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Rövidítések jegyzéke 
  
A: amin, 8 

AcN: acetonitril, 16 

Agm: agmatin, 8 
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AQC: 6-aminokinolil-N-hidroxiszukcinimidil-

karbamát, 12 
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Asn: aszparagin, 18 

Asp: aszparaginsav, 18 

  
BA: biogén amin, 8 
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Cad: kadaverin, 8 

CLND: kemilumineszcenciás nitrogéndetektálás, 9 

  
DABA: 2,4-diaminobutánsav, 44 

dabzil-Cl: 4-(4-

dimetilaminofenilazo)benzolszulfonil-klorid, 11 

DAH: 1,7-diaminoheptán, 21 

danzil-Cl: 5-(dimetilamino)naftalin-1-szulfonil-
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DAPA: 1,3-diaminopropionsav, 44 

DPIA: 2,6-diaminopimelinsav, 44 

  

EACA: -aminokapronsav, 19 
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EtA: etilamin, 20 

  
FMOC-Cl: 9-fluorenilmetil kloroformát, 10 

  

GABA: -aminovajsav, 19 

GC-MS: gázkromatográf-tömegspektrométer, 35 

Gln: glutamin, 18 

Glu: glutaminsav, 18 

  
Hisn: hisztamin, 8 

HOEtA: etanolamin, 20 

HPLC: nagyteljesítményű folyadékkromatográfia, 8 

HPLC-ESI-MS: HPLC, elektrospray-ionizációs 

tömegspektrométer/-metriás, 33 

  
iAmA: i-amilamin, 21 

iBuA: i-butilamin, 20 

Ile: izoleucin, 18 

integrátoregység/pmol: ie/pmol, 26 

iPrA: i-propilamin, 20 
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Lys: lizin, 12 

  
MCE: 2-merkaptoetanol, 13 

MeA: metilamin, 20 

MeOH: metanol, 12 

MESNA: 2-merkaptoetánszul-fonsav, 29 

MPA: 3-merkaptopropionsav, 13 
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nPrA: n-propilamin, 20 
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PA: poliamin, 20 

Phe: fenilalanin, 18 

PhEtA: -feniletilamin, 17 

PITC: fenilizotiocianát, 10 

PTC: feniltiokarbamoil, 10 

PTH: feniltiohidantoin, 10 

Put: putreszcin, 8 

  
sBuA: szek-butilamin, 20 

Ser: szerin, 12 

Spd: spermidin, 20 

Spm: spermin, 20 

  
tBuA: terc-butilamin, 20 

THF: tetrahidrofurán, 16 

Thr: treonin, 18 

Trp: triptofán, 13 

  
Tyrn: tiramin, 20 

  
UV: ultraibolya/ultraibolya detektálás, 9 

  
Val: valin, 18 

VIS: látható tartomány, 11 
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1. Bevezetés 

A nitrogén fontos szerepet játszik az élő szervezetek felépítésében, az aminosavak (AS), 

fehérjék, hormonok, koenzimek, s egyúttal a földi élet építőköve is. Az AS-aknak és bizonyos 

aminoknak (A) döntő jelentőségük van az élettani folyamatokban is. A biogén aminok (BA) 

nemcsak neurotranszmitterként, hanem hormonokként is életünk részei, amelyek befolyásol-

ják és módosítják más hormonok kiválasztását. Rendellenes kiválasztásukról és/vagy metabo-

lizmusukról feltételezik, hogy kapcsolatba hozhatók különböző betegségek kialakulásával. 

Széles körben vizsgálták a BA-ok szerepét az esszenciális hipertónia kialakulásában is [1]. A 

hisztamin (Hisn) a gyulladásos és allergiás folyamatokban játszik szerepet [2]. Különböző 

AS-ak dekarboxileződésekor keletkezik a putreszcin (Put), a kadaverin (Cad), az agmatin 

(Agm), hisztamin (Hisn).  

Kutatócsoportunkban a szabad AS-ak és A-ok nagyteljesítményű folyadékkromatográfiás 

(HPLC) elemzésére alkalmas származékképzés legkedvezőbb feltételeit részletesen és sokol-

dalúan vizsgáltuk. 
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2. Irodalmi áttekintés 

Az irodalmi áttekintésben azokat, a HPLC-s analízis során alkalmazott származékképzési 

módszereket mutatom be, melyeket napjainkban is igen széles körben alkalmaznak AS-ak, A-

ok/BA-ok meghatározására [3]. A módszerek azonossága révén nem tárgyalom külön fejeze-

tekben az A-okat, és az AS-akat, esetleg külön bekezdésben írom le az eltéréseket. 

 

2.1. Meghatározás származékképzés nélkül 

Mivel az AS-ak nem illékony vegyületek és sokuknak kicsi az ultraibolya (UV) tarto-

mánybeli elnyelésük, ezért a meghatározásuk az esetek jelentős részében származékaik formá-

jában történik. A származékképzést elkerülendő, előnyös megoldás lehet a származékképzés 

nélküli meghatározás, minthogy a származékképzésből adódó hibák (a nem teljes reakció, 

melléktermékek keletkezése, koelúció a reagenssel) nem jelennek meg. Ugyanakkor a szabad 

AS-ak elválasztásából és detektálásából adódnak gondok. Az elmúlt évek detektorfejlesztése-

inek eredményeként új lehetőségek nyíltak. A különböző detektálási technikák összehasonlí-

tása lehetőséget nyújt az analitikusnak, hogy az elvárásainak legmegfelelőbbet válassza. Iro-

dalmi adatokból kitűnik, hogy napjainkban a legérzékenyebb detektálási módok a származék-

képzés nélküli elválasztások után, a tömegspektrometriás (MS), az MS/MS és a kemilumin-

eszcenciás nitrogéndetektálás (CLND) [4]. 

 

2.2. Meghatározás származékképzéssel 

A HPLC-s módszerrel történő AS-elemzések körében az oszlop előtti származékképzés a 

legelterjedtebb. Népszerűségét a rendelkezésre álló származékképzőszerek sokféleségével, a 

fordított fázisú oszlopok eredményezte hatékonyabb elválasztásokkal, és az általánosan hasz-

nált, ugyanakkor (az adott elvárásnak) megfelelően érzékeny detektorok (UV, Fl, MS, 

MS/MS, CLND) alkalmazásával magyarázhatjuk. Ezen technikák felhasználását az teszi lehe-

tővé, hogy a származékképző-csoportok nagymértékben változtatják az egyes AS-ak retenció-

ját, javítják az elválasztásukat, és a detektálásuk érzékenységét. 

Az ideális származékképzőszerrel szembeni elvárások: 

 a lejátszódó reakció gyors és kvantitatív legyen; 

 a képződő származék stabil legyen; 

 lehetőség szerint a primer és a szekunder aminocsoporttal is reagáljon; 

 feleslege és az esetleges mellékreakciók a kromatográfiás elválasztást ne zavarják; 

 az esetleg több funkcióscsoportú AS-ak is egységes terméket (azaz egy kromatográfiás 

csúcsot) adjanak; 
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 megfelelő érzékenységű és szelektivitású származékot képezzen. 

 

2.2.1. Meghatározás feniltiokarbamoil-származékként 

N C S R
1
HN

R2

H

COOH N C
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NR
1
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H

COOH

R1, R2 = -H, -alkil

++

 

1. ábra: Aminosavak feniltiokarbamoil-származékainak képződése [5] 

  

Az AS-ak feniltiokarbamoil- (PTC) formában történő meghatározása igen elterjedt mód-

szer, mivel a reagensként használt fenilizotiocianát (PITC) mind a szekunder, mind a primer 

aminocsoporttal szobahőmérsékleten, öt percen belül reagál. A képződött származékok stabi-

lak – oldatban néhány óráig, szárazon, hűtőben tárolva korlátlan ideig eltarthatóak. Az elúció-

jukhoz és a detektáláshoz elegendő egy mindössze két eluens szállítására alkalmas pumpa és 

egy UV-detektor. A PTC-származékok feniltiohidantoinná alakítás után (PTH) a fehérjék és 

peptidek szekvenálásánál alkalmazott eljárás. A PTC-eljárás hátránya, hogy a származékok 

csak UV-aktívak, valamint, hogy a reagensfelesleg nagyvákuumban történő eltávolítása szük-

séges [6]. 

 

2.2.2. Meghatározás kloroformátként 
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2. ábra: Aminocsoportú vegyületek reakciója 9-fluorenilmetil kloroformáttal [7] 

 

Ez a reakció elterjedt, nemcsak az analitikában, hanem a peptidkémiában is, mivel a 

9-fluorenilmetil kloroformát (FMOC-Cl), de a kloroformátok általában nemcsak fluoreszcens 

reagensként, hanem védőcsoportként is használatosak. Előnyük, hogy nemcsak primer, hanem 

szekunder aminocsoporttal is gyorsan reagálnak, szobahőmérsékleten, s a reagensfelesleget 

nem kell eltávolítani. Hátrányuk, hogy a reagens 

 önmagában is fluoreszkál, 

 a lúgos pH-tartományban hidrolizál, valamint 

 a reagens feleslege, s annak hidrolizált formája az AS-származékok elválasztását za-

varja. 
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A kölcsönhatás szűk, pH=7,8–8,0 értékű oldatokban optimális, jóllehet, ilyen körülmé-

nyek között a His és Tyr egynél több terméket szolgáltat [8]. 

 

2.2.3. Meghatározás danzil-, illetőleg dabzil-származékként 
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3. ábra: Aminocsoportú vegyületek reakciója 5-(dimetilamino)naftalin-1-szulfonil-kloriddal 

[9] 
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4. ábra: Aminocsoportú vegyületek reakciója 

4-(4-dimetilaminofenilazo)benzolszulfonil-kloriddal [10] 

 

Az AS-ak és az A-k származékképzésére az 5-(dimetilamino)naftalin-1-szulfonil-kloridot 

(danzil-Cl) és a 4-(4-dimetilaminofenilazo)benzolszulfonil-kloridot (dabzil-Cl) egyaránt al-

kalmazzák. Mindkét reagens primer és szekunder aminocsoportokkal is reagál. 

Mindkét reagens esetében a származékokat szobahőnél magasabb hőmérsékleten, viszony-

lag hosszú ideig (danzil-Cl: 60 °C: 60 perc; 38 °C: 90–120 perc; dabzil-Cl: 70 °C: 15–

30 perc) készítik. A danzil-Cl esetében UV és/vagy Fl, a dabzil-Cl-dal képzett származékok 

esetében UV és/vagy látható (VIS) detektálás alkalmazható. A danzil-Cl-dal a detektálás ér-

zékenyebb [11]. 
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2.2.4. Meghatározás 6-aminokinolil-N-hidroxiszukcinimidil-karbamát-

származékként 
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5. ábra: Aminocsoportú vegyületek reakciója 

6-aminokinolil-N-hidroxiszukcinimidil-karbamáttal [12] 

 

A 6-aminokinolil-N-hidroxiszukcinimidil-karbamát (AQC) mind a primer, mind a sze-

kunder aminocsoporttal reagál. Az AQC egy reaktív, aktivált észter, a többi reagensnél ké-

sőbb, AS-analízishez kifejlesztett, oszlop előtti származékképzőszer. Ezen reagens előnye 

még, hogy a kiindulási anyagéhoz képest az AQC-származék Fl emissziós maximuma, közelí-

tőleg 100 nm-rel el van tolódva. Ezáltal egyszerűbbé válik a származékképzés, illetve nem 

szükséges elválasztani a mérendő anyagot és a reagenst. A származékképzés vizes oldatban, 

pH=8,0–10,5 között, igen rövid idő alatt lejátszódik. Számos puffert megvizsgáltak, de végül 

a nátrium-borát bizonyult a legalkalmasabbnak, mind kapacitás, mind a pufferből adódó háttér 

alacsony volta miatt. Az alsó pH-határ alatt a lizinnek (Lys) csak egyszeres származéka kép-

ződik, a lassan reagáló AS-akkal (pl. Asp, Glu, Val, Ala) a reakció nem teljes. pH=10,5 felett 

a reagens fokozott hidrolízise miatt a származékképzés nem kvantitatív. A reagens hidrolízi-

sének következtében, a kvantitatív reakció biztosítása érdekében, pH=8–10-ről, s közelítőleg 

ötszörös reagensfeleslegről kell gondoskodni. Ugyanis, nem elegendő reagensfelesleg esetén 

nemcsak a Lys, de az ornitin (Orn) és a cisztin sem szolgáltat egységes terméket. Mellékreak-

ciók csak korlátozott mértékben figyelhetők meg. Az alkoholok lassan reagálnak az AQC-val 

{ld. a reagenst metanolban (MeOH) oldják}. Az sem nyert bizonyítást, hogy a szerin (Ser) 

vagy a Tyr oldalláncával reagálna, s kétségtelen, hogy a reagens hamarabb elhidrolizál, sem-

mint hogy a hidroxilcsoporttal reagálna. 

A keletkező származékok is sokkal stabilabbak, mint a más reagensekkel képzetteké. In-

tenzív UV elnyelésük és Fl aktivitásuk következtében érzékeny mérést tesz lehetővé. Mivel a 

polárisabb AS-ak (Asp, Glu, Ser, Thr) akkor eluálódnak, mikor az eluens víztartalmának ará-

nya magasabb, a Fl válaszjelük jelentősen lecsökken a víz kioltó hatása miatt. Belső szerkeze-

téből adódóan ugyancsak kioltódás – s alacsonyabb Fl válaszjel – figyelhető meg a triptofán 
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(Trp) esetében is, míg a diszubsztituált Lys és cisztin esetében a Fl válaszjel növekedése lát-

ható [13]. 

 

2.2.5. Meghatározás o-ftálaldehid-származékként, különböző SH-csoportú 

segédanyagok jelenlétében  
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6. ábra: Primer aminocsoportú vegyületek reakciója o-ftálaldehiddel [14] 

 

A primer aminocsoportú vegyületek o-ftálaldehiddel (OPA), SH-csoportú segédanyag 

leggyakrabban 2-merkaptoetanol (MCE), 3-merkaptopropionsav (MPA), N-acetil-L-cisztein 

(NAC) vagy etántiol (ET) jelenlétében, lúgos közegben 1-alkiltio-2-alkilizoindolt (a további-

akban: izoindol) képeznek. Ezen módszer előnye, hogy  

 a reakció vizes közegben, 

 gyorsan végbemegy, 

 a reagens feleslegét nem kell eltávolítani, 

 UV és Fl detektálás is alkalmazható. 

Az OPA-val történő származékképzés a bevezetése (1971) [15] óta töretlen népszerűség-

nek örvend. Ezt igazolja az is, hogy az 1992–1998-ig terjedő időszakban az AS-ak HPLC-s 

meghatározásakor az esetek 31,2 %-ában OPA-t alkalmaztak [16]. Ezt támasztja alá az elmúlt 

5 év közleményei alapján készített 1. táblázat és 7. ábra is, amelyek elkészítéséhez 278 olyan 

közleményt [17–294] találtam, melyben AS-akat és A-okat határoztak meg HPLC-vel, OPA-

val képzett származék formájában. Ide kívánkozik még az is, hogy közel 800 közlemény átte-

kintéséből, mindösszesen ennyi volt azok száma, melyekben egyértelmű volt a reagens össze-

tétele. A 7. ábrán jól látható még, hogy az esetek több, mint 60 %-ában MCE-t alkalmaztak  

SH-csoportú segédanyagként. 

Korábbi [16, 295–299], s folyamatos kutatásaink is [300–303], különös tekintettel azokra 

a primer aminocsoportú termékekre vonatkoznak, amelyek a várttól eltérő módon, egynél 

több származékot szolgáltatnak. Irodalmi [304–306] és saját tapasztalatok azt mutatták, hogy 

az OPA-reagens kéntartalmú segédanyagának milyensége jelentős mértékben meghatározza a 

keletkező termékek stabilitását.  
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Az alábbi kérdések merülnek még fel az irodalom áttekintésekor [306]: 

 Milyen összefüggés lehet az OPA-AS-akról leírt, eltérő, egymásnak ellentmondó sta-

bilitási értékek és az igen eltérő reagenskészítési szokások között? 

 Az OPA/MPA(NAC, MCE, ET)-reagenseknek van-e Fl-ás aktivitása, amit esetleg fi-

gyelembe kell venni az AS-ak/A-ok mennyiségének HPLC-s meghatározásakor, egy-

idejű Fl és UV detektálás alkalmazásakor? 

 Mennyi ideig szolgáltat az OPA-reagens ugyanakkora válaszjeleket, vagyis meddig 

tartható el? 

 Van-e, s mi az oka annak, hogy a Gly-, -alanin- (-Ala), GABA-, His-, Orn- és Lys-

származékokat sokkal kevésbé stabilnak vélik a többi AS-hoz képest? 

 Mekkorák az elsődlegesen keletkezett izoindolok Fl és UV válaszjelei, egymáshoz ké-

pest is, illetőleg függnek-e az OPA/AS mólaránytól? 

 Mi a szerkezete az elsődlegesen keletkezett izoindol továbbalakult termékeinek, s mi-

lyen mechanizmus szerint képződnek? 
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3. Célkitűzés 

Kutatómunkám során a primer aminocsoport és az o-ftálaldehid közötti kölcsönhatást ta-

nulmányoztam, 2-merkaptoetanolt, illetőleg etántiolt alkalmazva merkaptocsoportú segéd-

anyagként. Nagyteljesítményű folyadékkromatográfiás elválasztást, egyidejű fluoreszcens és 

ultraibolyás (bizonyos esetekben tömegspektrometriás) detektálást alkalmaztunk. Szigorúan 

azonos kísérleti körülmények között vizsgáltuk 

 a reakció sztöchiometriai viszonyait  

 a kölcsönhatás mechanizmusának megismerése, s 

 az így szerzett ismeretek analitikai hasznosítása érdekében. 

 

A szigorúan azonos körülmények alatt  

 az o-ftálaldehid és az SH-csoportú anyag, 

 az o-ftálaldehid és a primer aminocsoportú vegyület mólarányainak, 

 a származékképzés oldata pH-értékének, hőfokának és időtartamának tudatos tervezé-

sét értjük. 

 A HPLC-s elválasztáshoz használt eluensek összetétele és az oszlop fajtája is – a lehe-

tőségek szerint – azonos volt. 

 

A kapott eredményeket összehasonlítottam az irodalomban eddig leírtakkal és kutatócso-

portunk korábbi eredményeivel. 

A spermidin és a spermin érzékenyebb meghatározása érdekében – az első lépésben 

o-ftálaldehiddel történő reakció után –, második lépésként 9-fluorenilmetil kloroformáttal va-

ló származékképzést vezettünk be.  

Mindkét származékképzési reakció és a keletkezett származékok HPLC-s elválasztási kö-

rülményeinek optimálása után, biológiai szövetek aminosav- és amintartalmát határoztuk 

meg. Olyan HPLC-s eljárást dolgoztunk ki, mely lehetővé teszi biológiai szövetek szabad (fe-

hérjealkotó) aminosav- és amintartalmának (különös tekintettel a biogén aminokra: 

putreszcin, kadaverin, spermidin, spermin), összesen 37 vegyület meghatározását, kétlépcsős, 

oszlop előtti származékképzéssel, egyetlen felvételből. 
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4. Kísérleti rész 

4.1. A felhasznált vegyszerek 

Az OPA, az MCE, az ET, az FMOC-Cl, az alifás mono- és diA-ok, valamint a BA-ok a 

Sigma (St. Louis, MO, USA), a Serva (Heidelberg, Németország) és a Reanal (Budapest) ana-

litikai tisztaságú termékei voltak. A HPLC tisztaságú MeOH, az acetonitril (AcN) és a 

tetrahidrofurán (THF) a Sigma (St. Louis, MO, USA) termékei voltak. 

4.2. Eszközök 

4.2.1. HPLC-rendszer (a felsorolás szerinti sorrendben): 

„Waters 717plus” termosztálható, automata mintaadagoló; „Waters 600” 4 eluens egyide-

jű kezelésére és héliummal való levegőmentesítésére alkalmas, termosztálható oszlopterű ve-

zérlőegység; „Waters 996” fotodiódasoros UV-detektor (pásztázási tartomány: 190–410 nm) 

„Waters 474” programozható Fl-detektor. A rendszer Millennium 2010 programmal működik. 

Az OPA-származékok detektálása egyidejűleg, sorba kapcsolt (1. DAD: 334 nm-en, 2. Fl: 

λex/λem=337 nm/454 nm) detektorokkal történt. 

 

4.2.2. On-line HPLC-MS-rendszer:  

ThermoFinnigan TSQ Quantum AH készülék (ThermoFinnigan, LC-MS Division, San 

Jose, CA, USA): „Surveyor” fotodiódasoros UV-detektor, „TSQ Quantum AH” 

(ElektroSpray-Ionizációs, pozitív módban használt) MS-detektor, „Surveyor” automata min-

taadagoló, „Surveyor” 4 eluens egyidejű kezelésére képes, termosztálható oszlopterű vezérlő-

egységből áll. A rendszer Xcalibur 1.4 SRI programmal működik. Az MS-detektor tömegtar-

tománya: 50–1600 tömegegység; a gázhőmérséklet: 200 °C (200 l/perc áramlási sebesség-

nél); 380 °C (1 ml/perc áramlási sebességnél) volt.  

A detektálás a DAD esetében 334 nm-en történt.  

Ezeket a méréseket a Növény- és Talajvédelmi Központi Szolgálat Kémia Osztályán vé-

geztük, dr. Tóth Ferenc segítségével. 

 

4.2.3. Oszlopok: 

Az OPA/MCE-termékeket mindvégig BST Hypersil ODS 150 mm×4 mm, 5 m-es oszlo-

pon (O-1) választottuk el. Az előtétoszlop 20 mm×4 mm, 5 m-es BST Hypersil ODS (E-1) 

volt. Az OPA/ET-termékek elválasztását az O-1 és E-1 oszlopokkal indítottuk, majd  Thermo 

Hypersil ODS 200 mm×4,6 mm, 5 m-es oszlopon (O-2) folytattuk. Az előtétoszlop 
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30 mm×4 mm, 5 m-es BST Hypersil ODS oszlop (E-2) volt. {Megjegyzés: az n-hexilamin 

(nHexA), az n-heptilamin (nHepA), az n-oktilamin (nOctA) és a -feniletilamin (PhEtA) 

OPA/MCE-származékainak elválasztása O-2 és E-1 oszlopokkal történt.}   

A HPLC-MS mérésekhez minden esetben az O-1 és E-1oszlopokat használtunk. 

A harminchét anyag egyidejű elválasztásának kidolgozása során, mindvégig E-1 előtét-

oszlopot használtunk. A főoszlop (O-3) Waters X-Bridge C18 (150 mm×4,6 mm, 3,5 m-es) 

oszlop volt. Ez a főoszlop az 1–12-ig terjedő pH-tartományban alkalmazható. Alacsony pH-

értékű eluensek esetében 80 °C-ig, magas pH-értékű eluensek esetében 45 °C-ig terjedő tar-

tományban. 

