειράματα στην παρούσα εφαρμογή της μεθόδου ανοιχτής χρωματογραφίας επετεύχθη τελικά ο διαχωρισμός των καροτενοειδών όπου η κίτρινη ζώνη αντιστοιχεί στο καροτένιο και η κόκκινη στο λυκοπένιο. Τα δείγματα που παρελήφθησαν από την στήλη φωτομετρήθηκαν και τα φάσματά τους παρουσιάζονται  παρακάτω:
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Σχήμα 20. Στις δύο παραπάνω φωτογραφίες διαφαίνεται ο διαχωρισμός της   . 


πορτοκαλόχρωμης ζώνης του λυκοπενίου και της κιτρινόχρωμης 


      ζώνης του καροτενίου
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Σχήμα21.Φάσμα  ζώνης λυκοπενίου 
Πίνακας 7.Μήκος κύματος κορυφών  λυκοπενίου απο το φάσμα του 


σχήματος 21

	Λυκοπενιο σε PE (βιβλιογραφια)
	Εκλουσμενη Ζωνη λυκοπενιου 

	500,7
	502

	470,5
	470

	455
	444


ΣΗΜΕΙΩΣΗ  Στη βιβλιογραφία αναφέρονται σαν κορυφές του λυκοπενίου στον πετρελαϊκό αιθέρα  στα 444,470 και 502nm.Το φάσμα της ζώνης του λυκοπενίου που παρελήφθησε μετά την έκλουση παρουσιάζει κορυφές στα 455,470,5 και 500,7 nm.Άρα πρόκειται για λυκοπένιο με υψηλό βαθμό καθαρότητας.
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Σχήμα 22.Φάσμα καροτενίου από φασματοφωτόμετρο
Πίνακας 8. Μήκος κύματος κορυφών καροτενίων απο το φάσμα του 

                    σχήματος 22

	Εκλουσμένη ζώνη 

β-καροτενίου σε PE
	α-καροτένιο (βιβλιογραφία)
	β-καροτένιο (βιβλιογραφία)

	425,8
	423
	425

	449,8
	445
	450

	477,2
	473
	477


ΣΗΜΕΙΩΣΗ  Στη βιβλιογραφία αναφέρονται σαν κορυφές του β-καροτενίου στον  πετρελαϊκό αιθέρα τα μήκη κύματος 425,450 και 477nm. και για το α-καροτένιο 422,445 και 473nm.Στο φάσμα της ζώνης του β-καροτενίου που παρελήφθησε μετά την έκλουση οι κορυφές είναι 425,8 ,449,8 και 477,2 απ’ όπου προκύπτει ότι πρόκειται για β-καροτένιο με σχετικά μεγάλη καθαρότητα. Δεν κατέστη δυνατή η ταυτοποίηση των καροτενίων με HPLC.
Για το β-καροτένιο

Ο διαλύτης που χρησιμοποιήθηκε είναι ο πετρελαïκός αιθέρας και σύμφωνα με βιβλιογραφία (Amaya-Rodriguez,2003) ισχύει οτι   A1%  1cm =2592 όταν λ=450nm για το β-καροτένιο.

Από τον πίνακα 8 και με τη χρήση του τύπου που έχει προαναφερθεί προκύπτει το παρακάτω αποτέλεσμα

   0,316*24,5(ml)*106
X(μg)= ————————  =  29,8688μg β-καροτενίου   
       2592*100

                    29,8688(μg)

Χ(μg/g) = ———————— =  0,597376μg β-καροτενίου/ gr τομάτας
                          50 (gr)
Για το λυκοπένιο
Ο διαλύτης που χρησιμοποιήθηκε είναι ο πετρελαïκός αιθέρας και σύμφωνα με βιβλιογραφία (Amaya-Rodriguez,2003) ισχύει οτι   A1%  1cm =3450 όταν λ=470nm για το λυκοπένιο.

Από τον πίνακα 7 και με τη χρήση του τύπου που έχει προαναφερθεί προκύπτει το παρακάτω αποτέλεσμα

  0.265*26,5(ml)*106
X(μg)= ————————  =  20,3551μg λυκοπενίου   
       3450*100

                    20,3551(μg)

Χ(μg/g) = ———————— =  0,4071μg λυκοπενίου / gr τομάτας
                          50 (gr)
Κεφάλαιο 9.  Συμπεράσματα
Από τα παραπάνω αποτελέσματα προκύπτουν τα παρακάτω συμπεράσματα με υλικό πλήρωσης MgO/Hyflosuper cel 1:2 και σύστημα διαλυτών 1-5% διαιθυλαιθέρα σε πετρελαικό αιθέρα και 2-10% ακετόνη σε πετρελαικό αιθέρα επιτυγχάνεται ο διαχωρισμός λυκοπενίου και β-καροτενίου από δείγμα πολτοποιημένης τομάτας σε χρωματογραφία ανοιχτής στήλης,με σημαντικές όμως απώλειες.


Η ζώνη του β-καροτενίου εκλούεται πρώτη με το σύστημα διαλυτών 1-2-5% διαιθυλαιθέρα σε πετρελαικό αιθέρα και ακολουθεί η ζώνη του λυκοπενίου με 2-5-8-10% ακετόνης σε πετρελαικό αιθέρα.
Κεφάλαιο 10 .   Προτάσεις για Περαιτέρω Έρευνα 
Καταρχήν θα πρέπει να διερευνηθούν οι συνθήκες προστασίας οξείδωσης των καροτενοειδών μέσα στην στήλη ώστε να μειωθούν οι απώλειες.

Ακολούθως θα πρέπει να εξεταστούν τα συστήματα διαλυτών έκλουσης της στήλης.

Επίσης θα πρέπει να εξεταστούν και άλλα πληρωτικά υλικά όπως silica-gel,καθώς επίσης και να ταυτοποιηθούν τα καροτενοειδή σε διάφορα στάδια της επεξεργασίας με προηγμένες μεθόδους όπως HPLC.
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Ο χωρισμός οφείλεται σε μια σειρά βημάτων προσρόφησης /εκρόφησης και πολικών αλληλεπιδράσεων





Οργανικοί διαλύτες ή μίγματα οργανικών  διαλυτών





Κινητή φάση





Silica gel, alumina





Στατική φάση





5 μm





Πόρος μορίου silica


Μέγεθος πόρου: από 60 μέχρι 500 Ǻ 





	καθορίζει τη συγκεκριμένη περιοχή επιφάνειας
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Υψηλά υδρογονωμένο silica gel
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