 

4.2.4. pH-mérő: 

Az eluensek, reagensek (esetenként a minták) oldatainak pH-értékét „Radelkis OP-208/1” 

típusú, precíziós pH-mérővel mértük. „Radelkis OP-0808P” vagy „Radelkis OP-0823P” 

kombinált üvegelektródot használtunk. A pH-mérőt, használat előtt pH=7,030 értékű 

„Radelkis K-71” jelű koncentrátumból készített hitelesítő oldattal kalibráltuk. 

 

4.3. Oldatok 

4.3.1. Felhasznált eluensek 

 A-eluens: 0,10 mol/dm3 koncentrációjú nátrium-acetát-oldatot desztillált vízzel, két-

szeresére hígítottam (0,05 mol/dm3 nátrium-acetát-oldat). 

 B-eluens: 0,10 mol/dm3 koncentrációjú nátrium-acetát-oldatot, AcN-t és MeOH-t 

46:44:10 térfogatarányban elegyítettem. 

Az eluensek pH-ját 7,2±0,05-re állítottam tömény ecetsav-, vagy 30 g/100 cm3-es nátri-

um-hidroxid-oldattal. Az így készült eluenseket, felhasználás előtt (0,45 m-es Whatman szű-

rőpapíron) szűrtem, majd ultrahangos rázatással, vákuum alatt levegőmentesítettük. A kroma-

tográfiás elválasztások alatt az eluenseket héliumáramoltatással levegőmentesítettük. 

A jobb elválasztás érdekében még MeOH-t és/vagy AcN-t is használtunk. (Megjegyzés: a 

különböző töménységű nátrium-hidroxid-oldatok minden esetben a karbonátmentes 

30 g/100 cm3 koncentrációjú nátrium-hidroxid-oldat hígításával készültek.) 

 

4.3.2. Borátpuffer-oldatok 

A borátpuffer-oldatok mindvégig (az adott helyen jelölt) 0,20 mol/dm3 vagy 0,80 mol/dm3  

koncentrációjú bórsav- (mely tartalmazott még, vele azonos koncentrációban kálium-kloridot 



 

 18 

is) és nátrium-hidroxid-oldat (és szükség esetén desztillált víz) azonos térfogatarányban törté-

nő elegyítésével készültek. 

A pufferoldatok pH-értékét 9,3±0,05-re állítottam, 30 g/100 cm3 koncentrációjú nátrium-

hidroxid-oldattal. Ha ettől eltérő pH-értékű borátpuffert használtam, azt az adott helyen jelö-

löm. 

4.3.3. Standard oldatok 

4.3.3.1. AS- és A-oldatok  

A szabad AS-akból és A-okból ~1–2∙10-2 mol/dm3 koncentrációjú törzsoldatot készítet-

tünk analitikai pontossággal, majd desztillált vízzel hígítottuk a felhasználás előtt. Az oldato-

kat úgy hígítottuk, hogy az injektált térfogatban (10 l, ha ettől eltér, akkor azt ott jelzem) 

mindig ~1000 pmol AS, illetőleg A legyen (az ettől való eltérést az adott helyen jelzem). A 

vizsgálatok jelentős részében az egyes vegyületeket egyenként vizsgáltuk. Az egyetlen OPA-

származékot adó AS-ak esetében viszont három olyan koncentrációjú törzsoldatot (ST1, ST2 

és ST3) készítettünk, hogy az egyes AS-akból 200-200 pmol legyen az injektált mennyiség-

ben. 

 ST1: aszparaginsav (Asp), Ser, arginin (Arg), Tyr, fenilalanin (Phe); 

 ST2: glutaminsav (Glu), glutamin (Gln), valin (Val), leucin (Leu), alanin (Ala); 

 ST3: aszparagin (Asn), treonin (Thr), Met, Trp, izoleucin (Ile). 

 

4.3.3.2. OPA-törzsoldat 

Az OPA-törzsoldat 0,25–0,75 g analitikai pontossággal mért OPA MeOH-ban való oldá-

sával, majd 50,0 cm3-re történő kiegészítésével készült. 

A különböző koncentrációjú OPA-reagensek az OPA-törzsoldat analitikai pontosságú hí-

gításával készültek. 

 

4.3.3.3. FMOC-Cl-oldat 

Az FMOC-Cl-oldat 5,00 cm3-ben, analitikai pontossággal mért és AcN-ben oldott 0,17 g 

FMOC-ból készült. 

 

4.3.4. Reagensoldatok 

Az OPA/MCE-, illetőleg az OPA/ET-reagensoldatok, 10,00 cm3 térfogatú mérőlombikba 

analitikai pontossággal mért 2,5 ml OPA-törzsoldatból és  

 OPA/MCE=1/3 mólarány esetén 20 l, 

 OPA/MCE=1/50 mólarány esetén 340 l MCE, vagy 
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 OPA/ET=1/10 mólarány esetén 38 l ET hozzáadásával, 

és 0,2 mol/dm3 koncentrációjú, pH=9,3 értékű borátpufferrel jelre töltve készültek. Azt meg-

előzően a pH-értékét szükség szerint 9,3-ra állítottuk. Ha ettől eltérő pH-értékű reagensre volt 

szükségünk, akkor ahhoz megfelelő pH-értékű borátpuffert is készítettünk. Az így elkészített 

reagensek MeOH-tartalma 25 (V/V)% volt. 

Az OPA/ET-reagens esetében nagyrészt 80 (V/V)% volt a MeOH-tartalom. Az ilyen rea-

genst úgy készítettük, hogy 10,00 cm3 térfogatú mérőlombikba a megfelelő pH-értékű, 

0,8 mol/dm3 koncentrációjú borátpufferből analitikai pontossággal 2,00 ml-t mértünk, hozzá-

tettük a megfelelő mennyiségű OPA-törzsoldatot és ET-t, majd MeOH-val jelre töltöttük. 

 

A reagensoldatokat és az AS-/A-oldatokat olyan arányban elegyítettük, hogy a reagáló tér-

fogatban az OPA/(AS és/vagy A)=20/1 és az OPA/FMOC=1/0,4 legyen (az ettől való eltérést 

az adott helyen jelzem). 

 

Az MCE és az ET fokozott illékonyságára való tekintettel (melyről erős szaguk is árulko-

dik), lehetőleg jól húzó vegyifülke alatt készítsük el az OPA-reagenst, s használjunk gumi-

kesztyűt is. 

 

4.4. Az elválasztások során alkalmazott körülmények 

4.4.1. Az OPA/MCE-származékok vizsgálata 

Az elválasztások során mindvégig az O-1 és E-1 oszlopokat használtuk. 

 

4.4.1.1. Az egy, illetőleg több OPA/MCE-származékot adó aminosavak vizs-

gálata 

A vizsgált AS-ak a következők voltak: 

a) Egyetlen OPA-származékot adók: Asp, Glu, Asn, Ser, Ala, Gln, Thr, Arg, Tyr, Val, 

Met, Trp, Phe, Ile, Leu. 

b) Egynél több OPA-származékot adók: Gly, -Ala, His, -aminovajsav (GABA), Orn, 

Lys, -aminokapronsav (EACA). 
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2. táblázat: Az egy, illetőleg több OPA/MCE-származékot adó aminosavak mérésénél alkal-

mazott kromatográfiás körülmények 

Hőmérséklet, °C Idő, perc Áramlási sebesség, ml/perc A-eluens, % B-eluens, % 

30 

0 

1,8 

100 0 

10 
0 100 

11 

12 
100 0 

17 

 

4.4.1.2. Az alifás monoaminok OPA/MCE-származékainak vizsgálata 

Az etanolamin (HOEtA), a metilamin (MeA), az etilamin (EtA), a n-propilamin (nPrA), 

az i-propilamin (iPrA), a n-butilamin (nBuA), az i-butilamin (iBuA), a szek-butilamin (sBuA), 

a terc-butilamin (tBuA) esetében izokratikus elválasztás történt 100 % B-eluens alkalmazásá-

val. Az elválasztás hőmérséklete 40 °C, az áramlási sebesség 1,8 ml/perc volt. 

Az nHexA, az nHepA, az nOctA és a PhEtA esetében az O-2 és E-1 oszlopokat használ-

tuk, 50 % B-eluens és 50 % AcN keverékét alkalmazva, 30 °C-on, az áramlási sebesség 

1,2 ml/perc volt. 

 

4.4.1.3. A poliaminok OPA/MCE-származékainak vizsgálata 

A vizsgált poliaminok (PA) a következők voltak: Hisn, bisz(hexametilén)triamin 

(BHMTA), Agm, tiramin (Tyrn), Put, Cad, spermidin (Spd), spermin (Spm). 

3. táblázat: Az OPA/MCE-poliaminok mérésénél alkalmazott kromatográfiás körülmények 

Hőmérséklet, °C 
Idő, 

perc 

Áramlási sebes-

ség, ml/perc 
A-eluens, % B-eluens, % AcN, % 

30 

0 

1,8 

100 0 
0 

5 

0 

100 

8 
50 50 

15 

16 
100 0 0 
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4.4.2. Az OPA/ET-származékok vizsgálata 

A vizsgálatok során, ha másképpen nem jelzem, az O-2 és E-2 oszlopokat használtuk. 

 

4.4.2.1. Az egy OPA/ET-származékot adó aminosavak vizsgálata 

A vizsgált AS-ak a következők voltak: Asp, Glu, Asn, Ser, Ala, Gln, Thr, Arg, Tyr, 

Val, Met, Trp, Phe, Ile, Leu. 
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4. táblázat: Az egy OPA/ET-származékot adó aminosavak mérésénél alkalmazott körülmé-

nyek 

Hőmérséklet, °C 
Idő, 

perc 

Áramlási sebes-

ség, ml/perc 
A-eluens, % B-eluens, % AcN, % 

50 

0 

1,0 

70 30 

0 1 
50 50 

6 

11 
0 70 30 

16 

17 
70 30 0 
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4.4.2.2. Az egynél több OPA/ET-származékot adó aminosavak vizsgálata 

A méréseket 50 °C-on, 1 ml/perc áramlási sebességgel végeztük.  

 A His, Gly, β-Ala és GABA esetében 30 % A-eluens és 70 % B-eluens, 

 az Orn és Lys esetében 70 % B-eluens és 30 % AcN keverékét alkalmaztuk, 

izokratikusan. 

 

4.4.2.3. Az alifás monoaminok OPA/ET-származékainak vizsgálata 

A vizsgált A-ok a következők voltak: HOEtA, MeA, EtA, nPrA, iPrA, nBuA, iBuA, 

n-amilamin (nAmA), i-amilamin (iAmA). 

5. táblázat: Az etanol-, n- és i-C1-C5-aminok OPA/ET-származékainak mérésénél alkalma-

zott kromatográfiás körülmények 

Hőmérséklet, °C Idő, perc 
Áramlási sebesség, 

ml/perc 
B-eluens, % AcN, % 

50 

0 

1,0 

50 50 

5 
30 70 

7 

8 
50 50 

16 

 

Az nHexA, az nHepA, az nOctA és a PhEtA esetében az O-1 és E-1 oszlopokat használ-

tuk, 30 % B-eluens és 70 % AcN keverékét alkalmazva, 30 °C-on, az áramlási sebesség 

1,2 ml/perc volt. 

 

4.4.2.4. A poliaminok OPA/ET-származékainak vizsgálata 

A vizsgált PA-ok a következők voltak: Agm, Hisn, Tyrn, Spd, Spm, Put, Cad, 

1,7-diaminoheptán (DAH). 

a) A 20 (V/V)% MeOH-tartalmú reagenssel végzett vizsgálatok: 
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A mérések során az OPA/PA mólarány 20/1 volt. Az E-1 és O-1 oszlopokat használtuk. 

 

6. táblázat: A spermidin, a spermin, a putreszcin, a hisztamin, a kadaverin, az agmatin, a 

tiramin és az 1,7-diaminoheptán OPA/ET-származékai mérésénél alkalmazott kromatográfiás 

körülmények 

Hőmérséklet, °C Idő, perc Áramlási sebesség, ml/perc B-eluens, % AcN, % 

30 

0 

1,0 

100 0 

5 
50 50 

10 

10,1 
100 0 

18 

 

Az Spd, az Spm, a Put, a Cad, és a DAH OPA/ET-származékai mérése 30 °C-on, 30 % B-

eluens és 70 % AcN eluensarány mellett történt, 1,0 ml/perc áramlási sebességgel. 

 

b) A 80 (V/V)% MeOH-tartalmú reagenssel végzett vizsgálatok végzett vizsgálatok: 

A mérések során az OPA/PA mólarány 68/1 volt. Az E-2 és O-2 oszlopokat használtuk. 

 

7. táblázat: A hisztamin, az agmatin és a tiramin, OPA/ET-származékai mérésénél alkalma-

zott kromatográfiás körülmények 

Hőmérséklet, °C Idő, perc 
Áramlási sebesség, 

ml/perc 
A-eluens, % AcN, % 

50 

0 

1,8 

20 80 

10 15 85 

11 
0 100 

12 

13 
20 80 
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4.4.2.5. Harminchét anyag egyidejű meghatározása 

Az elválasztások során mindvégig az E-1 és O-3 oszlopokat használtuk. 

Az elválasztott anyagok a következők voltak:  

 AS-ak: Asp, Glu, Asn, Gln, Ser, Thr, Ala, Tyr, Val, Met, Trp, Ile, Phe, Leu, Arg, Gly, 

His, GABA, Orn, Lys. 

 Alifás A-k: MeA, EtA, nPrA, nBuA, nAmA, nHexA, nHepA, nOctA, DAH. 

 Biogén A-k: Hisn, Agm, Tyrn, PhEtA, Put, Cad, Spd, Spm. 

Az alkalmazott (A- és B-) eluensek vagy pH=7,2 vagy pH=9,2 értékűek voltak. (Az adott 

helyen jelölve.) 
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8. táblázat: Az ún. „hosszú gradiens” elúciós programja 

Hőmérséklet, °C Idő, perc 
Áramlási sebes-

ség, ml/perc 
MeOH, % A-eluens, % AcN, % 

B-eluens, 

% 

30/50 

0,0 

1,0 

0 60 0 40 

0,5 0 60 0 40 

0,6 0 48 0 52 

4,0 0 48 0 52 

4,1 0 50 12 38 

16,0 0 50 12 38 

16,1 0 35 15 50 

19,0 0 35 15 50 

19,1 0 60 40 0 

29,0 0 35 65 0 

29,1 15 0 40 45 

35,0 15 0 40 45 

65,0 2 0 98 0 

69,0 2 0 98 0 

69,1 0 60 0 40 

79,0 0 60 0 40 

 

9. táblázat: Az ún. „rövid gradiens” elúciós programja 

Hőmérséklet, °C Idő, perc Áramlási sebesség, ml/perc MeOH, % AcN, % B-eluens, % 

30/50 

0,00 

1,0 

0 55 45 

5,90 15 40 45 

29,00 4 86 10 

33,00 4 86 10 

33,10 0 55 45 

43,00 0 55 45 
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5. A kísérleti eredmények tárgyalása 

5.1. Az OPA-reagensek szennyezései és eltarthatósága 

5.1.1. Az OPA/MCE-reagens 

Az irodalmi adatok szerint az SH-csoportú segédanyagot tartalmazó OPA-reagensek fluo-

reszkáló összetevőket nem tartalmaznak. Néhány hivatkozás [307–316] – az úttörő közle-

ményt [15] is beleértve –, s a mi tapasztalataink [16,295,297–299,301,302,317–319] szerint 

is, sajnos ez nem így van.  

Kutatócsoportunk korábbi vizsgálatai azt mutatták, hogy az OPA/MPA- és az OPA/NAC-

reagensek esetében [295,319], UV és Fl detektáláskor egyaránt, szennyező összetevőkkel kell 

számolni. Célszerű, hogy az AS-ak és A-k eredményeinek tárgyalása előtt megvizsgáljuk az 

OPA/MCE- és OPA/ET-reagensek szennyezéseit és eltarthatóságát (10.–13. táblázat). 

Az OPA/MCE=1/3 mólarányú reagenssel, 90 perc és 27 nap közötti időtartamban, UV és 

Fl detektálású vizsgálatok eredményei teljes összhangban vannak az 

OPA/MPA=OPA/NAC=1/3 mólarányú reagensek elemzésekor kapottakkal. A reagensekből 

adódó szennyező csúcsok mennyisége és minősége a reagens korától és koncentrációjától 

függ. Ezért igen fontos tudni, hogy az azonos elkészítési és tárolási feltételek mellett, ugyan-

azon reagensek esetében is, a szennyezések mennyisége és minősége változik (10. táblázat: 

reagens1 és reagens2). A korábbi tapasztalatokhoz [295] hasonlóan ebben az esetben is, az 

észlelt szennyezések nagysága, mennyiségük növekedésének, vagy csökkenésének mértéke és 

tendenciája is változhat a reagens tárolási idejétől függően. Ezért a szennyezők figyelembevé-

tele, és AS- vagy A-csúccsal történő koelúció esetén, azok levonása elengedhetetlenül szük-

séges. Ez különösen akkor fontos, ha a mérendő anyag nyomnyi mennyiségben, s hozzá ké-

pest a reagens szennyező összetevője nagy feleslegben van jelen. 

Mivel a reagensből eredő vak csúcsok mennyisége és minősége is változik, ezért műveleti 

üres (vak) felvételek készítése javasolt, naponta legalább kétszer. 

Az OPA/MCE-reagensből adódó szennyező csúcsok száma és nagysága változik. 90 perc 

és 27 nap közötti időszakban, UV detektálás esetén összesen 33 pmol és 783 pmol között, il-

letőleg Fl detektálás esetén 63 pmol és 473 pmol között változik (10. táblázat: dőlt betűvel 

szedett értékek). Egyértelmű, hogy előre nem tudhatjuk, melyik A vagy AS fog valamelyik 

reagensből adódó csúccsal koeluálódni, mert ez függ a HPLC-rendszertől, az alkalmazott osz-

loptól és a gradienstől is. Tehát a levonandó, szennyezőcsúcsokból eredő értékek nagysága 

függ a mérési feltételektől és a kromatográfiás rendszertől is. 
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5.1.1.1. A szennyezők mennyiségének függése a reagens összetételétől 

Az OPA/MCE=1/50 mólarányú reagens ugyanazokat a szennyezéseket tartalmazza, mint 

az OPA/MCE=1/3 mólarányú. Az egyetlen különbség, hogy az előbbi kisebb, átlagban fele-

akkora számú szennyezést tartalmaz. Ez nem különösebben meglepő, ha figyelembe vesszük, 

hogy az OPA reakciókészsége nagymértékben lecsökken az igen nagy feleslegben lévő SH-

csoportú segédanyag jelenléte miatt [299]. 

 

5.1.1.2. A reagens optimális tárolási feltételei és élettartama, s ezek függése 

az SH-csoportú segédanyag milyenségétől 

Az OPA/MCE-reagens hatóerejét, származékképző-képességét egy ismert összetételű 

Gly-oldat mérésével ellenőriztük (11. táblázat), csakúgy, mint az OPA/MPA- és OPA/NAC-

reagens esetében [16,295,297–299,301,302,317–319]. 

Az így kapott eredmények azt mutatják, hogy a reagensek élettartama igen eltérő lehet. 

Míg a reagens1 esetében csak 8 napig, a reagens2 esetében 21 napig maximális válaszjelet 

mértünk. A mérés reprodukálhatóságát három különböző reagens alkalmazásával ellenőriztük, 

kis mérési hibával (1,5 RSD%). Mindezek alapján elmondhatjuk, hogy az OPA/MCE-reagens 

8 napig használható. 

 

5.1.2. Az OPA/ET-reagens 

Az OPA/ET=1/10 mólarányú, pH=9,30 értékű, 80 (V/V)% MeOH-tartalmú reagens tulaj-

donságait vizsgáltuk. Műveleti üres felvételeket készítettünk, különböző ideig (1 óra–16 nap 

időtartamig) tárolt reagensekkel. Hatóértékének ellenőrzéséhez Ala-t használtunk Gly helyett. 

Elmondható, hogy az eredmények (12. és 13. táblázatok) teljes összhangban vannak az 

OPA/MPA-, az OPA/NAC és az OPA/MCE-reagensek vizsgálatánál tapasztaltakkal: 

 a detektált szennyezések száma, mennyisége és minősége napról-napra, reagensről-

reagensre változhat. 

 A reagens hatóerejének biztonsága érdekében célszerű azt másnaponként, frissen ké-

szíteni. 

 

5.2. Az aminosavak OPA-származékai 

Kutatócsoportunk korábbi, sztöchiometriai és tömegspektrometriás tapasztalata alapján 

bebizonyosodott [299], hogy az aminocsoportú vegyületek alapszerkezete meghatározó az 

OPA-reagenssel keletkező termékek tekintetében: az NH2–CH2– molekularészletet tartalma-
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zók egynél több, az NH2–CH= alapszerkezetűek egyetlen terméket adnak. Ezért az AS-akkal 

kapcsolatos eredményeket a fentiek alapján csoportosítottuk.   

 

5.2.1. Az egynél több OPA-származékot adó aminosavak 

5.2.1.1. Származékkészítések az OPA/MCE-reagenssel 

5.2.1.1.1. Az 1/3 mólarányú OPA/MCE- reagens 

A 14. táblázat alapján, az OPA/MCE=1/3 mólarányokra vonatkozó adatok együttes elem-

zésekor az alábbi megállapítások tehetők: 

Az integrátoregység/pmolban (ie/pmol) kifejezett válaszjelek alapján, a 7 perc után mért 

értékeket 100 %-nak véve kitűnik (14. táblázat), hogy 

(i) valamennyi vizsgált esetben az elsődlegesen keletkező származékok, a fluoreszcen-

ciás (Fl) intenzitások és az UV abszorbancia-értékek alapján egyaránt, további ter-

mékekké alakulnak. 

(ii) A Gly, a -Ala és a GABA válaszjelei, valamennyi termékük összegét tekintve, a 

válaszjeleik szerint, rendre 45 %-ra és 45 %-ra, 42 %-ra és 42 %-ra, valamint 38 %-

ra és 38 %-ra csökkentek. 

(iii) A hat, illetőleg öt csúcsban megjelenő Orn és Lys válaszjelei 69 % és 68 %, vala-

mint 60 % és 61 % voltak. 

(iv) A várakozástól eltérően nagy stabilitásúnak bizonyult az alapállapotban NH2–CH= 

csoportú His, melynek válaszjele 75 perc után is 91 % és 91 % maradt. A His máso-

dik csúcsa egy molekulán belüli átrendeződés eredménye. Az NH2–CH2– reaktív 

forma kialakulásával, következésképp a két OPA-molekulát tartalmazó termék ke-

letkezésével kapcsolatos [302]. 

(v) Az EACA bizonyult a legbomlékonyabbnak: a 7 perc utáni elúciókban már nem volt 

mérhető. 

 

5.2.1.1.2. Az 1/50 mólarányú OPA/MCE-reagens alkalmazása 

A vizsgálatokat a 1,5 perc reakcióidő utáni válaszjelek meghatározására is kiterjesztettük 

azzal a céllal, hogy a rövid idejű kölcsönhatások, cím szerinti reagens alkalmazásakor, esetle-

ges jótékony hatását értékelhessük [304,305]. 

(i) Az 1,5 perc alatt – a nagy koncentrációban jelenlévő SH-csoportú vegyületnek az 

OPA-primer amin reakció sebességét csökkentő hatása eredményeként – a 7 perchez 

viszonyítotthoz képest is, kisebb válaszjeleket mértünk. 

(ii) Az OPA-AS-ak esetében, sajnálatos módon, az elsődlegesen keletkező izoindol to-

vábbalakulását sem jelentős mértékben visszaszorítani, sem a keletkező termékek 
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stabilitását növelni nem tudtuk. A His és az EACA termékeinek válaszjelei kivétel-

nek bizonyultak, ám a továbbalakulás ezen esetekben sem volt elkerülhető (14. 

táblázat). 

(iii) Az Orn esetében a származékok száma hatról négyre csökkent. 

(iv) A Lys öt helyett hét származékot szolgáltatott, s a válaszjelek összege alapján mért 

stabilitások sem az Orn, sem a Lys esetében nem változtak. 

 

5.2.1.2. Származékkészítések az 1/10 mólarányú, eltérő metanoltartalmú 

{20 (V/V)% és 80 (V/V)%} OPA/ET-reagenssel 

Származékkészítéseinket 20 (V/V)% és 80 (V/V)% MeOH-tartalmú reagensekkel végez-

tük, abból a célból, hogy a különböző alkohol-koncentrációjú reagensekkel nyert termékek 

stabilitására gyakorolt hatását értékeljük [319]. 

Az ie/pmol-ban kifejezett (a Fl és az UV) válaszjelek alapján (15. táblázat, 8. ábra) az 

alábbi megállapítások tehetők: 

(i) valamennyi vizsgált esetben a keletkező termékek nagy stabilitásúak. 

(ii) A 80 (V/V)% alkoholtartalmú reagenssel kapott válaszjelek, az analitikailag szóba 

jöhető (1–23 perc) reakcióidők után 1–11 %-kal, a hosszabb idők (47–360 perc) el-

teltével mért értékek alapján 1–63 %-kal nagyobbak. 

(iii) Az elsődlegesen keletkező termékek stabilitása tekintetében, az általunk vizsgált va-

lamennyi, eltérő tioltartalmú reagenssel kapott eseteket összehasonlítva az OPA/ET-

termékeké a legnagyobb. Például, a 7 perc reakcióidő után a 20 (V/V)% MeOH-

tartalmú reagenssel kapott Gly-származékokat tekintve látható, hogy a főtermékek 

aránya az OPA/MPA, az OPA/NAC [297], az OPA/MCE (14. táblázat) és az 

OPA/ET (15. táblázat) sorban, a 90 %, a 92 %, a 97 % és a 99 % arányában nő. 

(iv) A válaszjelek időben mért értékei a reagens alkohol-koncentrációjától nem függe-

nek, s azt mutatják, hogy a Gly, a β-Ala és a GABA 1 perc, az Orn és a Lys 3–5 perc 

reakcióidők elteltével maximális válaszjelet adnak. 

(v) A His, a korábbi tapasztalatokkal összhangban [297,300,302], kezdettől fogva két 

terméket ad. E termékek együttes mennyisége az OPA/ET származék esetében, 

43 perc után a legnagyobb. Az 1 perc és 43 perc után mért válaszjelek viszonyszá-

ma, a reagens alkohol-koncentrációjától függetlenül, azonos (15. táblázat: 

6,25/4,59=1,36; 6,00/4,44=1,35. 

(vi) Az egynél több OPA-származékot adó termékek válaszjeléről az SH csoportú se-

gédanyag függvényében, azaz az OPA/MPA-, az OPA/MCE- és az OPA/ET-

reagensekkel kapott válaszjelekről a 9. ábra tájékoztat. Az optimális kísérleti feltéte-
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lek között készült származékok válaszjelei az OPA/ET-termékek esetében a legna-

gyobbak. Az  OPA/ET származékok legnagyobb válaszjeleihez viszonyított (7 perc 

után mért értékek), az OPA/MPA- és az OPA/MCE-származékok válaszjelei, rendre 

14–71 %-kal, és 27–74 %-kal kisebbek. 

 

5.2.2. Az egyetlen OPA-származékot adó aminosavak 

Amint az várható volt, az NH2–CH= molekularészletet tartalmazó AS-ak egyetlen OPA-

származékot képeznek. 

 

5.2.2.1. Reakció az OPA/MCE=1/3 és az 1/50 mólarányú reagenssel 

A 16. táblázat és a 10. ábra együttes elemzése alapján az alábbi megállapítás tehető: 

(i) Az OPA/MCE=1/3 reagenssel kapott válaszjelek az 1,5 perc és 7 perc reakcióidők 

után, analitikai szempontból, kivétel nélkül, a kísérleti hibák határain belül, stabil-

nak tekinthetők, s elfogadhatóak: a válaszjelértékek csökkenése kismértékű, a kelet-

kezett elsődleges termékek stabilak: a válaszjel-csökkenés 109 perc után is ≤9 %. 

(ii) Általános tapasztalat, hogy az OPA/MCE=1/50 mólarányú reagenssel a reakcióidő 

hosszabb, s a hosszabb reakcióidők után mért maximális válaszjelek értéke nem éri 

el az OPA/MCE=1/3 reagenssel nyert értékeket. 

 

5.2.2.2. Reakció az OPA/ET-reagenssel 

Cím szerinti származékkészítések során, az 5.2.1.2. fejezetben részletezett tapasztalatok 

alapján 80 (V/V)% metanoltartalmú reagenst, s az optimális reakciókörülmények felderítése 

érdekében eltérő reagensfelesleget használtunk. Az OPA/aminosav mólarányok 120/1, 67/1 és 

15/1 voltak. 

A 17. táblázat és a 11. ábra áttekintésekor látható, hogy maximális válaszjelet az 

OPA/AS=67/1mólarány esetén kaptunk: 

 1 perc után a Met, a Trp, az Ile, a Ser, az Arg, a Tyr, az Ala, a Val, a Phe és a Leu, 

 3 perc után a Gln, 

 7 perc után a Glu, az Asn, a Thr és 

 10 perc után az Asp esetében. 

Az OPA/MPA(NAC)-reagenssel végzett vizsgálatok [295] alapján úgy tűnt, hogy a keletke-

zett származékok válaszjelének nagysága független az OPA/AS mólaránytól. Az ET esetében 

ez árnyaltabbnak bizonyult, amennyiben az OPA/AS=67/1 aránynál kisebb mólarányt alkal-

mazunk, akkor az a maximális válaszjel eléréséhez szükséges reakcióidő növekedésével (Asp, 



 

 29 

Thr, Met, Trp, Ile) és a válaszjelértékének kismértékű csökkenésével jár (Gln, Thr, Met, Trp, 

Ile). A százhússzoros felesleget alkalmazva az Asp és az Ile esetében lassul a reakció (válasz-

jelük 50 perc és 10 perc után éri el a maximális értéket, szemben a 10 és 1 perccel), s a Gln, 

Thr, Met, Trp, Ile esetében kismértékben csökken a válaszjel értéke. Mindezekből kitűnik, 

hogy az egyetlen OPA-származékot szolgáltató AS-ak mérésekor az OPA/AS mólarány első-

sorban a reakcióidő, másodsorban a válaszjel optimális, azonos szinten tartása érdekében cél-

szerű. 

 

5.2.3. Összehasonlító vizsgálatok az OPA/MPA=OPA/NAC=  

OPA/MCE=OPA/ET=OPA/2-merkaptoetánszulfonsav=1/3 mól

arányú, 80 (V/V)% metanoltartalmú, 9,30 pH-értékű reagensek al-

kalmazásával 

Az OPA/MPA-, az OPA/NAC- és az OPA/MCE-reagensekkel végzett vizsgálatok során a 

MeOH-tartalom mindvégig 20 (V/V)% volt. Minthogy az AS-ak OPA/ET-reagenssel adott 

válaszjelei a magasabb alkoholtartalmú reagenssel bizonyultak optimálisnak, ezért eme ösz-

szehasonlító vizsgálatokat 80 (V/V)% MeOH-tartalmú reagensekkel végeztük. Az összeha-

sonlításhoz választottunk egy egyetlen (Ala) és egy egynél több OPA-származékot adó AS-t 

(Lys).  

A 2-merkaptoetánszulfonsavat (MESNA) azért vontuk be a vizsgálatba, mert egy irodalmi 

adat [320] szerint – a MCE alkalmazásakor mértekhez képest – ötször nagyobb válaszjelet 

adott. 

A 18. táblázat eredményeiből, a 7 perc után mért Fl válaszjeleket összehasonlítva látható, 

hogy 

(i) Az Ala és a Lys, az OPA/ET-reagenssel ad maximális válaszjelet (zárójelben, rendre 

ie/pmol értékekben kifejezve): 

a) Ala: OPA/ET (5,29) > OPA/MCE (4,60) > OPA/MPA (4,35) > OPA/NAC 

(3,56) > OPA/MESNA (2,77); 

b) Lys: OPA/ET (5,98) > OPA/MCE (2,58) > OPA/MPA (1,81) > OPA/NAC 

(1,52) > OPA/MESNA (1,29). 

(ii) A magasabb, 80 (V/V)% MeOH-tartalmú reagenssel, 7 perc után (9. és 10. ábrák, 

18. táblázat) 

--az OPA/MCE-reagenssel az Ala esetében 1,09-szer (4,60/4,21=1,09), a Lys esetében 1,79-

szer (2,58/1,44=1,79) 
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--az OPA/MPA-reagenssel az Ala esetében 1,19-szer kisebb (5,19/4,35=1,19), a Lys esetében 

1,10-szer (1,81/1,64=1,10) nagyobb válaszjeleket mértünk. 

(iii) Az OPA/MCE származékok időbeni stabilitása jelentősen megnőtt (14. és 18. táblá-

zatok): az Ala és a Lys esetében is csak 220 perc után csökken annyira, mint a 

20 (V/V)% metanoltartalmú reagenssel mérve 109 perc, illetőleg 75 perc után. {Ala, 

80 (V/V)%: 3,31 (220 perc)/4,60 (7 perc)=0,72 és 20 (V/V)%: 3,05 (109 perc)/4,21 

(7 perc)=0,72; Lys, 80 (V/V)%: 1,53 (220 perc)/2,58 (7 perc)=0,59 és 20 (V/V)%: 

0,87 (75 perc)/1,44 (7 perc)=0,60} 

(iv) Az OPA/MESNA-reagenst alkalmazva kapjuk mindkét AS esetében a legkisebb vá-

laszjeleket (Ala: 2,77; Lys: 1,29), melyek 140 percig nem változnak. 

Az OPA/MCE-AS-származékok stabilitását a megfelelő OPA/MPA- [300] és OPA/ET-

származékokéhoz viszonyítva (16. és 17. táblázat), utóbbi kettő termékeinek stabilitásbeli 

előnye egyértelmű. Különös tekintettel arra tényre, hogy az OPA/MPA- és az OPA/ET-

termékek leghosszabb reakcióideje 6 óra volt, az OPA/MCE-származékok leghosszabb reak-

cióidejéhez (109 perc) viszonyítva.  
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5.3. Az aminok OPA-származékai 

5.3.1. Az alifás monoaminok OPA-származékai 

5.3.1.1. A C1-C4 aminok reakciója az OPA/MCE-reagenssel 

A 19. táblázat, valamint a 12. ábra együttes elemzése alapján az alábbi megállapítások te-

hetők: 

(i) Az alifás, primer, C1–C4 monoaminok, az iBuA és a HOEtA, valamennyi tartal-

mazza az NH2–CH2– molekulaegységet. Következésképp, az elsődlegesen keletkező 

izoindol-származékaik, egy további OPA-molekulával való reakciója [299] – a meg-

felelő OPA/NAC- és OPA/MPA-származékokkal analógia alapján [16,295–299] –, 

várható volt. 

(ii) A szélsőségesen eltolt mólarányú , az OPA/tiol=1/50 összetételű reagens alkalmazá-

sa, az OPA-származékok összetételére vonatkozó sztöchiometriai, s az ezekkel szo-

ros összhangban nyert tömegspektrometriás eredmények analitikai hasznosítása volt. 

Feltételeztük, hogy az elsődlegesen keletkező klasszikus izoindolnak egy további 

OPA-molekula felvételével járó átalakulása, az „aktuális/reaktív” OPA-koncentráció 

csökkentésével számottevő mértékben lassítható. Az alifás aminok OPA/MPA- és az 

OPA/NAC-származékai esetében e feltételezés analitikai szempontból hasznosítható 

volt [299]. 

(iii) A származékok stabilitása az alifás lánc hosszával nő. 

(iv) Az sBuA és a tBuA eredeti molekuláiban, rendre az NH2–CH=, illetőleg az NH2–C 

molekulaegységek alapján, mindkét esetben egyetlen OPA-származékot vártunk, 

mégis egynél több terméket mértünk. Ezek szerkezetének megismerése, analitikai 

szempontból másodlagos jelentőségű. 

(v) Az iBuA, sBuA és tBuA sorban a reakciókészség, térbeli okok miatt, számottevően 

csökken. 

(vi) Az OPA/MCE=1/50 mólarányú reagensnek az OPA/MCE=1/3 arányúhoz viszonyí-

tott előnye mind a válaszjelek nagysága, mind a reakciótermékek megnövekedett 

stabilitása tekintetében a 19. táblázat, s a 12. ábra alapján értékelhető. 

(vii) Az OPA/MCE=1/50 reagenssel 7 perc után mért válaszjelek, a MeA–sBuA sorban, 

az OPA/MCE=1/3 reagenssel nyerthez viszonyítva rendre: 6,8-szor (MeA), 2,2-szer 

(EtA), 3-szor (nPrA), 2,7-szer (iPrA), 3,9-szer (nBuA), 3,7-szer (iBuA) és 4-szer 

(sBuA) nagyobbak voltak. 

(viii) Amennyiben a stabilitás mértékét a 47perc és 87 perc után mért válaszjelek alapján 

értékeljük, úgy kitűnik, hogy az OPA/MCE=1/50 reagens alkalmazása esetén 37-
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szer és 140-szer (MeA), 3,2-szer és 4,7-szer (EtA), 2,4-szer és 1,6-szor (nPrA), 1,7-

szer és azonos (iPrA), 2-szer és 1,7-szer (nBuA), 3,4-szer és 3-szor (iBuA), vala-

mint, 2,7-szer és azonos (sBuA) stabilitást mértünk. 

(ix) Az OPA/MCE=1/50 reagens alkalmazásával az elsődlegesen keletkező izoindol to-

vábbalakulását nem tudtuk teljes mértékben visszaszorítani. Jóllehet az EtA eseté-

ben maradt a két termék, az iPrA-nál egy helyett kettő származékot kaptunk: mégis, 

a MeA és a tBuA esetében kettőről egyre, az nPrA, az nBuA, az iBuA és az sBuA 

eseteiben háromról kettőre csökkent a keletkező termékek száma. 

 

5.3.1.2. A C1-C5 aminok reakciója az OPA/ET=1/10 mólarányú, 80 (V/V)% 

metanoltartalmú reagenssel 

A korábbi, az AS-akkal kapcsolatos vizsgálatokból kitűnt, hogy mind a stabilitás, mind a 

válaszjelek szempontjából, a cím szerinti reagens alkalmazása előnyös. 

(i) A korábbi, az OPA/MCE=1/50 mólarányú reagenssel nyert válaszjeleket 

(19.táblázat) az OPA/ET=1/10 reagenssel mértekhez viszonyítva (20. táblázat, 13. 

ábra) kitűnt, hogy a legkisebb stabilitásúnak tartott MeA OPA/ET-származéka is 

3 óráig azonos és magas válaszjelet szolgáltat (vö.: [298] és 19. táblázat). Amint az 

várható volt (20. táblázat), az elsődleges izoindol-származék (HOEtA1, MeA2, 

EtA2, nPrA2, iPrA1, nBuA2, iBuA2, nAmA2, iAmA2; max=334 nm) – bár csak 

igen kis mértékben – továbbalakul. S két OPA-molekulát tartalmazó termék (MeA1, 

EtA1, nPrA1, nBuA1, iBuA1, nAmA1, iAmA1; max=339 nm) keletkezik és megje-

lenik a ditioszármazék (HOEtA2, MeA3, EtA3, nPrA3, nBuA3, iBuA3, nAmA3, 

iAmA3; max=343 nm) is. 

(ii) Az összes vizsgált A esetében, már 1 perc után maximális válaszjelet mértünk; az 

iPrA kivételével, melynél az aminocsoport térbeli gátoltsága miatt ez 7 perc. 

A 13. ábrán jól látszik, hogy valamennyi A esetében az OPA/ET-reagens alkalmazása 

előnyösebb, mint az OPA/MPA(NAC)-, illetőleg az OPA/MCE-reagensé. 

 

5.3.1.3. Az n-C6–C8 és a -feniletilamin OPA/MPA, OPA/NAC-, 

OPA/MCE- és OPA/ET származékainak összehasonlító elemzése 

Vizsgálatainkat az OPA/MPA=OPA/NAC=1/3 és 1/50 mólarányú, pH=9,3 értékű reagen-

sekkel indítottuk. 

Az nHexA, az nHepA és az nOctA, OPA/MPA=OPA/NAC=1/3 mólarányú reagensekkel 

a klasszikus izoindol-származék (a 21.–23. táblázatokban 1-es számmal jelölt, max=334nm) 



 

 33 

és annak átalakult – még egy OPA-molekulát tartalmazó – (21.–23. táblázatokban 2-es szám-

mal jelölt) terméke keletkezik [16,295–299,317,318]. A két OPA-molekulát tartalmazó ter-

mék (max=338nm) az elsődleges izoindol-származék előtt jelenik meg. Ez az egynél több 

OPA-származékot tartalmazó AS-akhoz viszonyított nem várt tapasztalat [16,295–

299,307,308]: az aminosavak két OPA-molekulát tartalmazó másodlagos terméke a klasszikus 

izoindol után eluálódik. 

Az OPA/MPA=OPA/NAC=1/50 mólarányú reagenseket azért alkalmaztuk, hogy az el-

sődleges izoindol még egy OPA-molekulát tartalmazó termékké alakulását megakadályozzuk, 

vagy annak mértékét csökkentsük [298]. Ehelyett egy új (a 21.–23. táblázatokban 0-val jelölt, 

max=343 nm) származék jelent meg, melynek retenciós ideje jelentősen kisebb, mint az el-

sődleges izoindolé, vagy a két OPA-molekulát tartalmazó termékeké. 

Ezen tapasztalatok alapján, alapos összehasonlító vizsgálatot végeztünk a négy leggyak-

rabban alkalmazott (OPA/MPA-, OPA/NAC-, OPA/ET-, OPA/MCE-) reagenssel. 

 

5.3.1.3.1. Az n-C6–C8- és a -feniletilamin reakciója az 

OPA/MPA=OPA/NAC=OPA/MCE=OPA/ET=1/3 mólarányú (pH=9,3) 

reagensekkel 

A reagens összetételének és a reakcióidő függvényében végzett vizsgálatok eredményei a 

21. táblázatban láthatóak. 

(i) Az OPA/MPA(NAC)-amin-származékokat tekintve {a 21. táblázat első két, függő-

leges oszlopában és a 14. ábra (A–D) első soraiban (az UV-kromatogramokon)} lát-

ható, hogy – az NH2–CH2– molekularészletet tartalmazó AS-aknál tapasztaltakkal 

[16,295–297,299] összhangban – az elsődleges termék (nHexA1, nHepA1, nOctA1, 

PhEtA1) továbbalakul (nHexA2, nHepA2, nOctA2, PhEtA2). Ezek a termékek ko-

rábban eluálódnak, valószínű, hogy erősebben poláris voltuk miatt {14. ábra (A–C), 

retenciós rendek: nHexA2, nHexA1; nHepA2, nHepA1; nOctA2, nOctA1}. A 

PhEtA2 – a korábbi tapasztalatokkal összhangban [16, 295–297, 299, 319] – , a 

PhEtA1-et követően eluálódik {14. ábra (D), retenciós rend: PhEtA1, PhEtA2}. 

Az elsődleges (1-es számmal jelölt) és a továbbalakult (2-es számmal jelölt) termék szer-

kezetét HPLC-ESI-MS felvételekkel igazoltuk {14. ábra (A–D), második és harmadik sora}. 

Minden amin esetében látható, az elsődleges termék protonált molekulaionja (MH�) {14. áb-

ra (A–D) harmadik sor, HexA, HepA, OctA, PhEtA; m/z értékek rendre: 306,2; 320,2; 334,3; 

326,2}. Továbbá, látható a továbbalakult – még egy OPA-molekulát tartalmazó – termék 

protonált molekulaionja (MH�+OPA) {14. ábra (A–D) második sor, m/z értékek rendre: 
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440,3; 454,3; 468,4; 460,2}, annak dehidratált (MH�+OPA–H2O) és/vagy kationos formája 

(MNa�+OPA). Az elsődlegesen keletkező izoindol-származék, még egy OPA-molekulát tar-

talmazó termékké alakulásának mechanizmusát kutatócsoportunk már korábban leírta [299]. 

(ii) A vizsgált A-k OPA/NAC-származékairól elmondható (21. táblázat második függő-

leges oszlopa) – újfent bizonyítva a korábbiakat [295-299,308] –, hogy válaszjeleik 

kisebbek és elsődleges termékeik stabilabbak, mint az OPA/MPA-származékoké. 

(iii) Azért, hogy az összehasonlítás megalapozott legyen, a nHexA–nOctA és PhEtA 

OPA/MCE- és OPA/ET-származékait (21. táblázat harmadik és negyedik függőle-

ges oszlopa) is szigorúan azonos körülmények között vizsgáltuk. 

 

Az így kapott eredmények alapján elmondható, hogy 

(i) az OPA/MCE-származékok bizonyultak a legkevésbé stabilnak. Az elsődleges ter-

mékek bomlása már 7 perc után megmutatkozik. Az 1,5 perc és a 7 perc után, 

ie/pmol-ban mért válaszjeleket tekintve, leginkább a nHexA (4,84; 4,58) és a PhEtA 

(5,19; 4,33) esetében. 

(ii) Az OPA/ET-származékok stabilitása ugyanolyan, mint a megfelelő OPA/MPA-, 

vagy OPA/NAC-származékoké. Kiegészítve azzal, hogy a képződő melléktermékek 

mennyisége elhanyagolható. Az nHexA és nHepA esetében átalakulást nem mér-

tünk. Az nOctA1 és PhEtA1 átalakulása nOctA2-vé és PhEtA2-vé is kismértékű. 

 

5.3.1.3.2. Az n-C6–C8- és a -feniletilamin reakciója az 

OPA/MPA=OPA/NAC=OPA/MCE=OPA/ET=1/50 mólarányú reagen-

sekkel 

5.3.1.3.2.1. Vizsgálatok az OPA/MPA=1/50 mólarányú reagenssel, a pH 

függvényében 

Korábban is tapasztaltuk már, hogy az OPA/RSH mólarány növelése az alifás C1–C4 A-k 

esetében jótékony hatású {[298]és 19 táblázat}, ezért először az OPA/MPA=1/50 mólarányú 

(pH=9,3) reagenssel végeztünk vizsgálatot (22. táblázat 2. oszlopa). 

(i) Amint az látható, a még egy molekula OPA-t tartalmazó (a 22. táblázatban 2-es 

számmal jelölt) melléktermék mennyisége erősen csökkent, az OPA/MPA=1/3 

mólarányú reagenssel mértekhez képest. Válaszjel-százalékban kifejezve, a 7 perc 

után mérteket összehasonlítva, a nHexA esetében 0,0 % vs. 15,8 %, a nHepA és 

nOctA esetében 0,1 % vs. 10,5 % és 10,9 %. Jelentős mennyiségben keletkezett egy 

új (a 22. és 23. táblázatokban 0-val jelölt) termék, mely képződésének mértéke függ 
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a reagens/reakcióközeg pH-értékétől (Megjegyzés: minthogy a reagens és a méren-

dő minta térfogataránya 1/10 volt, ezért a reakcióközeg pH-értékét a nagy 

pufferkapacitású reagens pH-értéke szabta meg). 

(ii) A reakcióközeg pH-értékének hatását tekintve (vö. a 22. táblázatban, az átalakult 

termékek arányait, pH=8,80; 9,30; 9,75; 10,25;) látható, hogy minél nagyobb az ol-

dat pH-értéke, annál kisebb a melléktermékek keletkezésének mértéke. Az analitikai 

szempontból jelentős 7 perc reakcióidő után, pH=10,25-ös reakcióközegben, a mel-

lékreakciók teljesen visszaszoríthatóak (nHexA2, nHepA2, nOctA2), vagy csök-

kenthető a mértékük (nHexA0: 1,1 %; nHepA0: 2,9 %; nOctA0: 0,8 %). 

Érdekesnek tűnt a Gly-t és az Ala reakciója az OPA/MPA=1/50 mólarányú reagenst al-

kalmazva. Ennek elméleti jelentősége van, mivel az OPA/RSH=1/50 mólarányú reagens 

használata az AS-ak esetében nem előnyös. Az Ala0 és a Gly0 megjelenésére alapozva, felté-

telezhetjük, hogy ez a termék megjelenhet a többi (egyetlen, illetőleg egynél több OPA-

származékot adó) AS esetében is. A 10,25-ös pH-értékű reakcióközegben végzett származék-

készítés, a melléktermékek képződésének visszaszorítása szempontjából a legelőnyösebb. 

(iii) A származékok spektrális jellemzőit tekintve (15. ábra) elmondható, hogy 

a) az elsődlegesen keletkező termék a klasszikus izoindol, melynek elnyelési ma-

ximuma 333,9 nm (15. ábra, HexA1, HepA1, OctA1; a 21.–23. táblázatokban 1-

es számmal jelölve). 

b) A klasszikus izoindol továbbalakul, s még egy OPA-molekula beépülésével – 

korábban [298,299], az AS-ak és aminok esetében is (az 

OPA/MPA=OPA/NAC=1/3 mólarányú reagenst alkalmazva) – azonosított ter-

mék keletkezik, melynek elnyelési maximuma 338,9 nm (15. ábra, HexA2, 

HepA2, OctA2; a 21.–23. táblázatokban 2-es számmal jelölve). 

c) Most először azonosítottunk egy, az OPA/RSH=1/50 mólarányú reagensek al-

kalmazásakor, a reakcióközeg pH-értékétől függő mennyiségben keletkező ter-

méket. Elnyelési maximuma 343,5 nm (15. ábra, HexA0, HepA0, OctA0; a 21.–

23. táblázatban 0-val jelölve). A HPLC-vel most először azonosított termékről 

feltételeztük, hogy az ditioszármazék. 

Ez a feltevés az alábbiakra alapozható: 

1) Egyetlen olyan közlemény van [322], amelyben az nPrA OPA/di-terc-butiltiol-

származékát azonosítják, s annak elnyelési maximumát 344 nm-nek adják meg. 

2) Az ilyen típusú vegyületek keletkezése – a mi gyakorlatunk során – egyértelműen az 

OPA-reagensben levő SH-csoportú segédanyag jelentős feleslegének tudható be. 
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3) A C3–C8 aminok OPA/ET-reagenssel képzett ditioszármazékait GC-MS-sel azonosí-

tották [323]. 

4) A C6–C8 aminok OPA/MPA=1/50 mólarányú (pH=8,8) reagenssel képzett származé-

kainak összetételét HPLC-ESI-MS mérésekkel igazoltuk {16. ábra (A–C)}. 

A 16. ábra (A–C) első sorában a 334 nm-en detektált UV kromatogramok láthatóak. A 

második sorában a még egy MPA-molekulát tartalmazó (HexA0, HepA0, OctA0) mellékter-

mék, a harmadikban pedig az elsődlegesen keletkező izoindol (HexA1, HepA1, OctA1) 

protonált molekulaionja látható. 

Az eredmények mindhárom esetben egyértelműen bizonyítják a két tiolmolekulát tartal-

mazó (MH�+MPA; HexA0, HepA0 és OctA0-ként jelölt) ditioszármazék meglétét. Keletke-

zésének reakciója a 17. ábrán látható. 

A ditioszármazékkal együtt {16. ábra (A–C) második sora} azonosítható volt a belőle egy 

MPA-molekula vesztésével keletkező töredékion. {16. ábra (A-C), HexA0: M�+MPA–

2H=m/z=410,1 és M�=305,2; HepA0: M�+MPA–2H=m/z=424,2 és M�=319,2; OctA0: 

M�+MPA–2H=m/z=438,2 és M�=333,2}. 

A ditioszármazékok mellett, újfent azonosítottuk az elsődlegesen keletkező izoindol-

származékokat is {16. ábra (A-C), HexA1: MH�=m/z=306,2; HepA1: M�=m/z=320,2; 

OctA1: MH�=m/z=334,2}. 

 

5.3.1.3.2.2. Vizsgálatok az OPA/NAC=OPA/MCE=OPA/ET=1/50 

mólarányú (pH=8,8 és 9,3) reagensekkel 

Az OPA/MPA=1/50 mólarányú reagenssel tapasztaltak alapján érdekesnek ígérkezett a 

cím szerinti reagensekkel képzett származékok elemzése, szigorúan azonos feltétételek között. 

A származékképzés pH-értékeit (pH=8,8 és 9,3) a 22. táblázat eredményei alapján válasz-

tottuk, abból a célból, hogy a reagens összetételének, a termékek minőségére és mennyiségére 

gyakorolt hatását értékeljük (23. táblázat). 

(i) A ditioszármazékok válaszjeleit összehasonlítva (HexA0, HepA0 és OctA0 a 22. és 

23. táblázatban) látható, hogy az MPA-t NAC-ra, majd MCE-re cserélve, értékeik 

csökkennek. Ugyanez tapasztalható ha a pH-t 8,80-ról 9,30-ra növeljük. Az ET ese-

tében a rövid reakcióidők után a ditioszármazék nem detektálható. 

Az n-C6–C8 aminok és a PhEtA OPA/RSH=1/50 mólarányú reagensekkel képzett szárma-

zékainak válaszjeleit általánosan értékelve (22. és 23. táblázatok), egyértelmű, hogy 

(ii) a lecsökkent szabad OPA-koncetráció jótékony hatása [298] kizárólag az 

OPA/MPA-reagens (pH=10,25) esetében tapasztalható. 
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(iii) A kevésbé stabil OPA/MCE-származékokat tekintve elmondható, hogy a pH=8,80 

értékű reagens csökkent reakciókészsége folytán, csökkent a stabilitásuk és a válasz-

jelük értéke is. 

(iv) Az n-C6–C8 aminok és a PhEtA OPA-származékai közül, mind a termékek száma, 

mind stabilitása tekintetében az OPA/ET=1/3 (pH=9,3) reagenssel nyert válaszjelek 

bizonyultak a legígéretesebbnek (21.–23. táblázatok).  

Mindezek alapján, az n-C6–C8 és a PhEtA eltérő mennyiségeinek mérési reprodukálható-

ságát az OPA/ET=1/3 mólarányú (pH=9,3) reagenssel mértük: az injektált 8–1800 pmol tar-

tományban, RSD≤4,7 % (24. táblázat). 

 

5.3.2. A biogén aminok OPA-származékai 

5.3.2.1. A biogén aminok reakciója az OPA/MCE-reagenssel 

A BA-k OPA/MCE-származékai a várttól számottevően eltérő sajátságúaknak bizonyultak 

(25. táblázat, 18. ábra) 

(i) Az AS-akhoz és az alifás monoA-khoz képest maximális válaszjel-értékeket, – a kí-

sérleti körülményeink adta lehetséges legrövidebb, – 1,5 perc reakcióidők után mér-

tünk (a Put, a Cad és a BHMTA OPA/MCE=1/3 arányú reagenssel, illetőleg a Put, a 

Cad és az Spd OPA/MCE=1/50 arányú reagenssel képzett származékok kivételével). 

(ii) Egyazon BA 1,5 perc reakcióidő után mért válaszjelei, a különböző mólarányú rea-

gensekkel képzett származékok esetén, számottevően nem különböznek (a Put, a 

Cad és Spd Fl válaszjelei kivételével). 

(iii) A különböző mólarányú reagensekkel képzett származékok stabilitása, azaz a meg-

felelő válaszjelek időbeni csökkenése, a Put és a Cad esetében nem függ a reagens 

összetételétől, az összes többi biogén amin esetében igen. 

(iv) A Hisn, az Agm, a Tyrn, az Spm és a Cad esetében kettő, a Put és a Spd esetében 

három, a BHMTA esetében pedig öt termék keletkezett, az OPA/MCE=1/3, s az 

OPA/MCE=1/50 reagensekkel egyaránt. Összhangban a korábbi tapasztalatokkal, 

minthogy valamennyi vegyületben megtalálható a NH2–CH2– molekularészlet, 

amely feltétele az elsődlegesen keletkező izoindol továbbalakulásának [298,299]. 

 

5.3.2.2. A biogén aminok reakciója az OPA/ET=1/3 mólarányú, pH=9,3 ér-

tékű, 20 (V/V)% és 80 (V/V)% metanoltartalmú reagensekkel 

A Put, a Cad, a Hisn, az Agm, a Tyrn és a DAH eredményeit tekintve elmondható, hogy a 

reagens MeOH-tartalmát 20 (V/V)%-ról (26.táblázat) 80 (V/V)%-ra (27. táblázat) növelve, 
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(i) a termékek száma (pl. a Put és a Cad esetében négyről kettőre) csökkent; egyetlen 

kivétel a Tyrn (kettő helyett három termék keletkezik). 

(ii) A legelőnyösebb különbség, hogy az elemzés szempontjából lényeges 1,5–3 perc 

reakcióidők után, a klasszikus izoindol mennyisége ≥99,5 % 

(iii) Minden vizsgált BA és a DAH esetében a mérések adta legrövidebb (1,5 perces) re-

akcióidő után, a mérés hibahatárán belül, maximális válaszjel mérhető. 

(iv) Az ie/pmol-ban kifejezett válaszjeleket tekintve az Agm-é nem változott, a Hisn-é és 

a Tyrn-é kisebb, a Put, a Cad és a DAH {80 (V/V)%: 9,83 és 0,79; 20 (V/V)%: 5,59 

és 0,41} esetében magasabb értékeket mértünk. 

(v) A válaszjel-arányok időbeni változását összehasonlítva látható, hogy a magasabb 

MeOH-tartalmú reagens alkalmazása az elsődleges termékek stabilitását növeli. {Pl. 

a Tyrn esetében a leghosszabb reakcióidő (6 h) után is kevesebb, mint 7,5 %-ot vál-

tozott, szemben a több, mint 37 %-kal, amit az alacsonyabb MeOH-tartalmú reagens 

alkalmazásakor mértünk (110 perc után).} 

 

Az eddigi eredményeket {[298], 25.–27. táblázatok, 19.ábra} összehasonlítva látható, 

hogy az Agm kivételével, a Put a Cad, a DAH, a Hisn és Tyrn esetében az OPA/ET-reagens 

alkalmazása előnyösebb, mint az OPA/MPA(NAC)- illetőleg az OPA/MCE-reagensé.  
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5.4. Biogén aminok meghatározása aminosavak jelenlétében 

A Put, a Cad, a Spd és a Spm OPA/MPA-származékokkénti, az Spd- és az Spm-

származékok megóvása érdekében, 10 °C hőfokon kivitelezendő elválasztása, gyakorlati 

szempontból alárendelt jelentőségű [324]. 

 

5.4.1. Biogén aminok reakciója OPA-MPA- és OPA/ET reagen-

sekkel 

A BA-k OPA/MPA- és OPA/ET-reagensekkel nyert válaszjelei arra hívták fel a figyelmet, 

hogy e származékok az OPA/ET reagenssel mérhetők előnyösebben. Ez igaz, mind a válaszje-

lek nagysága, mind a termékek stabilitása és reprodukálhatósága tekintetében (20. ábra és 

28.táblázat). Egyidejűleg, e vizsgálatok eredményei alapján az is bebizonyosodott, hogy  

amennyiben a Spm válaszjelét a többi biogén amin szintjére kívánjuk emelni úgy, a szekunder 

aminocsoportjai származékká alakítása elkerülhetetlen. (20. ábra és 28. táblázat: az Spm vá-

laszjele kevesebb, mint egytizede a többi biogén aminéhoz képest). 

 

5.4.2. Biogén aminok reakciója az OPA/ET/FMOC-reagenssel 

Elővizsgálataink, amelyeket az OPA/MPA/FMOC- és az OPA/MCE/FMOC-reagensekkel 

végeztünk, sem az elválasztás, sem a válaszjelek tekintetében nem voltak biztatóak (21. ábra). 

A korábban részletezett eredmények alapján, a legkedvezőbb megoldást, az OPA/ET/FMOC-

származékok elemzésétől várhattunk. Ezért, a kétlépcsős származékkészítést a továbbiakban, 

első lépésben az OPA/ET-, második lépésben az FMOC-reagensekkel, ~20% metanoltartalmú 

reakcióelegyben modelleztük (22.ábra és 29. táblázat). A BA-k OPA/ET/FMOC-származékait 

szimmetrikus csúcsokként elemezhettük (22. ábra), melyek széles koncentrációtartományban 

kitűnően reprodukálható válaszjeleket adtak: RSD≤3,9% (29. táblázat). 

 

5.4.3. A biogén aminok OPA/ET/FMOC-származékainak együt-

tes elemzése az ornitinnel és a lizinnel 

A BA-k, az Orn, és a Lys meghatározása – a többi szabadállapotú, fehérjealkotó aminosav 

jelenlétében – biológiai szövetekben, egyidejű elemzésük igényével indult. Az Orn, a Lys, és 

dekarboxilezett termékeik (Put és Cad) együttes elemzése, átalakulásuk nyomon követése cél-

jából volt kívánatos. 

(i) A BA-k (Put, Cad, DAH, Spd, Spm), az Orn és a Lys OPA/ET/FMOC-

származékokkénti elemzésekor kitűnt, hogy az Orn és az Lys, nagyszámú, nem várt 
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szerkezetű termék keletkezése közben reagál. A klasszikus, izoindolra jellemző, 

334 nm-en maximumot adó termékek mellett a FMOC-származékokra jellemző, 

262 nm-en maximumot adó terméke(ek) is megjelennek. E nem kívánt termékek ke-

letkezését elkerülendő további modellvizsgálatok váltak szükségessé. 

(ii) Az OPA/ET-reagens mólarányát (1/1)–(1/50)-ig változtatva bebizonyosodott, hogy 

az elsődlegesen keletkező OPA/ET-származékok (23. ábra: Orn1 és Lys1) különféle 

származékokká (23. ábra: Orn2–5 és Lys2–5) alakulnak. Ezen melléktermékek kép-

ződése, bár az OPA/ET mólaránnyal szabályozható, teljesen nem szorítható vissza. 

Minél nagyobb az ET mennyisége az OPA-éhoz képest, annál kisebb mértékben ke-

letkeznek a melléktermékek. Az OPA/ET=1/50 mólarányú reagens alkalmazásakor 

a legkisebb az átalakulás mértéke. Ugyanakkor, ezen lelassult reakció során is kép-

ződnek melléktermékek (23. ábra: Orn2–5 és Lys2–5). A kétlépcsős származékkép-

zés további optimálását a reakcióelegy MeOH-tartalmának változtatásával folytat-

tuk. 

(iii) Ezen módosítás két szempontból is meghatározónak bizonyult: a reakcióelegy alko-

holtartalmának növelésével kisebb számú és mennyiségű melléktermék keletkezett 

(24. ábra). Valamint a reagens MeOH-tartalmának 38 (V/V)%-ról 80 (V/V)%-ra nö-

velése azzal az előnnyel is járt, hogy a reakcióelegy az FMOC-oldat hozzáadása 

után is áttetsző maradt.  

 

Mindezek alapján az AS-ak és az (alifás, illetőleg biogén) A-k további vizsgálatát az 

OPA/ET=1/10 mólarányú, 80 (V/V)% MeOH-tartalmú reagenssel folytattuk. 

 

5.4.4. A putreszcin, a kadaverin, az 1,7-diaminoheptán, a spermi-

din, a spermin, az ornitin és a lizin OPA/ET/FMOC-reagenssel 

képzett származékainak stabilitásvizsgálatai 

Az 5.4.1.–5.4.3. fejezetekben leírt eredmények alapján, a cím szerinti termékek stabilitás-

vizsgálatát 80 (V/V)% metanoltartalmú reagenssel végeztük, a reakcióidő, valamint a kétlép-

csős származékképzés pH-értékének függvényében. 

(i) Első lépésként a Hisn, az Agm, a Tyrn, a Put, a Cad és a DAH OPA/ET-

származékainak egyenkénti vizsgálatát, 80 (V/V)% MeOH-tartalmú reagenssel vé-

geztük. Annak érdekében, hogy az esetleges, igen kis mennyiségben keletkező mel-

léktermékeket is nyomon tudjuk követni (27. táblázat). Az eredményekből látható, 
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hogy az 1,5 perc és 3 perc reakcióidők alatt az elsődleges termékeknek kevesebb, 

mint egy válaszjelszázaléka alakul át. 

(ii) A következő lépés, a második származékképzési lépcső optimális feltételeinek (a re-

agens FMOC-tartalmának és pH-értékének) vizsgálata. 

(iii) Az OPA/ET/FMOC-mólarányt változtatva az (1/10/0,06)–(1/10/0,6) tartományban 

{80 (V/V)% MeOH-tartalmú, pH=9,30 értékű reagenssel} végeztünk vizsgálatokat. 

Annak érdekében, hogy a Spm esetében maximális válaszjelet kapjunk, az 

OPA/FMOC mólaránynak legalább 1/0,3-nak kell lennie (25. ábra). 

(iv) A Put-t, a Cad-ot, a Spd-t és a Spm-t egyidejűleg vizsgáltuk pH=8,6; 9,2; 9,6 és 10,6 

értékű reagensekkel. Bebizonyosodott, hogy az OPA-val történő reakció (s az elsőd-

leges termék keletkezése) gyors és kvantitatív a vizsgált pH-tartományban (8,6–

10,6). Ugyanez az FMOC esetében csak a  pH=9,2–9,6 tartományban mondható el 

(26. ábra). Ezek alapján a reakció optimális pH-értékének 9,3–9,4-et választottuk. 

(v) A Spd és Spm OPA/ET/FMOC-származékai stabilitását vizsgáltuk az egyes szárma-

zékképzési lépések (OPA+FMOC) időtartamának függvényében, 1+1 perc és 

3+1 perc reakcióidők után. Az OPA/ET-reagenssel 1 perc és 3 perc után különbség 

nem tapasztalható. Ezért, az OPA/ET/FMOC-származékokat 1+1; 1+3; 1+7; 1+16; 

1+32; 1+64 percnyi reakcióidők után vizsgáltuk (30. táblázat, 26. ábra). Az eredmé-

nyek alapján elmondható, hogy a származékok stabilitása, analitikai szempontból, 

kiváló. A kezdetben keletkező termékek továbbalakulása nem több, mint egy 

válaszjelszázalék. 

 

5.4.5. Az ornitin, a lizin, a putreszcin, a kadaverin, az 1,7-diamino-

heptán, a spermidin és a spermin OPA/ET/FMOC- származékai 

összetételének tömegspektrometriás azonosítása 

5.4.5.1. A spermidin és a spermin OPA/ET/FMOC- származékának 

abszorbanciája 

Az Spd és az Spm OPA/ET/FMOC-származékainak vizsgálatakor, a 190–400 nm tarto-

mányban e termékek két maximumértéket mutatnak: 334 nm-nél és 262 nm-nél. A különböző 

metanoltartalmú {38–80 (V/V)%} reagensek alkalmazásakor kapott abszorbancia-értékeket 

áttekintve látható, hogy azok egymással és az FMOC-csoportok számával összhangban van-

nak (31. táblázat). Az OPA/ET/FMOC-Spd-származékának 262 nm-en (az FMOC-cal történő 

jelölés karakterisztikus maximumán) mért abszorbanciája kétszer, az OPA/ET/FMOC-Spm-

származéké háromszor akkora, mint a 334 nm-en (az elsődleges izoindol-származék jellemző 
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maximumán) mért értéke. Ez azt jelenti, hogy a két izoindolegység moláris abszorbanciája 

közelítőleg akkora, mint egy FMOC-egységé. 

5.4.5.2. Az ornitin, a lizin, a putreszcin, a kadaverin, az 1,7-diaminoheptán, a 

spermidin és a spermin OPA/ET/FMOC- származékai összetételének on-

line HPLC-DAD-ESI-MS vizsgálata 

A BA-kat és a DAH-t közös oldatból, az Orn-t és Lys-t külön-külön oldatból elemeztük 

(27. ábra A–F; 28. ábra Orn: A–F, Lys: A–F). 

 

5.4.5.2.1. A putreszcin, a kadaverin, az 1,7-diaminoheptán, a spermidin és a 

spermin OPA/ET/FMOC- származékai összetételének on-line HPLC-

DAD-ESI-MS vizsgálata 

A BA-k és a DAH esetében a mérések, a származékok általunk feltételezett szerkezetét 

igazolták (27. ábra A–F). A 27. ábra első (A) sorában a BA-k és a DAH 334 nm-en felvett 

kromatogramja, a többi (B–F) sorban, a képződött termékek tömegspektruma látható az elúci-

ók sorrendjében. 

A protonált, illetőleg a káliummal képződött molekulaionjaik a következők:  

 27. ábra B sora: Put: MH�=409,3=[Put]([OPA]–[ET])2; MK�=447,2 

 27. ábra C sora: Cad: MH�=423,3=[Cad]([OPA]–[ET])2; MK�=461,2 

 27. ábra D sora: DAH: MH�=451,3=[DAH]([OPA]–[ET])2; MK�=489,3 

 27. ábra E sora: Spd: MH�=688,3=[Spd][FMOC]([OPA]–[ET])2; MK�=726,3 

 27. ábra F sora: Spm: MH�=967,5=[Spm][FMOC]2([OPA]–[ET])2; MK�=1005,5 

 

5.4.5.2.2. Az ornitin és lizin OPA/ET/FMOC- származékai összetételének 

on-line HPLC-DAD-ESI-MS vizsgálata 

Az Orn és Lys, OPA/ET/FMOC-származékainak elemzése azt mutatta, hogy termékeik 

analóg reakció során képződnek (28. ábra A–G, jelölve, hogy Orn vagy Lys). Az egymásnak 

megfelelő származékok m/z-értékei mindösszesen {m/z(-CH2-)=} 14 tömegegységgel külön-

böznek. (Megjegyzés: A HPLC-MS- és HPLC-DAD-Fl-felvételek eltérő oszlopokon és ké-

szülékkel készültek. A HPLC-MS-felvételeknél azonos pH-értékű, de tízszer hígabb ammóni-

um-acetát eluenst alkalmaztunk, szemben a szokásos A-eluenssel. Ezen különbségek miatt a 

28. ábrán, illetőleg a 23. és 24. ábrákon látható származékok aránya eltérő, ám az elúciós sor-

rendjük azonos.) 
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Értékelve az UV kromatogramokat (28. ábra A,C) és a megfelelő tömegspektrumokat (28. 

ábra B,D–G): 

 a 28. ábra „A” részein az elsődleges izoindol-származék (OPA-ET-Orn és OPA-ET-

Lys) UV kromatogramja, a „B” részeken a megfelelő protonált, illetőleg 

nátriumkationos molekulaionjai látható. Orn1: MH�=453,2=[Orn]([OPA]–[ET])2; 

MNa�=475,2; [MH–COO]�=409,3; Lys1: MH�=467,3=[Lys]([OPA]–[ET])2; 

MNa�=489,3; [MH–COO]�=423,3; 

A továbbalakult Orn- és Lys-termékek a 28. ábra „C” részein az UV-kromatogramok 

(Orn2–5 és Lys2–5), a „D”–„G” részeken a termékek tömegspektruma látható. 

Mielőtt további részletekbe mennénk, meg kell jegyeznünk, hogy a az Orn2–5 és Lys2–5 

termékek, mind „vegyes” termékek, vagyis részben izoindol-, részben FMOC-származékok: 

 28. ábra „G” részei: ezek a termékek a legegyszerűbb szerkezetű „vegyes” származé-

kok: 

Orn5: MH�=497,2=[OPA][ET][FMOC][Orn]–H2O; MK�=535,2; 

Lys5: MH�=511,2=[OPA][ET][FMOC][Lys]–H2O; MK�=549,2; 

 28. ábra „F” részei: az Orn4 és Lys4 termékek, egyik aminocsoportja a klasszikus 

izoindol, ami (az NH2–CH2– szerkezetre jellemzően) még egy molekula OPA-t tartal-

maz, a másik aminocsoportjuk FMOC-származék: 

Orn4: MH�=631,2=([OPA][ET])[OPA][FMOC][Orn]-H2O; MK�=669,2; 

Lys4: MH�=645,3=([OPA][ET])[OPA][FMOC][Lys]-H2O; MK�=683,2; 

 28. ábra „E” részei: az Orn3 és Lys3 termékek szerkezete nem azonosított, feltehetőleg 

az Orn4 és Lys4 termékek fragmentumai, minthogy a maximális intenzitású ionjaik 

közösek: 

Orn3: MH�=467,3; MK�=505,2; 

Lys3: MH�=481,3 ; MK�=519,2; 

 28. ábra „D” részei: az Orn2 és Lys2 termékek tömege az Orn5-ből és a Lys5-ből egy 

COOH-részlet vesztésével keletkezik:  

Orn2: MH�=452,2=[OPA][ET][FMOC][Orn]–[COOH]; MK�=490,2; 

Lys2: MH�=466,3 =[OPA][ET][FMOC][Lys]–[COOH]; MK�=504,2; 

 

5.4.5.3. Az ,-diaminokarbonsavak OPA/ET/FMOC-származékainak 

elemzése 

Mivel az Orn és a Lys OPA/ET-származékai az FMOC-cal is reagálnak, megvizsgáltuk 

annak lehetőségét, hogy más SH-csoportú segédanyag alkalmazásakor, illetőleg egyéb 
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α,ω-diaminokarbonsav esetében is várható-e vegyes termékek keletkezése. Valamennyi eddig 

vizsgált fehérjealkotó AS-sel egyenként elvégeztük a kétlépcsős származékképzést, nemcsak 

az OPA/ET-, hanem az OPA/MPA-, illetőleg OPA/MCE-reagenssel is. Minden vizsgált eset-

ben, az Orn és a Lys OPA/ET-származékainak kivételével, FMOC-tartalmú termék képződé-

sét nem tapasztaltuk. Ezek alapján feltételeztük, hogy ebben a nem várt reakcióban a két 

aminocsoportot tartalmazó AS-aknak, és az OPA-reagens semleges végcsoportú tioljának 

(vagyis az ET-nak) van szerepe. 

Ezt a feltételezést igazolandó, egyenként vizsgáltuk az 1,3-diaminopropionsav (DAPA), a 

2,4-diaminobutánsav (DABA) és a 2,6-diaminopimelinsav (DPIA) viselkedését a kétlépcsős – 

első lépésben OPA/ET-vel, második lépésben az FMOC-cal végzett) származékképzés után. 

Mind a HPLC-Fl-DAD, mind a HPLC-DAD-ESI-MS mérések eredményei azt mutatták, 

hogy mindhárom AS esetében a klasszikus, kettős izoindol-származékon kívül egyéb „ve-

gyes” származék is képződik. A DAPA és a DABA esetében több, a DPIA esetében (29. ábra 

A–F) három „vegyes” származék keletkezett. Mivel a DPIA-ban két karboxilcsoport található, 

ezért jellemző retenciós tulajdonságú származékokat detektáltunk (29. ábra A,C). A klasszi-

kus, kettős izoindol-származék (Dpia1) a reagenscsúcs előtt eluálódott (29. ábra „A” része). 

Rendre ezt követte a 29. ábra „C” részén látható, egyszerű „vegyes” származék (Dpia2), a 

még egy molekula OPA-t tartalmazó izoindol (Dpia3) és az egyszerű „vegyes”-származék 

dekarboxileződésével keletkező (Dpia4) termék. A Dpia1–4 származékok tömegspektrumain 

(29. ábra: B, D–F) a protonált és a káliumkationos molekulaionok láthatóak: 

 a 29. ábra „B” része: a Dpia1 tömegspktruma: MH�=511,2=[Dpia]([OPA][ET])2. 

 A 29. ábra „D” része: a Dpia2 tömegspktruma az egyszerű „vegyes” termék dehidra-

tált formája: MH�=554,2=[OPA][ET][FMOC][Dpia]–H2O; MK�=592,1. 

 A 29. ábra „E” része: a Dpia3 a továbbalakult (azaz még egy OPA-molekulát tartal-

mazó) izoindol, m/z=76=[CH2-S-CH2-CH3]
+ vesztésével: 

MH�=m/z=645–76=569,2=([OPA][ET])2[OPA][Dpia]–[CH2-S-CH2-CH3]
+; 

MK�=607,2. 

 29. ábra „F” része: a Dpia4 az egyszerű „vegyes” termék továbbalakult (azaz még egy 

OPA-molekulát tartalmazó) és dekarboxileződött formája: 

MH�=599,2=([OPA][ET])[OPA][FMOC][Dpia]–[COOH+COO]; MK�=637,1. 
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5.4.5.4. Az ornitin és lizin izoindolt és FMOC-ot tartalmazó vegyes terméke 

szerkezetének meghatározása MS-MS vizsgálattal 

Két lehetőség áll fenn: az FMOC vagy az - {másodrendű (2-es számú) szénatomhoz 

kapcsolódó}, vagy az (elsőrendű szénatomhoz kapcsolódó) -/-aminocsoporttal reagál. 

(i) A korábbi, N--acetil-L-lizinnel és N--acetil-L-lizinnel kapott eredmények alapján 

[297] bizonyítást nyert [299], hogy a szabad -aminocsoport esetében (ahol az 

aminocsoport elsőrendű szénatomhoz kapcsolódik) a kezdetben képződő izoindol 

továbbalakul. Az így képződött melléktermékbe még egy OPA-molekula épül be.  

(ii) A „vegyes” származékok között a továbbalakult, vagyis a még egy molekula OPA-t 

tartalmazó mellékterméket (Orn4 és Lys4) is detektáltuk, melynek szerkezete: 

([OPA][ET])[OPA][FMOC][Orn]/[Lys]. 

Mindezek alapján feltehető, hogy az FMOC az -aminocsoporttal reagál. 

Ezt a feltételezést igazolandó, az Orn egyszerű „vegyes”-termékével {Orn5: 

m/z=497,2=[OPA][ET][FMOC][Orn]} MS-MS méréseket végeztünk. Feltételeztük, hogy a 

szelektív töredékionjai alapján, az FMOC-cal reagáló aminocsoportot egyértelműen azonosí-

tani tudjuk. Az előzetes számításokból jól látszott, hogy az Orn5 erre a célra alkalmasabb, 

mint a Lys5, mivel a fragmentáció során egymástól jobban eltérő tömegeket szolgáltathat. Az 

elméletileg számolt tömegeket, feltételezve, hogy a hasadás vagy a =CH–CH2–, vagy vala-

mely két metiléncsoport között történik, a 32. táblázatban írtuk le. 

Az MS-MS fragmentációt, az alkalmazott feszültség függvényében elemezve (30. ábra) 

látható, hogy 

(i) a fragmentáció a C1 és C2 atomok között történik, valamint, hogy 

(ii) az FMOC az -aminocsoporttal reagál. A fragmentációs feszültséget változtatva 

10 eV-ról (30. ábra: „A”), 20 eV-ra (30. ábra: „B”), 30 eV-ra (30. ábra: „C”) végül 

40  eV-ra (30. ábra: „D”) az egyszerű „vegyes”-termék molekulaionjának (Orn5: 

m/z=497,0-497,3) intenzitása csökken. Ezzel egyidejűleg növekszik az m/z=230 

protonált fragmentumé (32. táblázat). Ez a tapasztalat szoros összhangban van azzal 

a ténnyel is, hogy a vegyes melléktermékek között azonosítottunk olyat is, melyben 

a klasszikus izoindol mellett még egy molekula OPA-t is tartalmaz (Orn4, Lys4). 

Ebből az következik, hogy az izoindol a -/-szénatomon alakul ki (a korábbi ered-

mények [299] alapján egyértelmű, hogy a még egy OPA-molekula beépülésének fel-

tétele az NH2–CH2– molekularészlet megléte). 
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6. A származékkészítési tanulmányok analitikai hasznosítá-

sa 

A kétlépcsős származékkészítésben, az 5.4.1–5.4.4. fejezetben részletezett alapkutatási ta-

pasztalatok alapján, optimális kísérleti feltételek között, az Orn, a Lys, a Put, a Cad, a DAH 

(mint belső standard), a Spd és a Spm reprodukálhatósági vizsgálatát, a biológiai szövetekben, 

várhatóan széles koncentrációtartományban mérendő összetevők figyelembevételével készí-

tettük (33. táblázat). 

Amint az látható, a koncentrációarányos válaszjelek tartománya számottevően különbö-

zik, összhangban a származék elúciós helyével. Látható, hogy ez a tartomány az Orn és Lys 

esetében – amelyek a szabad AS-ak egy csúcstömege (31. ábra: „Minden más aminosav”) 

után közvetlenül érkeznek –, a legkisebb (110–440 pmol/injektált mennyiség), míg az Spd és 

az Spm esetén a legnagyobb (3,43–440 pmol/injektált mennyiség). A mérések reprodukálha-

tósága a lineáris tartományok válaszjelei alapján RSD≤4,8%. 

 

6.1. Az ornitin, a lizin, a putreszcin, a kadaverin, az 

1,7-diaminoheptán, a spermidin és a spermin egyidejű mennyiségi 

meghatározása, biológiai szövetekből  

A biológiai szövetet perklórsavval fehérjementesített, majd kálim-hidroxiddal semlegesí-

tett mintákban, kálium-perklorát és kálium-hidroxid feleslegének jelenlétében végeztük a 

származékkészítést. Néhány szövetminta összetételét, s az azonos minták eltérő mennyiségei-

ből készült párhuzamos felvételek reprodukálhatóságát a 34. táblázat mutatja. Biológiai szö-

vetminták elemzésről lévén szó, az RSD≤23 % értékét elfogadhatónak tartjuk. A 31. ábrán 

egy biológiai mintából készített oldat, s az összetételének számításához szolgáló modelloldat-

ról készült kromatogram látható. 

 

6.2. Aminosavak és aminok egyidejű meghatározása 

OPA/ET/FMOC-származékokként 

Összesen 37 darab AS és A (megnevezésük a 32. ábrán) OPA/ET(/FMOC)-származé-

kokkénti elválasztását és meghatározását modelleztem. 

Az alkalmas elválasztási módszer kialakítása, hosszantartó, 5-6 összetevő lépésenkénti, 

gradiens-optimálása révén oldódott meg (32. ábra fekete kromatogram).  

Sajnálatos módon, a fáradtságos és sokat ígérő, kész gradiens birtokában, amikoris vala-

mennyi összetevő egyidejű elválasztása megvalósult, bebizonyosodott, hogy a stabilitási vizs-
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gálatoknál mért válaszjelértékekhez képest jelentősen kisebbeket mérünk. A 37 aminosav- és 

aminszármazék együttes elúciója során nyert válaszjelértékek az nAmA-val kezdődően látvá-

nyos válaszjelcsökkenést mutattak.  

Korábbi, irodalmi és saját tapasztalatok alapján feltételeztük [298], hogy a válaszjelcsök-

kenések oka a származékok pH=7,2 értékű oldatban, hosszú ideig, 50 °C hőfokon, bekövetke-

ző bomlása (32. ábra). A válaszjelcsökkenést elkerülendő, s annak tényleges okát kiderítendő, 

a kromatográfiás elúció paramétereit egyenként változtattuk: 

(i) az optimált gradiens (a továbbiakban „hosszú gradiens”) felhasználásával az elúciót, 

erre alkalmas kolonnán (O-3), pH=9,2 értékű eluensekkel készítettük (32. ábra piros 

kromatogram). 

(ii) Az elválasztást a hosszú gradienssel, 50 °C helyett 30 °C hőfokon is vezettük, s vé-

gül, 

(iii) az aminosav-származékok teljes elválasztásáról lemondva, az aminszármazékok el-

választását egy jelentősen rövidebb elúcióval (a továbbiakban „rövid gradiens”) ké-

szítettük. 

Az (i) –(iii) pontban nyert válaszjelértékek együttes elemzésekor (33. ábra) kitűnik, hogy 

a válaszjelcsökkenések oka elsődlegesen a hosszú ideig tartó elúció. Valamennyi vizsgált 

esetben a rövid gradienssel nyert származékok válaszjelei, a mérések hibahatárát figyelem-

bevéve, azonosak voltak. A hosszú gradienssel mért válaszjelekben mutatkozó jelentős kü-

lönbségek oka az, hogy az elválasztás magasabb hőfokának és az eluensek kisebb pH értéké-

nek hatása fokozottabban érvényesül. 

A 33. ábrán vegyületenként feltűntetett válaszjelcsökkenéseket, az adott származék legki-

sebb és legnagyobb mért válaszjele hányadosaként értékelve kitűnik, hogy  

(i) a diA-k jelentősen bomlékonyabbak, mint a monoA-k. 

(ii) A válaszjelcsökkenés mértéke a retenciós idő növekedésével nő.  

A retenciók növekvő rendjében, a válaszjelhányadosok, a MA-k esetében 2,4 (nAmA: 

3,74/1,53=2,4); 3,2 (nHexA: 4,45/1,41=3,2); 3,4 (nHepA: 4,05/1,19=3,4) és 4,3 (nOctA: 

3,57/0,84=4,3), míg a diA-k/BA-k esetében, rendre 8,2 (Put: 3,53/0,43=8,2); 9,7 (Cad: 

5,90/0,61=9,7); 7,4 (DAH: 5,99/=0,81=7,4); 11,6 (Spd: 4,88/0,40=11,6) és 14,0 (Spm: 

3,91/0,28=14,0) voltak. 

Az (i) és (ii) pontok értelmében felmerül a kérdés, van-e válaszjelcsökkenés, s ha igen, 

milyen mértékű az aminosav-származékok elúciója során, az Asp–Lys tartományában (32. áb-

ra), amely egy rövid gradiensként tekinthető. Mivel a pH=9,2 értékű eluenssel az AS-ak érté-

kelésre alkalmatlan formában eluálódnak, ezért csak választott, jól értékelhető származékok 

válaszjelviszonyait elemezhettük (35. táblázat: aszparagin, glutamin, metionin). 
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Az Asn, a Gln és a Met válaszjelváltozásait értékelve, látható, hogy a különbségek jelen-

tősen kisebbek, mint az A-k esetében tapasztaltak. A 30 °C és az 50 °C-on mért hányadosok 

értékei nagyobbak, mint azonos hőfokon, eltérő pH-értékű elúciók során nyert válaszjelek. A 

legnagyobb és legkisebb válaszjelek hányadosai 1,4 (Asn: 3,08/2,28); 1,8 (Gln: 4,45/2,41) és 

1,1 (Met: 3,37/2,98) között változnak. 

Mindezek alapján egyértelmű, hogy az AS-ak és az A-k együttes, egy felvételből történő 

elemzése nem célravezető. Ezért a mennyiségeik értékelése külön-külön elválasztásuk után 

előnyös. 
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7. Összefoglalás az értekezésben foglalt új kutatási eredmények 
1. Aminosavak, alifás mono- és diaminok o-ftálaldehid (OPA)/2-merkaptoetanol (MCE)- és OPA/etántiol 

(ET)-származékainak stabilitását és analitikai hasznosíthatóságát értékeltem. A termékek fluoreszcenciás 

intenzitásának és UV abszorbanciájának egyidejű nyomon követésével. Szigorúan azonos kísérleti 

{nagyhatékonyságú folyadékkromatográfiás (HPLC)} körülmények között, 

–a reagensek összetételének függvényében, 

–a reagens OPA/tiol mólarányát, a kölcsönhatás hőfokát és idejét változtatva, mennyiségi adatokkal jel-

lemzett, sztöchiometriai elemzések alapján vizsgáltam.  

2. Bizonyítottam, hogy az ezidő szerint leggyakrabban elemzett OPA/MCE-származékok, valamennyi 

aminosav és amin esetében, a megfelelő OPA/ET-származékokhoz viszonyítva, jelentősen kisebb stabili-

tásúak. 

–Az OPA/ET-származékok elemzési feltételeit, részletes irodalmi adatok hiányában, a reagens OPA/tiol 

mólaránya, a kölcsönhatás hőfoka, ideje, a reagens, illetőleg a reakcióelegy pH-értéke és metanol-

koncentrációja függvényében optimáltam. Az optimált reakciófeltételek között, az aminosavak és aminok 

meghatározási reprodukálhatóságát széles koncentrációtartományban (3,43–440 pmol/injektált összete-

vő), a mérések relatív standard deviáció értékével jellemeztem (átlagértékben az RSD4,8 %). 

3. A n-hexil-, a n-heptil, a n-oktil és a -feniletilamin viselkedését, irodalmi adatok hiányában, négy elté-

rő tioltartalmú {MCE, ET, 3-merkaptopropionsav (MPA), N-acetil-L-cisztein (NAC)} OPA-származékaik 

alapján, részletes összehasonlító tanulmányban, elemeztem. 

–Megállapítottam, hogy HPLC elválasztásuk és mennyiségi értékelésük az OPA/ET=1/10 mólarányú rea-

genssel nyert származékaik formájában a legelőnyösebb. 

–E tanulmány eredményeként került sor először, a két tioltartalmú OPA-származékaik HPLC elválasztá-

sát követő minőségi-mennyiségi azonosítására: UV abszorbancia-maximum értékeik és tömegspektro-

metriával (MS) mért molekulaionjaik alapján. 

4. A biogén aminok (hisztamin, agmatin, tiramin, putreszcin, kadaverin), közöttük a (szekunder 

aminocsoportú) spermidin és spermin OPA-származékainak részletes elemzése alapján bebizonyosodott, 

hogy a spermidin, de különösen a spermin – a többi OPA-származékkal azonos nagyságú válaszjelek 

alapján történő – mérése, csak úgy lehetséges, ha a szekunder aminocsoportjaikat is származékká alakít-

juk. 

–E felismerés eredményeként, elsőként írtam le a spermidin és spermin két lépcsőben vezetett szárma-

zékképzését (1. OPA/ET, 2. 9-fluorenilmetil-kloroformát, FMOC), s egyidejűleg 

-az OPA/ET/FMOC termékek összetételét tömegspektrometriásan azonosítottam. 

5. A biogén aminok elemzésére kialakított eljárást egérszövetek biogén amintartalmának meghatározására 

hasznosítottam. Nagyszámú egérszövet eltérő mennyiségeinek reprodukálható, s a lemért minta mennyi-

ségével koncentrációarányos elemzése a módszer gyakorlati hasznosíthatóságát fémjelzi. 

6. Az 5. pontban részletezett vizsgálatok kiterjesztéseként került sor az ornitin és lizin, – mint a putreszcin 

és kadaverin prekurzor vegyületeinek, – a biogén aminokkal való együttes elemzésére. Az analitikai mód-

szer újszerűségén túlmenően, az ornitin és lizin OPA/ET/FMOC-reagenssel kölcsönhatása új kutatási 

eredményekhez vezetett. Bizonyítottam, az ornitin és lizin az OPA/ET/FMOC-reagenssel vegyes 

ligandumú származékot ad. E tapasztalat, tömegspektrometriás vizsgálatokkal kiegészítve, jelzés volt az 

ornitin/lizin, δ-/ε- és α-aminocsoportjainak az izoindolképzésbeni eltérő reakciókészségére. 

7. A valamennyi fehérjealkotó-aminosav, alifás mono- és diaminok, mindösszesen 37 vegyület, 

OPA/ET/FMOC-származékokként, egy oldatból, egyetlen felvételbőli elemzését tanulmányoztam. A 37 

összetevő egyidejű minőségi-mennyiségi értékelésére alkalmas, 60 perces elválasztást dolgoztam ki. 

–Bizonyítottam, hogy a 37 származék, elsősorban a hosszabb retenciós idővel eluálódó aminok, az elúció 

hőfokától, s az eluens pH értékétől függő mértékben bomlanak. Mindezek alapján, az aminosav- és amin-

származékok külön-külön oldatokból történő elemzését részesítettem előnyben. 

8. Doktori értekezésem összesített eredményeként értékelem, hogy sokoldalúan bizonyítottam  

–a legközkedveltebb HPLC elválasztásra előkészítő ’OPA-származékkészítés’ optimális reakció feltétele-

it, valamint remélem, hogy 

–korábbi, munkacsoportunk kutatási eredményeivel összhangban, azokat kiegészítve hozzájárulhattam 

annak a tapasztalatnak az elfogadtatásához, mely szerint az OPA/MCE-származékokkénti elemzések je-

lentik a legkedvezőtlenebb megoldást. 
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8. Summary; the novel results of  the thesis 
1. Stability and the possibility of analytical application of the derivatives of amino acids, aliphatic mono- and 

diamines, formed with the o-phthalaldehyde (OPA)/2-mercaptoethanol (MCE) and OPA/ethanethiol (ET) rea-

gents were examined. Products were detected by fluorescence and photodiode array detection, simultaneously. 

Applying strictly the same experimental {high performance liquid chromatographic (HPLC)} conditions, as 

the function of 

–the reagents’ composition, 

–varying the molar ratio of OPA to thiol, the temperature and the duration of the reaction, was examined and 

characterized by quantitative data, based on stoichiometric investigations. 

2. It has been proven that the stability of the derivatives, formed with – until recently – most often applied 

OPA/MCE reagent is considerably lower than those obtained with the OPA/ET reagent. 

–The experimental conditions of the OPA/ET derivatives were optimised, lacking detailed literature data, as 

the function of the molar ratio of OPA to the thiol, the temperature of the elution, the pH value and methanol 

content of the reagent/reaction medium. Under the optimised conditions, quantitation reproducibility of amino 

acids and amines was measured in a wide range of concentration (3.43–440 pmol/compound injected) and 

characterised by the relative standard deviation percentages (RSD4.8 %, in average). 

3. The behaviour and characteristics of the derivatives of n-hexyl-, n-heptyl-, n-octyl- and -

phenylethylamines, formed with OPA reagents of various thiol-content {MCE, ET, 3-mercaptopropionic acid 

(MPA), N-acetyl-L-cyisteine (NAC)}, lacking literature data, were described. 

–It has been proven that the most advantageous HPLC separation and quantitation of these derivatives is 

achieved with the OPA/ET=1/10 reagent. 

–Based on UV absorbency maxima values and mass spectrometric (MS) molecular ions, the by-product, con-

taining two molecules of thiol, was identified qualitatively and quantitatively the first time by HPLC as a re-

sult of this study. 

4. Detailed investigation of the OPA-derivatives of biogenic amines (histamine, agmatine, tyramine, putres-

cine, and cadaverine) amongst them the spermidine and spermine (containing secondary amino groups also) 

was carried out. It was proven that in the case of spermidine and particularly in the case of spermine, their 

measurement, with response values similar to those obtained with other amino acids/amines, is only made 

possible by derivatizing their secondary amino groups as well. 

–Based on this recognition, the two-step (1st: OPA/ET; 2nd: 9-fluorenlymethyl chloroformate) derivatization of 

spermidine and spermine was described here the first time. 

–Simultaneously, the OPA/ET/FMOC products were identified by HPLC-MS as well. 

5. The procedure, elaborated for the analysis of biogenic amines, was utilised to determine the content of dif-

ferent biogenic amines of biological tissues. Large number of reproducibly analysed biological tissues of vari-

ous quantities and the proportionality of the results to the weighed tissues do confirm the practical advantage 

of this method. 

6. Extending the analysis described above, the quantitation of ornithine and lysine, simultaneously with the 

biogenic amines, was elaborated. Beyond the method’s novelty, unexpected reaction of ornithine and lysine 

with the OPA/ET/FMOC reagent was experienced. It has been proven, that the reaction of ornithine and lysine 

with the OPA/ET/FMOC reagent yields derivatives of mixed ligands. This experience, verified by MS data, 

demonstrates a difference in the reactivity of the δ-/ε- and α-amino group of ornithine/lysine. 

7. The simultaneous analysis of all the proteinogenic amino acids, aliphatic mono- and diamines, 37 com-

pounds in total was studied. The qualitative and quantitative analysis, within 60 minutes, of all the 37 com-

pounds was developed. 

–It was proven that the 37 derivatives, mainly those eluting with a longer retention time, do decompose to an 

extent depending on the elution’s temperature and on the pH of the eluents. Therefore the analysis of amino 

acids and amines is, more advantageous, to be preferred from separate elutions. 

8. As a net result of this thesis, it is shown that  

–the optimal conditions for the ‘OPA-derivatization’, being the most popular preparation for HPLC separa-

tions, were confirmed multi-facetedly. 

–Thus in accord with and completing the earlier results of our research group, and hopefully contributing to 

the acceptance of the fact that the application of OPA/MCE-derivatization is the least advantageous solution.
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9. Táblázatok jegyzéke 
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1. táblázat: OPA-származékként készült nagyhatékonyságú folyadékkromatográfiás elválasztások: a 2000–2005 időszakban megjelent, választott köz-

lemények alapján, az OPA-reagens SH-csoportú segédanyagai, valamint a közlemény tárgyköre szerinti csoportosításban 

Tudományterület→ 
Orvosi/Biológiai 

Gyógyszerészet/ 

Analitika/Alapkutatás 
Élelmiszer-/Takarmányipar 

Mezőgazdaság/ 

Környezettudomány Reagens↓ 

OPAa/MCEb 

[21,23,28-31,33-35,38,41-43,45, 

50,51,56,57,60-64,66,67,70,74, 

75,78-80,82,87,91,93,95-97,99, 

102,105,110,111,113,115,119,121,

123,125,127,130-133,137,138, 

141,143,145,149,151,152,154,155,

157–159,161,164,166,169,176–

179,182-185,190]d; 

[18,21,26,39,44,47-49,60,68,92, 

100,102,107,112,114,117,118,122,

129,135,136,138,140,142,144,147,

148,150,156,167,170–172,174, 

175,187-189]ECDe; 

[65,173]MSf 

[22,36,40,53,55,69,72,77,

81,83,85,88,98,101,104, 

106,109,124,126,139,146,

162,168]d; 

[126,181,191,]ECD 

[17,19,20,24,25,27,52,58,59,73, 

84,86,90,94,116,120,134,153, 

160,163,165]d; 

[58]MS 

[37,46,71,76,89,103,108,128, 

180,186]d; 

[32]ECD 

OPA/ 

királis ciszteinek 

[200,203,206,210,214,215,217, 

219,221,223-226,229-231]d 

[197,198,201,204,222, 

224,227,228]d 
[193,208,209,232,233]d 

[192,194-196,199,202,205,207, 

211-213,216,218,220]d; 

[199]MS 

OPA/MPAc 
[236-240,243,244,247-249,252-

254,256,258,259]d 
[241,243,245-247,249]d [234,235,242,250,251,255]d [257]d 

OPA/szulfit [260-263,265-273]ECD [264]ECD - - 

csak OPA [274-276,278-284]d - [285]d [277]d 

OPA/egyéb tiol 
[287,292,293]d; 

[286,288,289]ECD 
[290]d - [291,294]d 

Jelölések: OPAa=o-ftálaldehid; MCEb=2-merkaptoetanol; MPAc=3-merkaptopropionsav; d=ultraibolya és/vagy fluoreszcens detektálás; ECDe=elektrokémiai detektálás; 

MSf=tömegspektrometriás (és ultraibolya) detektálás;
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10. táblázat: Az OPA/MCE=1/3 mólarányú reagens szennyezéseinek változása a reagens tárolási idejének függvényében 

Szennyezések Integrátoregység**/szennyező csúcs$ 

Csúcs száma↓ Ret. időg, perc max
h, nm 

Reagens1 Reagens2 

90 perc 230 perc 270 perc 370 perc 7 nap 11 nap 27 nap 90 perc 4 nap 21 nap 23 nap 

1UV*** 3,26 216,253 2,7 4,6 4,4 5,9 3,1 49,0 55,5 3,5 12,7 44,1 2,0 

2UV*** 5,24 229,339 0,7 0,7 1,3 0,6 17,7 3,7 12,7 - - - - 

3UV*** 6,13 215,248 0,3 - - - - 4,1 6,0 - - 4,2 - 

4 
Fl 7,58  38,0 26,0 85,0 151,0 56,9 119,1 26,5 93,9 - - - 

UV  253,334 1,5 2,1 2,0 4,1 1,3 4,1 0,5 1,9 0,9 - - 

5 
Fl 8,21  89,0 - - - 2,3 89,2 - 75,0 16,5 95,0 106,0 

UV  220,263 1,7 2,3 1,1 1,4 - 2,4 10,6 1,8 1,4 - 3,3 

6 
Fl 9,29  - - - - - - - - 28,7 94,0 82,0 

UV  267,339 3,2 2,3 1,1 1,4 0,3 40,0 20,9 4,8 11,0 14,3 - 

7UV*** 13,26 220,272 7,2 - - - 4,7 2,7 4,5 50,9 49,6 172,0 151,0 

UV összesen 
17,3 12,0 9,9 13,4 27,2 107 111 62,9 75,6 235 156 

(58) (40) (33) (45) (91) (357) (370) (210) (252) (783) (520) 

Fl összesen 
127 26,0 85,0 151 59,2 208 26,5 169 45,2 189 188 

(30) (20) (20) (25) (14) (50) (6,3) (40) (11) (473) (45) 

Jelölések, mint az 1. táblázatnál, valamint: Ret. időg=retenciós idő; max
h=elnyelési maximum; **=a reagens szennyezőértékei, ~4,2 és ~0,3 integrátoregység/(pmol AS-származék)-

kal számoltuk (Fl és UV detektálást alkalmazva): ezen értékeket a 16. táblázat alapján számoltuk ki, a 1,5 perc reakcióidő után (15 AS), OPA/MCE=1/3 reagens alkalmazásával mért 

ie/pmol-ok alapján; $=négy injektálás alapján számolva; A zárójelben lévő szedett értékek a szennyezések összességét jelölik, pmolban kifejezve; kimutathatósági határ 

<<0,3 integrátoregység; ***=ezen értékeknek nincs Fl intenzitásuk. 
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11. táblázat: Az OPA/MCE-glicin-származékok reprodukálhatósága, különböző ideig, hűtő-

szekrényben (~4 °C-on) tárolt OPA/MCE=1/3 mólarányú reagens (reagens1–3) alkalmazásá-

val 

Származékok↓ 

Fluoreszcenciás Integrátoregység/1900pmol glicin 

Reagens1 Reagens2 Reagens3 
átlag RSD% 

1 nap 8 nap 21 nap 1 nap 4 nap 21 nap 23 nap 1 nap 

Glicin1 8166 8039 764 7993 8143 7750 7603 7870 

  Glicin2 100 97 22 118 90 177 116 178 

Glicin3 156 113 21 145 151 171 163 164 

összesen 8422 8249 788 8254 8384 8104 7882 8152 8260 1,5 
Megjegyzés: a dőlt betűvel szedett értékeket az átlagszámításnál nem vettük figyelembe. [OPA]/[glicin]=20/1; 

1=1,9∙10-9 mol/10l. 
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12. táblázat: Az OPA/ET=1/10 mólarányú reagens szennyezéseinek változása a reagens táro-

lási idejének függvényében 

Szennyezések Integrátoregység**/szennyező csúcs$ 

Szennyező↓ 

Ret. 

idő, 

perc 
max

h, nm 

Reagens1 Reagens2 

1 h 2 nap 13 nap 16 nap 1 h 1 nap 2 nap 4 nap 

1 UV*** 2,88 244; 296 5,4 14,8 76,5 112,9 5,4 22,4 31,8 34,0 

2 UV*** 3,35 215; 296; 253 3,0 4,9 30,0 50,7 9,2 28,9 31,7 25,4 

3 
UV 

4,16 
220; 291;375 - 10,5 18,9 16,3 1,2 10,5 13,8 14,5 

Fl  2,3 3,8 5,1 7,0 4,1 4,2 5,0 4,3 

4 
UV  

11,05 
215; 286 13,5 10,9 5,9 3,8 0,3 1,1 2,5 6,3 

Fl  9,3 22,8 32,4 41,3 - - - - 

5 
UV 

12,63 
230; 334 3,3 1,2 1,1 3,9 9,6 8,5 6,8 7,9 

Fl  12,5 15,1 26,6 42,0 24,9 27,3 27,3 32,8 

6 
UV 

14,05 
230; 320 - - - - 8,8 5,6 7,0 4,1 

Fl  - - - - 36,8 40,0 32,5 33,5 

7 
UV 

15,55 
230; 334 - - - - 2,0 1,7 2,2 1,1 

Fl  5,8 9,4 14,2 20,5 15,4 13,7 14,3 14,3 

8 
UV 

17,39 
248 - - - - 9,0 10,1 8,0 11,9 

Fl  26,8 28,6 25,1 26,3 4,1 3,3 3,5 9,1 

9 
UV 

18,22 
220; 267; 310 - - - - 10,0 21,3 19,1 15,3 

Fl  - - - - 92,8 164,6 170,0 182,5 

10 
UV 

19,38 
244; 277; 329 - - - - 18,5 18,2 18,2 17,5 

Fl  93,1 43,4 26,2 22,5 18,4 12,7 21,6 22,5 

11 
UV 

20,21 
225; 334 20,3 12,2 8,2 37,5 48,6 50,9 44,5 32,1 

Fl  270,2 195,4 86,8 546,5 513,0 483,8 440,0 325,3 

UV összesen 
45,5 54,5 140,6 225,1 122,6 179,2 185,6 170,1 

(138) (165) (426) (682) (372) (543) (562) (515) 

Fl összesen 
420 318,5 216,4 706,1 709,5 749,6 714,2 624,3 

(83) (63) (43) (140) (140) (148) (141) (124) 

Jelölések mint, az 1.–11. táblázatoknál, valamint: **=a reagens szennyezőértékei, ~5,0 és ~0,3 integrátoregy-

ség/(pmol AS-származék)-kal számoltuk (Fl és UV detektálást alkalmazva): ezen átlagértékeket a 17. táblázat 

alapján számoltuk ki, a 1 perc reakcióidő után, a 15 AS esetében az OPA/aminosav=70/1 mólarányú, 

OPA/ET=1/10 reagens alkalmazásával mért ie/pmol-ok alapján; $=négy injektálás alapján számolva; a zárójelben 

lévő értékek a szennyezések pmolban kifejezett összességét jelölik; kimutathatósági határ 

<<0,3 integrátoregység; ***=ezen értékeknek nincs Fl intenzitásuk; 
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13. táblázat: Az OPA/ET-alanin-származékok reprodukálhatósága, különböző ideig, hűtő-

szekrényben (~4 °C-on) tárolt OPA/ET=1/10 mólarányú {80 (V/V)% metanoltartalmú; 

pH=9,30} reagens (reagens1–2) alkalmazásával 

Amino-

sav↓ 

Detektá-

lás↓ 

Fluoreszcenciás Integrátoregység/~1000 pmol alanin 

Reagens1 Reagens2 
átlag RSD% 

1 h 1 nap 2 nap 4 nap 1 h 1 nap 4 nap 5 nap 

Alanin 
Fl 5327 5450 5508 5273 5177 5145 4830 3910 5299 2,6 

UV 387 380 391 367 364 350 341 283 374 3,9 

Jelölések, mint az 1.–12. táblázatoknál. Megjegyzés: a dőlt betűvel szedett értékeket az átlagszámításnál nem 

vettük figyelembe. Megjegyzés: [OPA]/[alanin]=70/1; 1=~1∙10-9mol/10l. 
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14. táblázat: Az egynél több OPA/MCE-származékot adó aminosavak stabilitása a reakcióidő 

és a reagensösszetétel függvényében, ultraibolya (UV) és fluoreszcens (Fl) detektálások alap-

ján 

Mólarány→ Ret. 

időg, 

perc 

↓ 

max
h, 

nm 

↓ 

Válaszjel i, % 

OPA/MCE=1/3 OPA/MCE=1/50 

Detektálás→ Fl UV Fl UV 

Reakcióidő, 

perc→ 7 41 75 7 41 75 1,5 7 41 75 1,5 7 41 75 

Aminosav↓ 

Glicin1 8,24 334 97,0 95,3 93,5 98,3 97,0 93,7 98,3 98,3 97,4 97,1 98,1 98,1 97,2 96,5 

Glicin2 8,81 343* 1,2 3,0 4,9 0,4 2,1 4,5 0,4 0,5 1,3 2,0 0,4 0,4 1,2 2,2 

Glicin3 9,53 339 1,8 1,7 1,6 1,3 0,9 1,8 1,3 1,2 1,3 0,9 1,5 1,5 1,6 1,3 

ie/pmoll 4,46 2,92 2,00 0,29 0,19 0,13 4,15 4,78 2,62 1,00 0,27 0,31 0,16 0,06 

-Alanin1 8,75 334 98,5 98,6 98,7 98,8 96,9 93,1 98,8 98,9 98,9 98,8 98,4 98,2 98,2 98,5 

-Alanin2 10,02 334 1,5 1,4 1,3 1,2 3,1 6,9 1,2 1,1 1,1 1,2 1,6 1,8 1,8 1,5 

ie/pmol 4,81 2,95 2,02 0,31 0,19 0,13 3,83 4,81 2,61 0,92 0,24 0,31 0,16 0,06 

Hisztidin1 7,77 334 57,0 57,3 59,0 69,6 70,9 71,3 64,0 63,5 63,6 64,7 74,4 74,2 naj 74,5 

Hisztidin2 8,25 353* 43,0 42,7 41,0 30,4 29,1 28,7 36,0 36,5 36,4 35,3 25,6 25,8 na 25,5 

ie/pmol 1,88 1,71 1,71 0,11 0,10 0,10 1,15 1,88 2,48 2,13 0,07 0,11 na 0,12 

GABA1m 9,15 334 100 94,3 92,9 99,6 98,2 96,3 98,9 98,2 96,7 96,1 98,4 98,4 97,3 94,8 

GABA2 9,42 343* 0 5,7 7,1 0,4 1,8 3,7 0,0 0,7 2,2 3,0 0,0 0,0 1,1 3,2 

GABA3 10,40 334 nkk nk nk nk nk nk 1,1 1,1 1,1 0,9 1,6 1,6 1,6 2,0 

ie/pmol 4,06 2,34 1,56 0,26 0,15 0,10 3,40 4,06 2,47 1,02 0,21 0,26 0,15 0,07 

Ornitin1 10,30 339 2,2 2,3 3,7 0,7 2,8 4,2 0,4 0,3 0,5 0,8 0,2 0,2 1,0 1,7 

Ornitin2 10,92 334 38,0 12,3 15,8 12,0 19,2 24,9 2,4 5,2 19,1 32,0 7,8 13,5 36,3 51,8 

Ornitin3 11,35 339 28,0 12,5 22,7 6,4 22,8 35,8 nk nk nk nk nk nk nk nk 

Ornitin4 12,00 358* 8,0 2,9 3,6 0,4 1,2 1,2 nk nk nk nk nk nk nk nk 

Ornitin5 12,40 334 52,1 67,2 51,6 78,3 51,8 32,6 84,2 87,3 77,3 63,5 79,6 79,1 59,0 43,1 

Ornitin6 13,20 334 14,2 2,8 2,6 2,2 2,2 1,3 13,0 7,3 3,1 3,7 12,5 7,2 3,7 3,4 

ie/pmol 1,09 0,82 0,75 0,44 0,33 0,30 1,06 1,09 0,75 0,53 0,43 0,44 0,38 0,30 

Lizin1 10,85 334 1,7 14,2 17,0 1,9 6,0 5,8 0,5 0,4 1,8 3,5 0,3 0,3 1,5 2,3 

Lizin2 11,00 334* 2,8 15,5 19,7 9,1 23,8 26,1 0,8 1,6 9,5 19,8 5,7 11,0 37,1 55,8 

Lizin3 11,30 334 1,2 0,8 0,6 5,2 1,7 0,5 1,0 0,7 2,8 3,0 4,6 5,3 8,8 9,0 

Lizin4 11,55 339 5,1 34,0 49,4 18,2 57,9 64,2 nk nk nk nk nk nk nk nk 

Lizin5 12,79 334 89,2 35,4 13,3 65,6 10,6 3,3 84,1 88,2 80,0 66,2 77,0 75,5 47,3 27,4 

Lizin6 13,22 334 nk nk nk nk nk nk 1,1 0,8 2,3 5,2 0,9 0,6 1,5 2,3 

Lizin7 13,59 334 nk nk nk nk nk nk 9,2 6,0 2,4 1,6 8,2 5,2 2,3 1,9 

Lizin8 13,76 334 nk nk nk nk nk nk 3,4 2,3 1,3 0,8 3,3 2,1 1,5 1,3 

ie/pmol 1,44 0,96 0,87 0,33 0,22 0,20 1,37 1,44 0,82 0,43 0,30 0,33 0,27 0,20 

EACA1n 10,37 334 98,6 0,0 0,0 96,4 0,0 0,0 99,1 99,1 99,1 99,4 98,4 98,3 98,5 98,0 

EACA2 11,65 334* 1,4 0,0 0,0 3,6 0,0 0,0 0,9 0,9 0,9 0,6 1,6 1,7 1,5 2,0 

ie/pmol 2,90 0,00 0,00 0,19 0,00 0,00 2,42 2,90 1,9 0,63 0,17 0,19 0,12 0,05 

Jelölések, mint az 1.–13. táblázatoknál, valamint Válaszjeli=válaszjel a területösszeg százalékában kifejezve; 

naj=nincs adat; nkk=nem keletkezik; ie/pmoll=integrátoregység/pmol; GABAm=-aminovajsav; 

EACAn=-aminokapronsav; *=és/vagy 339 nm; 

Megjegyzés: [OPA]/[MCE]/[AS]=20/60/1; 1=1∙10-9 mol/10 l. Az elválasztás 30 C-on, E-1 és O-1 oszlopokon 

történt. Gradiens: 1,8 ml/min; 0 min: 100 % A-eluens; 10–11 min: 100 % B-eluens;12–17 min: 100 % A-eluens. 
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15. táblázat: Az egynél több OPA/ET-származékot adó aminosavak stabilitása a reakcióidő 

és az OPA/ET=1/10 reagens (pH=9,3) metanoltartalmának függvényében, ultraibolya (UV) és 

fluoreszcens (Fl) detektálások alapján 

Aminosav↓ 

Ret. 

időg, 

perc ↓ 

max
h, 

nm ↓ 

Válaszjel i, % 

Fl 

Reakcióidő, perc → 1,5 3 7 23 43 220 360 

Metanol (V/V)% → 80 20 80 20 80 20 80 20 80 20 80 20 80 20 

Hisztidin1 3,25 353 40,80 35,00 42,20 35,20 43,10 33,80 41,40 33,40 41,20 34,10 44,70 32,20 40,40 32,80 

Hisztidin2 3,72 339 59,20 65,00 57,80 64,80 56,90 66,20 58,60 66,60 58,80 65,90 55,30 67,80 59,60 67,20 

ie/pmoll 4,59 4,44 4,78 4,95 5,29 5,87 6,07 5,91 6,25 6,00 5,88 5,91 6,31 5,68 

Glicin1 4,28 334 99,60 98,60 99,60 98,40 99,60 97,20 99,60 95,40 99,50 93,20 99,10 81,60 99,00 69,60 

Glicin 2 5,63 339 nkk 1,10 nk 1,30 nk 2,40 nk 3,70 nk 5,20 nk 10,20 nk 15,90 

Glicin 3 8,28 343 0,40 0,20 0,40 0,30 0,40 0,40 0,40 0,90 0,50 1,60 0,90 8,20 1,00 14,50 

ie/pmol 6,30 5,90 6,25 5,97 6,27 6,00 6,26 5,92 6,30 5,90 6,16 4,71 6,18 3,87 

β-Alanin1 5,57 334 99,50 98,10 99,60 96,90 99,50 95,80 99,50 94,30 99,30 88,70 98,30 77,60 97,00 69,40 

β-Alanin2 9,02 339 0,10 1,80 0,10 3,00 0,10 4,00 0,20 5,20 0,30 10,20 1,20 17,50 2,50 21,90 

β-Alanin3 14,15 343 0,40 0,10 0,30 0,10 0,30 0,20 0,30 0,50 0,40 1,20 0,50 4,90 0,50 8,80 

ie/pmol 6,39 6,09 6,48 6,16 6,57 6,15 6,43 6,11 6,53 5,72 6,69 4,61 6,69 3,20 

GABA1m 7,23 334 100 98,50 99,90 97,40 100 96,00 99,90 94,90 99,80 88,40 99,00 76,30 98,50 90,30 

GABA2 10,87 339 nk 1,50 0,10 2,60 nk 4,00 0,10 5,10 0,20 11,60 1,00 23,70 1,60 9,70 

ie/pmol 6,25 6,11 6,25 6,11 6,30 6,18 6,23 6,10 6,28 5,87 6,35 4,36 6,53 3,25 

Ornitin1 4,23 334 99,90 99,90 100 99,80 99,90 99,70 99,80 99,60 99,70 99,10 99,50 96,60 99,30 91,20 

Ornitin2 6,07 339 nk nk nk 0,10 nk 0,20 nk 0,30 nk 0,80 nk 3,30 nk 8,70 

Ornitin3 7,42 343 0,10 0,10 0,0 0,10 0,10 0,10 0,20 0,10 0,30 0,10 0,50 0,10 0,80 0,10 

ie/pmol 3,15 2,84 3,34 3,18 3,41 3,26 3,53 3,33 3,55 3,20 3,57 2,41 3,61 1,87 

Lizin1 4,65 334 99,90 99,60 9,80 99,70 99,90 99,40 99,80 98,80 99,80 97,30 99,20 90,50 98,50 86,00 

Lizin2 6,97 339 nk 0,37 nk 0,27 nk 0,58 nk 1,17 nk 2,18 0,20 7,87 0,40 11,50 

Lizin3 8,25 343 0,10 0,03 0,20 0,03 0,10 0,02 0,20 0,03 0,20 0,52 0,60 1,63 1,1 2,50 

ie/pmol 5,07 5,02 5,39 5,13 5,62 5,29 5,61 5,28 5,66 4,84 5,67 3,00 5,75 2,12 

 UV 

Hisztidin1   32,60 29,80 33,20 28,00 37,00 26,40 33,10 27,60 32,40 27,30 37,30 26,90 32.60 26.70 

Hisztidin2   67,40 70,20 66,80 72,00 63,00 73,60 66,90 72,40 67,60 72,70 62,70 73,10 67.40 73.30 

ie/pmol 0,17 0,16 0,18 016 0,20 0,20 0,22 0,21 0,23 0,21 0,23 0,20 0,22 0,19 

Glicin1   9,70 99,50 99,60 99,30 99,50 98,60 99,50 97,40 99,40 95,20 99,10 83,50 98.80 71.90 

Glicin2   nk 0,30 nk 0,40 nk 1,00 nk 2,00 nk 2,70 nk 5,70 nk 9.10 

Glicin3   0,30 0,20 0,40 0,30 0,50 0,40 0,50 0,60 0,60 2,10 0,90 10,80 1.20 19.00 

ie/pmol 0,39 0,37 0,39 0,37 0,39 0,38 0,39 0,37 0,39 0,36 0,38 0,29 0,38 0,23 

β-Alanin1   99,50 98,30 99,60 97,50 9,40 96,70 99,60 95,30 99,40 naj 98,40 79,10 97.50 69.60 

β-Alanin2   nk 1,70 0,10 2,50 0,20 3,40 0,10 4,30 0,20 na 0,90 14,80 1.90 19.00 

β-Alanin3   0,50 nk 0,30 nk 0,40 nk 0,30 0,40 0,40 na 0,70 6,10 0.60 11.40 

ie/pmol 0,39 0,38 0,40 0,37 0,40 0,37 0,39 0,37 0,40 na 0,39 0,27 0,39 0,18 

GABA1   100 99,10 99,90 98,20 100 97,20 99,90 96,20 99,90 91,30 99,50 81,70 98.90 92.80 

GABA2   0,0 0,90 0,10 1,80 0,0 2,80 0,10 3,80 0,10 8,70 0,50 18,30 1.10 7.20 

ie/pmol 0,39 0,37 0,39 0,37 0,39 0,37 0,39 0,37 0,39 0,35 0,39 0,25 0,39 0,20 

Ornitin1   100 99,90 100 99,80 99,90 99,70 99,90 99,60 99,90 98,80 9,60 96,40 99.40 92.50 

Ornitin2   nk 0,05 nk 0,15 nk 0,20 nk 0,30 nk 0,70 nk 2,40 nk 6.45 

Ornitin3   0,0 0,05 0,00 0,05 0,10 0,05 0,10 0,10 0,10 0,50 0,40 1,20 0.60 1.05 

ie/pmol 0,66 0,61 0,70 0,66 0,71 0,68 0,73 0,69 0,74 0,67 0,75 0,49 0,75 0,37 

Lizin1   99,90 na 99,80 99,50 9,90 98,70 99,80 97,30 98,00 na 99,30 83,30 98.60 72.10 

Lizin2   nk na nk 0,34 nk 0,75 nk 1,20 nk na 0,10 6,40 0.20 9.20 

Lizin3   0,10 na 0,20 0,16 0,10 0,55 0,20 1,50 0,20 na 0,60 10,30 1.20 18.70 

ie/pmol 0,50 na 0,53 na 0,55 0,53 0,54 0,53 0,56 na 0,56 0,35 0,56 0,25 

Jelölések, mint az 1.–14. táblázatoknál. 

Megjegyzés: [OPA]/[ET]/[aminosav]=70/700/1; 1=1∙10-9 mol/10 l. Az elválasztás körülményei: E-2 és O-2 

oszlopokon, 50 °C, 1 ml/min. Hisztidin, glicin, -alanin és GABA: 30 %A-eluens+70 %B-eluens. Ornitin, lizin: 

70 %B-eluens+30 %acetonitril. 
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16. táblázat: Az egy OPA/MCE-származékot adó aminosavak stabilitása a reakcióidő és a reagensösszetétel függvényében, ultraibolya (UV) és fluo-

reszcens (Fl) detektálások alapján 

Aminosav↓ 
Ret. időg, 

perc ↓ 
max

h, 

nm ↓ 
pmol/10l ↓ Integrátoregység/pmol 

Mólarány→ OPA/MCE=1/3 OPA/MCE=1/50 

Detektálás→ Fl UV Fl UV 

Reakcióidő, perc→ 1,5 7 58 109 1,5 7 58 109 1,5 7 58 109 1,5 7 58 109 

Aszparaginsav 5,56 334 400,3 3,25 3,35 3,24 3,24 0,25 0,26 0,25 0,25 0,83 1,82 2,55 2,15 0,063 0,138 0,198 0,166 

Glutaminsav 6,37 334 396,1 3,63 3,60 3,52 3,42 0,28 0,27 0,27 0,26 1,37 2,61 2,85 2,29 0,101 0,200 0,220 0,175 

Aszparagin 7,42 334 339,1 4,13 4,35 4,24 4,21 0,33 0,33 0,34 0,34 1,39 3,11 3,69 3,02 0,111 0,242 0,289 0,236 

Szerin 7,58 334 394,7 4,19 4,20 4,01 3,85 0,31 0,31 0,30 0,28 2,66 3,65 2,22 1,35 0,193 0,263 0,159 0,097 

Glutamin 7,85 334 427,0 4,68 4,62 4,62 4,51 0,34 0,34 0,34 0,33 2,17 3,86 3,65 2,98 0,154 0,283 0,270 0,218 

Treonin 8,35 339 378,2 3,97 3,95 3,88 3,77 0,28 0,30 0,30 0,29 1,57 2,99 3,05 2,41 0,109 0,215 0,218 0,166 

Arginin 8,53 334 388,8 4,47 4,34 4,28 4,16 0,33 0,33 0,32 0,31 2,76 1,04 3,28 2,54 0,216 0,310 0,259 0,201 

Alanin# 8,82 334 1682,0 naj 4,21 3,05 na 0,29 0,24 0,21 na 2,65 4,21 3,94 2,67 na na 0,23 0,18 

Tirozin 9,06 334 377,7 4,25 4,25 4,22 4,22 0,30 0,29 0,29 0,28 1,83 3,34 3,67 3,25 0,099 0,214 0,234 0,2055 

Valin 10,13 339 408,5 4,53 4,56 4,49 4,49 0,30 0,31 0,31 0,31 1,25 2,71 3,91 3,43 0,090 0,186 0,269 0,234 

Metionin 10,23 334 392,5 4,34 4,30 4,18 4,18 0,31 0,31 0,30 0,30 2,49 3,85 3,37 2,68 0,184 0,282 0,246 0,192 

Triptofán 10,60 339 370,8 3,41 3,45 3,35 3,35 0,23 0,24 0,23 0,23 1,75 2,78 2,72 2,26 0,125 0,202 0,194 0,161 

Fenilalanin 10,83 339 398,1 3,91 3,91 3,94 3,94 0,28 0,28 0,28 0,28 1,66 3,00 3,27 2,91 0,128 0,224 0,244 0,217 

Izoleucin 10,90 339 362,2 4,71 4,83 4,67 4,67 0,30 0,31 0,30 0,30 1,51 3,21 3,96 3,42 0,103 0,213 0,261 0,230 

Leucin 11,03 339 410,4 4,16 4,09 3,91 3,91 0,30 0,30 0,28 0,28 1,99 3,41 3,10 2,47 0,141 0,243 0,216 0,171 

Jelölések, mint az 1.–15. táblázatoknál, valamint #=a reakcióidők rendre: 1,5 perc, 7 perc, 41 perc, 75 perc; 

Megjegyzés: [OPA]/[aminosav]=20/60/1, illetőleg 20/1000/1; 1=4∙10-9mol/10l. Az elválasztás körülményeit lásd a 14. táblázatnál. 
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17. táblázat: Az egy OPA/ET-származékot adó aminosavak stabilitása a reakcióidő és a 

reaktánsok mólarányának függvényében, ultraibolya (UV) és fluoreszcens (Fl) detektálások 

alapján, az OPA/ET=1/10 {80 (V/V)% metanoltartalmú, pH=9,3} reagenst alkalmazva 

Aminosav↓ Ret. 

időg, 

perc ↓ 

Integrátoregység/pmol 

Detektálás→ Fl UV 

Reakcióidő, perc → 1,5 3 7 10 26 50 360 átlag 
RSD

% 
1,5 3 7 10 26 50 360 átlag 

RSD

% 

[OPA]/[aminosav]=120/1; 1=2·10-10 mol/10 l 

Aszparaginsav 4,48 3,04 3,41 3,88 3,94 4,33 4,43 4,53 4,43 2,26 0,22 0,29 0,32 0,34 0,35 0,38 0,34 0,35 5,4 

Glutaminsav 5,67 3,76 4,08 4,46 4,50 4,71 4,75 4,91 4,67 3,99 0,31 0,33 0,36 0,37 0,38 0,40 0,40 0,38 4,68 

Aszparagin 10,03 3,70 4,04 4,32 4,37 4,51 4,46 4,72 4,48 3,47 0,26 0,29 0,31 0,31 0,32 0,31 0,32 0,31 1,74 

Glutamin 11,00 5,10 5,21 5,27 5,32 5,33 5,37 5,57 5,345 2,31 0,37 0,38 0,39 0,39 0,39 0,37 0,36 0,38 3,21 

Treonin 13,9 4,11 4,53 4,91 4,96 5,07 5,10 5,11 5,03 1,78 0,27 0,30 0,33 0,34 0,34 0,35 0,34 0,34 2,08 

Metionin 16,85 5,33 5,48 5,36 5,45 5,34 5,68 5,42 5,44 2,23 0,35 0,36 0,37 0,37 0,35 0,37 0,37 0,36 2,62 

Triptofán 17,02 5,60 5,86 5,98 6,01 6,02 5,89 6,46 5,89 2,67 0,33 0,35 0,34 0,35 0,35 0,35 0,38 0,345 2,42 

Izoleucin 17,43 5,39 5,86 6,01 6,10 6,18 6,33 6,63 6,25 3,88 0,34 0,36 0,38 0,37 0,39 0,38 0,41 0,39 3,93 

[OPA]/[aminosav]=67/1; 1=2·10-10 mol/10 l 

Aszparaginsav 4,00 3,35 3,57 3,95 4,12 4,45 4,64 4,69 4,48 5,8 0,27 0,31 0,33 0,36 0,38 0,39 0,41 0,38 5,4 

Glutaminsav 4,93 4,10 4,30 4,65 4,70 4,93 4,97 5,07 4,86 3,72 0,36 0,36 0,37 0,39 0,40 0,39 0,41 0,39 3,78 

Aszparagin 9,57 3,90 4,25 4,54 4,64 4,70 4,67 4,89 4,69 2,73 0,28 0,33 0,34 0,35 0,35 0,35 0,35 0,34 1,28 

Glutamin 10,35 5,70 5,82 5,90 5,70 5,80 5,83 6,04 5,85 1,95 0,36 0,38 0,38 0,40 0,37 0,38 0,38 0,38 2,57 

Szerin 11,19 4,56 4,58 4,56 naj 4,54 4,53 3,72 4,55 0,42 0,33 0,33 0,32 na 0,32 0,32 0,26 0,32 1,69 

Treonin 12,17 4,46 4,89 5,29 5,25 5,51 5,50 5,67 5,44 3,18 0,31 0,33 0,35 0,36 0,38 0,38 0,38 0,37 3,82 

Arginin 13,67 5,02 5,09 5,08 na 5,06 5,07 4,89 5,06 0,53 0,33 0,34 0,34 na 0,33 0,34 0,33 0,33 1,63 

Tirozin 14,90 5,20 5,22 5,28 na 5,23 5,21 5,30 5,24 0,77 0,32 0,33 0,33 na 0,33 0,32 0,32 0,32 1,68 

Alanin 15,08 5,05 5,11 5,31 na 5,34 5,30 4,78 5,22 2,53 0,34 0,35 0,37 na 0,37 0,37 0,33 0,35 4,95 

Metionin 16,63 6,42 6,62 6,92 6,87 6,63 6,69 6,62 6,68 2,52 0,40 0,40 0,42 0,41 0,41 0,40 0,42 0,40 2,20 

Valin 16,80 5,62 5,72 5,87 na 5,88 5,85 5,63 5,76 2,09 0,33 0,34 0,34 na 0,35 0,34 0,34 0,34 1,86 

Triptofán 16,83 5,26 5,37 5,51 5,49 5,22 5,45 5,67 5,42 2,85 0,33 0,30 0,33 0,31 0,32 0,31 0,33 0,31 3,81 

Izoleucin 17,23 6,30 6,36 6,80 6,79 6,69 6,93 6,86 6,67 3,71 0,34 0,34 0,37 0,37 0,37 0,37 0,39 0,37 2,39 

Fenilalanin 17,39 5,35 5,33 5,40 na 5,48 5,49 5,44 5,41 1,22 0,33 0,34 0,35 na 0,35 0,34 0,33 0,34 2,63 

Leucin 17,57 5,51 5,59 5,75 na 5,77 5,74 5,57 5,65 1,96 0,36 0,37 0,36 na 0,36 0,36 0,34 0,36 2,74 

[OPA]/[aminosav]=15/1; 1=2·10-10 mol/10 l 

Aszparaginsav 4,00 2,37 2,72 3,35 3,46 4,08 4,54 4,54 4,54 - 0,20 0,25 0,29 0,31 0,35 0,41 0,38 0,39 5,4 

Glutaminsav 4,93 3,11 3,52 4,11 4,23 4,75 4,99 4,92 4,88 2,52 0,25 0,29 0,34 0,35 0,38 0,41 0,39 0,39 3,88 

Aszparagin 9,57 2,98 3,62 4,28 4,38 4,66 4,78 4,78 4,74 1,46 0,23 0,27 0,32 0,33 0,35 0,36 0,35 0,35 1,63 

Glutamin 10,35 4,76 5,65 5,73 5,92 5,69 5,80 5,74 5,75 1,65 0,33 0,38 0,39 0,41 0,39 0,40 0,40 0,39 2,65 

Treonin 12,17 3,34 4,21 4,72 5,00 5,24 5,40 5,25 5,29 1,69 0,24 0,30 0,33 0,36 0,38 0,39 0,38 0,38 1,50 

Metionin 16,90 5,77 6,09 6,51 6,38 6,47 6,58 6,32 6,45 1,60 0,34 0,39 0,41 0,40 0,40 0,41 0,39 0,40 2,23 

Triptofán 17,10 4,56 4,93 5,12 5,15 5,21 5,13 5,41 5,15 3,00 0,26 0,28 0,30 0,30 0,29 0,30 0,30 0,29 1,50 

Izoleucin 17,50 4,87 5,47 6,05 6,27 6,57 6,59 6,74 6,54 3,00 0,27 0,31 0,34 0,35 0,35 0,36 0,37 0,35 2,67 

Jelölések, mint az 1.–16. táblázatoknál, valamint a dőlt betűvel szedett értékeket az átlagszámításnál nem vettük 

figyelembe. 

Megjegyzés: Mérési körülmények: O-2 és E-2 oszlopok, 50 °C, 1ml/perc. 0perc: 70 % A-eluens + 30 % 

B-eluens; 1–6 perc: 50 % A-eluens+50 % B-eluens; 11–16 perc: 70 % B-eluens+30% ACN; 17–25 perc: 70 % 

A-eluens+30 % B-eluens 
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18. táblázat: Az alanin és lizin OPA/MPA-, OPA/N-acetil-L-cisztein (NAC)-, OPA/MCE-, 

OPA/ET- és OPA/ 2-merkaptoetánszulfonsav- (MESNA) származékainak stabilitása a reak-

cióidő függvényében, ultraibolya (UV) és fluoreszcens (Fl) detektálások alapján 

{OPA/RSH=1/3, 80 (V/V) % metanoltartalom, pH=9,3} 

Aminosav↓ Ret. időg, 

perc↓ 
max

h, nm↓ 
Válaszjel i, % 

Detektálás→ Fl UV 

OPA/MPA 

Reakcióidő, perc→ 7 47 307 7 47 307 

Alanin 10,82 334 100 100 100 100 100 100 

ie/pmoll 4,35 4,33 4,08 0,36 0,36 0,34 

Lizin1 10,95 343 2,93 3,27 13,28 0,10 1,21 5,72 

Lizin2 11,43 334 88,46 84,61 54,50 93,35 89,88 76,34 

Lizin3 11,55 339 8,61 12,11 32,22 6,55 8,91 17,94 

ie/pmol 1,81 1,82 2,17 0,72 0,73 0,71 

OPA/NAC 

Reakcióidő, perc→ 7 47 267 7 47 267 

Alanin 10,77 334 100 100 100 100 100 100 

ie/pmol 3,66 3,66 3,67 0,39 0,39 0,41 

Lizin1 11,22 334 97,15 95,09 87,30 99,78 99,21 95,83 

Lizin2 11,33 339 2,85 4,91 12,70 0,22 0,79 4,17 

ie/pmol 1,52 1,54 1,55 0,77 0,75 0,75 

OPA/MCE 

Reakcióidő, perc→ 7 47 220 7 47 220 

Alanin 11,53 334 100 100 100 100 100 100 

ie/pmol 4,60 4,32 3,31 0,34 0,32 0,24 

Lizin1 12,20 339 0,69 1,37 3,99 5,42 9,88 20,37 

Lizin2 12,30 334 0,81 0,94 3,42 5,08 5,71 14,50 

Lizin3 12,63 339 0,16 0,48 1,70 0,09 0,17 0,65 

Lizin4 12,80 334 94,44 93,53 87,16 87,00 81,57 60,37 

Lizin5 13,02 343 3,90 3,69 3,74 2,41 2,68 4,11 

ie/pmol 2,58 2,35 1,53 0,63 0,60 0,48 

OPA/ET 

Reakcióidő, perc→ 7 47 180 7 47 180 

Alanin 12,12 334 100 100 100 100 100 100 

ie/pmol 5,29 5,27 5,28 0,35 0,36 0,35 

Lizin1 14,28 334 100 100 100 100 100 100 

ie/pmol 5,98 5,94 5,72 0,69 0,70 0,69 

OPA/MESNA 

Reakcióidő, perc→ 7 47 140 7 47 140 

Alanin 10,88 334 100 100 100 100 100 naj 

ie/pmol 2,77 2,72 2,71 0,39 0,40 na 

Lizin1 11,43 334 100 100 100 100 100 na 

ie/pmol 1,29 1,29 1,30 0,78 0,79 na 
Jelölések, mint az 1.–17. táblázatoknál. 

Megjegyzés: E-2 és O-2 oszlopok, [OPA]/[amin]=40/1, 1=1·10-9 mol/10l, 50 °C, 1 ml/perc. Gradiens: 0 perc: 

100 % A-eluens ; 10–11 perc: 100 % AcN;12–20 perc: 100 % A-eluens. 
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19. táblázat: Az alifás monoaminok OPA/MCE-származékainak stabilitása a reakcióidő és a 

reagensösszetétel függvényében, ultraibolya (UV) és fluoreszcens (Fl) detektálások alapján 

Mólarány→ 
Ret. 

időg, 

perc↓ 

max
h, 

nm↓ 

Válaszjel i, % 

OPA/MCE=1/3 OPA/MCE=1/50 

Detektálás→ Fl UV Fl UV 

Reakcióidő, 

perc→ 7 47 87 7 47 87 1,5 7 47 87 1,5 7 47 87 

Amin↓ 

Metilamin1 2,05 334 99,4 100 100 98,5 96,3 90,0 100 100 100 100 100 100 100 100 

Metilamin2 4,31 334 0,6 nkk nk 1,5 3,7 10,0 nk nk nk nk nk nk nk nk 

ie/pmoll 0,62 0,03 0,0024 0,13 0,0054 0,00066 5,00 4,20 1,10 0,35 0,30 0,25 0,07 0,02 

Etilamin1 2,58 334 99,4 99,3 100 98,0 98,6 97,4 99,1 99,5 99,9 100 99,3 99,3 100 100 

Etilamin2 3,49 334 nk nk nk nk nk nk 0,9 0,5 0,1 0,0 0,7 0,7 0,0 0,0 

Etilamin3 6,15 334 0,6 0,7 0,0 2,0 1,4 2,6 nk nk nk nk nk nk nk nk 

ie/pmol 1,80 0,46 0,13 0,25 0,10 0,03 4,65 4,05 1,47 0,61 0,27 0,24 0,08 0,03 

Etanolamin1 1,60 334 99,4 99,1 98,7 98,9 98,4 97,1 naj na na na na na na na 

Etanolamin2 2,19 334 0,6 0,9 1,3 1,1 1,6 2,9 na na na na na na na na 

ie/pmol 1,38 0,64 0,30 0,32 0,16 0,06 na na na na na na na na 

n-Propilamin1 3,48 334 0,1 1,3 2,9 0,1 1,3 3,0 99,4 99,3 99,3 99,4 98,9 98,7 99,0 99,4 

n-Propilamin2 4,88 334 13,7 21,3 30,8 13,6 21,6 30,1 nk nk nk nk nk nk nk nk 

n-Propilamin3 5,74 334 86,2 77,4 66,3 86,3 77,1 66,9 0,6 0,7 0,7 0,6 1,1 1,3 1,0 0,6 

ie/pmol 2,01 1,03 0,61 0,39 0,20 0,12 6,81 5,95 2,43 1,03 0,39 0,34 0,14 0,06 

i-Propilamin1 3,31 334 100 100 100 100 100 100 99,5 99,4 99,4 99,6 98,6 98,6 98,7 98,4 

i-Propilamin2 5,38 334 nk nk nk nk nk nk 0,5 0,6 0,6 0,4 1,4 1,4 1,3 1,6 

ie/pmol 1,98 1,59 1,30 0,39 0,32 0,26 4,45 5,44 2,71 1,31 0,26 0,32 0,16 0,08 

n-Butilamin1 5,05 334 7,6 12,8 20,9 8,1 13,4 21,1 99,6 na 99,9 99,9 99,1 na 100 100 

n-Butilamin2 5,62 343 0,2 1,5 3,1 0,1 1,2 3,9 nk na nk nk nk na nk nk 

n-Butilamin3 8,68 334* 92,2 85,7 76,0 91,8 85,4 75,0 0,4 na 0,1 0,1 0,9 na 0,0 0,0 

ie/pmol 1,42 0,67 0,35 0,28 0,13 0,07 5,51 na 1,38 0,59 0,32 na 0,08 0,03 

i-Butilamin1 3,36 334 0,8 1,3 1,9 0,9 1,3 2,2 nk nk nk nk nk nk nk nk 

i-Butilamin2 4,48 334 nk nk nk nk nk nk 3,6 11,1 14,3 17,1 3,8 11,7 14,1 17,8 

i-Butilamin3 4,85 334 98,6 98,2 98,0 98,2 97,5 96,6 96,4 88,9 85,7 82,9 96,2 88,3 85,9 82,2 

i-Butilamin4 8,32 334 0,6 0,5 0,1 0,9 1,2 1,2 nk na nk nk nk nk nk nk 

ie/pmol 1,66 0,91 0,54 0,32 0,18 0,10 6,30 6,13 3,12 1,62 0,37 0,35 0,17 0,09 

s-Butilamin1 3,36 334 1,2 1,3 1,4 1,4 1,4 1,4 nk nk nk nk nk nk nk na 

s-Butilamin2 4,41 334 98,5 98,3 98,3 97,7 97,6 97,8 99,4 100 99,3 nk 99,0 100 98,7 na 

s-Butilamin3 7,66 330@ 0,3 0,4 0,3 0,9 1,0 0,8 0,6 0,0 0,7 nk 1,0 0,0 1,3 na 

ie/pmol 1,86 1,65 1,50 0,37 0,32 0,29 7,33 7,49 4,48 nk 0,41 0,42 0,25 na 

t-Butilamin1 3,47 334 9,7 5,3 5,9 1,3 0,5 0,6 na nk nk nk na nk nk nk 

t-Butilamin2 4,10 339 90,3 94,7 94,1 98,7 99,5 99,4 na 100 100 100 na 100 100 100 

ie/pmol 0,11 0,17 0,16 0,16 0,25 0,22 na 0,045 0,091 0,085 na 0,025 0,046 0,041 

Jelölések, mint az 1.–18. táblázatoknál, valamint @=és/vagy 334 nm; 

Megjegyzés: [OPA]/[MCE]/[amin]=20/60/1; 1=1∙10-9 mol/10 l. 
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20. táblázat: Az alifás monoaminok OPA/ET=1/10 mólarányú {80 (V/V)% metanoltartalmú, 

pH=9,30} reagenssel képzett származékainak stabilitása a reakcióidő függvényében, ultraibo-

lya (UV) és fluoreszcens (Fl) detektálások alapján 

Aminosav↓ 
Ret. időg, 

perc ↓ 
max

h, nm Válaszjel i, % 

Fl UV 

Reakcióidő, perc → 1,5 2 180 360 1,5 2 180 360 

Etanolamin1 3,74 334 99,55 99,58 99,62 99,23 99,68 99,65 99.67 99.27 

Etanolamin2 4,89 343 0,45 0,42 0,38 0,77 0,32 0,35 0.33 0.73 
integrátoregység/pmol 6,03 6,06 6,16 5,81 0,40 0,39 0,41 0,41 

Metilamin1 4,06 339 nkk 0,40 4,49 6,04 nk 0,13 3.94 6.05 

Metilamin2 5,24 334 99,84 99,50 94,75 92,54 99,82 99,85 95.35 92.69 

Metilamin3 8,96 343 0,16 0,10 0,76 1,43 0,18 0,02 0,72 1,26 
integrátoregység/pmol 6,39 6,42 6,64 5,63 0,42 0,42 0,42 0,42 

Etilamin1 4,89 339 nk 0,01 0,90 1,98 nk nk 0,69 1,70 

Etilamin2 6,04 334 99,88 99,95 98,76 97,52 99,97 99,91 99,20 98,01 

Etilamin3 10,44 343 0,12 0,04 0,34 0,50 0,03 0,09 0,11 0,29 
integrátoregység/pmol 5,39 5,43 5,46 5,23 0,34 0,35 0,35 0,35 

n-Propilamin1 5,18 339 0,06 0,05 0,89 2,19 nk nk 0,51 1,50 

n-Propilamin2 7,22 334 99,89 99,90 98,86 97,30 100 99,99 99,30 98,16 

n-Propilamin3 11,98 343 0,05 0,05 0,25 0,51 nk 0,01 0,19 0,34 
integrátoregység/pmol 6,85 6,93 6,96 6,80 0,44 0,44 0,44 0,44 

i-Propilamin1§ 7,03 334 100 100 100 100 100 100 100 100 
integrátoregység/pmol 4,64 5,59 6,47 5,85 0,34 0,37 0,42 0,43 

n-Butilamin1 6,05 339 0,04 0,05 0,59 1,12 nk nk 0,47 0,89 

n-Butilamin2 8,72 334 99,95 99,90 99,20 98,44 99,91 99,93 99,38 98,77 

n-Butilamin3 13,78 343 0,01 0,05 0,21 0,44 0,09 0,07 0,15 0,34 
integrátoregység/pmol 6,14 6,24 6,21 5,62 0,40 0,40 0,40 0,40 

i-Butilamin1 6,06 339 nk 0,01 0,51 1,63 nk nk 0,43 1,18 

i-Butilamin2 8,46 334 99,98 99,97 99,3 98,01 99,96 99,98 99,44 98,48 

i-Butilamin3 13,04 343 0,02 0,02 0,18 0,35 0,04 0,02 0,13 0,34 
integrátoregység/pmol 6,11 6,16 5,67 5,25 0,40 0,40 0,40 0,41 

n-Amilamin1 6,49 339 nk nk 0,38 1,35 nk nk 0,19 0,94 

n-Amilamin2 10,02 334 100 100 99,52 98,47 100 100 99,74 98,82 

n-Amilamin3 15,03 343 nk nk 0,10 0,18 nk nk 0,07 0,25 
integrátoregység/pmol 6,12 5,98 5,62 5,62 0,40 0,40 0,40 0,40 

i-Amilamin1 7,29 339 nk nk 0,75 2,53 nk nk 0,53 1,92 

i-Amilamin2 10,06 334 100 100 99,11 97,47 100 100 99,42 98,08 

i-Amilamin3 15,74 343 nk nk 0,13 nk nk nk 0,05 nk 
integrátoregység/pmol 5,95 5,82 5,35 5,04 0,41 0,40 0,42 0,42 

Jelölések, mint az 1.–19. táblázatoknál, valamint §=a válaszjelek 7 perc után érik el a maximumot: Fl: 6.30 és 

UV: 0.41 ie/pmol. 

Megjegyzés: [OPA]/[amin]=70/1; 1=1·10-9 mol/10 l; Mérési körülmények: O-2 és E-2 oszlopok, 50 °C , 

1 ml/perc, gradiens: 0 perc: 50 % B-eluens+50 % AcN; 5–7 perc: 30 % B-eluens + 70 % ACN; 8–16 perc: 50 % 

B-eluens+50 % AcN; 
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21. táblázat: A n-hexil-, n-heptil-, n-oktil- és -feniletilamin OPA/MPA=OPA/NAC=OPA/MCE=OPA/ET=1/3 mólarányú (pH=9,30) reagensekkel 

képzett származékainak stabilitása a reakcióidő függvényében, ultraibolya (UV) és fluoreszcens (Fl) detektálások alapján 

Amin↓ 
max

h, 

nm↓ 

OPA/MPA OPA/NAC OPA/MCE OPA/ET 

Ret. időg, 

perc↓ 

Fl válaszjeli, % Ret. idő, 

perc 

Fl válaszjel, % Ret. idő, 

perc 

Fl válaszjel, % Ret. idő, 

perc 

Fl válaszjel, % 

Reakcióidő, perc → 1,5 7 60 180 360 1,5 7 180 360 1,5 7 30 60 180 1,5 7 30 60 3 

n-Hexilamin 1 334 6,18 99,4 84,2 64,4 51,6 39,4 3,66 100 98,2 84,5 78,1 4,70 99,5 99,3 99,1 98,7 98,1 3,55 100 100 100 100 100 

n-Hexilamin 2 339 5,70 0,6 15,8 35,6 48,4 60,6 3,51 0,0 1,8 15,5 21,9 5,90 0,5 0,7 0,9 1,3 1,9  nkk nk nk nk nk 

integrátoregység/pmol 
Fl 6,18 6,67 6,99 7,84 6,10  4,68 4,73 5,21 4,80  4,84 4,58 3,23 2,24 0,28  5,47 5,53 5,47 5,26 5,12 

UV 0,47 0,55 0,59 0,59 0,59  0,52 0,51 0,51 0,47  0,34 0,31 0,22 0,15 0,02  0,35 0,36 0,36 0,33 0,32 

n-Heptilamin1 334 8,84 97,7 89,5 66,3 40,4 25,6 4,67 99,3 97,6 76,7 67,2 6,01 99,5 99,4 99,4 99,4 99,0 6,43 100 100 100 100 100 

n-Heptilamin2 339 7,93 2,3 10,5 33,7 59,6 74,4 4,30 0,7 2,4 23,3 32,8 7,79 0,5 0,6 0,6 0,6 1,0  nk nk nk nk nk 

integrátoregység/pmol 
Fl 4,96 4,72 5,29 4,55 3,20  3,30 3,32 3,89 3,60  5,46 5,49 5,19 4,80 3,59  6,08 6,03 6,05 5,94 5,27 

UV 0,38 0,39 0,39 0,32 0,22  0,36 0,39 0,38 0,35  0,38 0,37 0,35 0,33 0,25  0,39 0,39 0,39 0,38 0,34 

n-Oktilamin1 334 13,13 98,0 89,1 69,2 44,0 30,0 6,37 99,6 97,8 70,6 57,2 7,61 99,0 99,1 98,9 98,9 98,7 7,86 99,6 99,5 99,5 99,5 99,8 

n-Oktilamin2 339 11,50 2,0 10,9 30,8 56,0 70,0 5,82 0,4 2,2 29,4 42,8 9,98 1,0 0,9 1,1 1,1 1,3 10,16 0,4 0,5 0,5 0,5 0,2 

integrátoregység/pmol 
Fl 4,37 4,37 4,91 3,67 2,58  3,27 3,32 3,81 3,50  5,46 5,49 5,19 4,80 3,59  5,90 5,80 6,07 5,85 5,47 

UV 0,35 0,36 0,36 0,36 0,18  0,36 0,36 0,38 0,35  0,38 0,37 0,35 0,33 0,25  0,39 0,40 0,40 0,38 0,37 

-Feniletilamin1 334 7,85 96,5 92,3 59,6 25,5 11,7 5,03 98,0 96,3 70,0 55,0 3,41 99,0 99,2 98,8 98,6 98,3 3,31 100 99,9 99,9 99,9 99,6 

-Feniletilamin2 339 8,43 3,5 7,7 40,4 74,5 88,3 6,27 2,0 3,7 30,0 45,0 4,00 1,0 0,8 1,2 1,4 1,7 5,85 nk 0,1 0,1 0,1 0,4 

integrátoregység/pmol 
Fl 5,69 5,93 6,51 5,39 2,40  3,73 3,78 3,94 3,78  5,19 4,33 3,59 2,58 0,43  6,03 6,07 5,98 5,95 5,66 

UV 0,35 0,35 0,36 0,29 0,13  0,38 0,40 0,38 0,38  0,37 0,34 0,26 0,18 0,04  0,41 0,41 0,40 0,40 0,38 

Jelölések, mint az 1.–20. táblázatoknál. 

Megjegyzés: [OPA]/[amin]=20/60/1; 1=1∙10-9 mol/dm3; Az elválasztás körülményei: OPA/MPA-reagens: 30°C, 1 ml/perc, 30 % A-eluens + 70 % AcN, izokratikusan, O-1 és E-1 

oszlopokkal. OPA/NAC-reagens: 30 °C, 1 ml/perc, O-1 és E-1 oszlopokon, gradiens: 0perc: 50 % A-eluens + 50 % MeOH; 3–10 perc: 20 % A-eluens + 80 % MeOH; 11–18 perc: 

50 % A-eluens + 50 % MeOH; OPA/MCE-reagens: 30 °C, 1,2 ml/perc, O-2 és E-1 oszlopokon; 50 % B-eluens + 50 % AcN izokratikusan; OPA/ET-reagens, 30 °C, 1,2 ml/perc, O-1 

és E-1 oszlopokon, 30 % B-eluens + 70 % AcN. 
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22. táblázat: A n-hexil-, n-heptil-, n-oktilamin, glicin és alanin OPA/MPA=1/50 mólarányú, különböző pH-értékű reagensekkel képzett származékai-

nak stabilitása a reakcióidő függvényében, ultraibolya (UV) és fluoreszcens (Fl) detektálások alapján 

Amin/aminosav↓ 

Ret. 

időg, 

perc ↓ 

max
h, 

nm↓ 

Válaszjeli, % 

pH=8,80 pH=9,30 pH=9,75 pH=10,25 

Reakcióidő, perc → 7 60 180 360 7 60 180 360 7 60 180 360 7 60 180 360 

n-Hexilamin0 2,09 343 4,16 15,5 31,2 97,6 4,1 10,6 25,2 39,0 3,8 7,5 11,4 22,7 1,1 2,1 4,1 6,6 

n-Hexilamin1 4,56 334 95,8 83,5 66,9 2,0 95,9 88,6 73,4 59,7 96,1 91,5 87,5 76,2 98,9 97,9 95,9 93,4 

n-Hexilamin2 4,17 339 0,04 1,0 1,9 0,4 nkk 0,8 1,4 1,3 0,1 1,0 1,1 1,1 nk nk nk nk 

integrátoregység/pmol 
Fl 2,05 4,38 4,46 4,95 3,98 5,03 5,19 5,36 5,02 5,00 4,92 4,86 4,77 4,89 4,86 4,79 

UV 0,19 0,29 0,32 0,34 0,28 0,38 0,39 0,44 0,70 0,37 0,37 0,37 0,37 0,36 0,36 0,36 

n-Heptilamin0 2,56 343 3,5 13,0 25,7 94,1 4,1 7,9 20,2 32,5 3,0 8,2 17,9 21,5 2,9 4,4 6,1 8,8 

n-Heptilamin1 6,71 334 96,4 85,6 72,0 5,1 95,8 91,1 78,1 65,9 96,8 90,3 80,4 76,9 97,1 94,8 92,7 90,2 

n-Heptilamin2 6,10 339 0,1 1,4 2,3 0,8 0,1 1,0 1,7 1,6 0,2 1,5 1,7 1,6 nk 0,8 1,2 1,0 

integrátoregység/pmol 
Fl 2,63 4,61 4,79 4,92 4,48 5,20 5,16 5,15 5,40 5,08 4,72 4,62 5,29 5,32 5,16 4,26 

UV 0,19 0,33 0,35 0,35 0,33 0,39 0,38 0,38 0,42 0,38 0,36 0,37 0,40 0,39 0,39 0,40 

n-Oktilamin0 3,25 343 2,1 11,5 28,8 95,3 2,4 6,8 21,8 37,5 1,5 6,5 16,2 22,1 0,8 1,9 3,9 6,9 

n-Oktilamin1 9,95 334 97,8 87,0 68,9 4,1 97,5 92,2 76,3 60,8 98,4 92,0 82,0 76,2 99,2 97,5 95,2 92,1 

n-Oktilamin2 9,11 339 0,1 1,5 2,3 0,6 0,1 1,0 1,9 1,7 0,1 1,5 1,8 1,7 nk 0,6 0,9 1,0 

integrátoregység/pmol 
Fl 2,54 4,51 4,67 5,65 4,27 4,96 4,58 4,33 5,16 4,28 4,14 3,93 5,31 5,09 4,88 3,98 

UV 0,19 0,35 0,35 0,39 0,32 0,37 0,34 0,32 0,39 0,36 0,31 0,29 0,9 0,38 0,37 0,30 

Glicin0 2,12 343 1,2 10,2 23,2 43,9 naj 7,4 16,0 26,8 na na na na 0,2 0,7 1,5 2,8 

Glicin1 2,90 334 98,8 89,8 76,8 56,1 na 92,6 84,0 73,2 na na na na 99,8 99,3 98,5 97,2 

integrátoregység/pmol 
Fl 3,20 4,59 4,42 4,42 na 4,70 4,51 4,39 na na na na 4,80 4,68 4,56 4,40 

UV 0,26 0,39 0,39 0,39 na 0,41 0,41 0,39 na na na na 0,90 0,38 0,38 0,36 

Alanin0 2,65 343 0,5 2,5 5,7 12,3 na 2,1 5,2 9,0 na na na na 0,0 0,1 0,3 0,4 

Alanin1 4,75 334 99,5 97,5 94,3 87,7 na 97,9 94,8 91,0 na na na na 100 99,9 99,7 99,6 

integrátoregység/pmol 
Fl 0,89 2,96 3,83 4,06 na 4,23 4,23 4,23 na na na na 3,83 4,24 4,23 4,23 

UV 0,08 0,26 0,34 0,36 na 0,37 0,37 0,37 na na na na 0,34 0,38 0,37 0,37 

Jelölések, mint az 1.–21. táblázatoknál. 

Megjegyzés: [OPA]/[MPA]/[A]=20/1000/1; 1=1∙10-9 mol/dm3 
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23. táblázat: A n-hexil-, n-heptil-, n-oktil- és -feniletilamin, OPA/NAC=OPA/MCE=OPA/ET=1/50 mólarányú, pH=8,8 és/vagy 9,3 értékű reagen-

sekkel képzett származékainak stabilitása a reakcióidő függvényében, ultraibolya (UV) és fluoreszcens (Fl) detektálások alapján 

Amin↓ 
max

h, 

nm↓ 

OPA/NAC OPA/MCE OPA/ET 

Ret. 

időg, 

perc ↓ 

Válaszjeli, %, 

pH=8,80 

Ret. 

idő, 

per

c ↓ 

Válaszjel, % Ret. 

idő, 

perc 

↓ 

Válaszjel, % 

pH=8,80 pH=9,30 pH=8,80 pH=9,30 

Reakcióidő, perc→ 7 60 180 300 1,5 7 30 120 180 1,5 7 30 120 180 1,5 7 30 120 180 1,5 7 30 120 180 

n-Hexilamin0 343 7,05 0,2 1,4 3,1 6,8 3,87 nk 0,1 0,5 3,5 11,5 nk nk nk nk nk 3,67 nk nk nk 0,1 0,4 nk nk nk nk nk 

n-Hexilamin1 334 9,68 99,8 97,9 95,5 91,5 4,71 99,5 99,4 98,8 95,8 88,0 99,4 99,3 98,1 97,6 99,7 5,34 100 100 100 99,9 99,6 100 100 100 100 100 

n-Hexilamin2 339 7,53 nkk 0,7 1,4 1,7 5,90 0,5 0,5 0,7 0,7 0,5 0,6 0,7 1,9 2,4 0,3  nk nk nk nk nk nk nk nk nk nk 

integrátoregység/pmol 
Fl 0,84 2,02 2,47 2,57  1,79 2,39 3,23 2,29 1,12 4,88 4,46 3,57 2,23 0,70  4,07 4,59 4,68 4,65 4,55 5,23 5,45 5,44 5,21 5,14 

UV 0,12 0,28 0,35 0,36  0,12 1,16 0,23 0,16 0,08 0,33 0,32 0,25 0,15 0,05  0,30 0,33 0,33 0,32 0,32 0,32 0,34 0,34 0,33 0,32 

n-Heptilamin0 343 7,30 0,1 0,8 1,4 1,3 4,56 0,3 0,4 0,8 2,1 6,0 nk nk nk nk nk  nk nk nk nk nk nk nk nk nk nk 

n-Heptilamin1 334 10,35 99,9 98,1 93,8 91,7 5,83 99,3 99,0 97,6 95,7 92,6 99,5 99,6 99,2 98,6 98,3 6,68 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

n-Heptilamin2 339 8,08 nk 1,1 4,8 7,0 7,48 0,4 0,6 1,6 2,2 1,4 0,5 0,4 0,8 1,4 1,7  nk nk nk nk nk nk nk nk nk nk 

integrátoregység/pmol 
Fl 0,83 1,96 2,27 2,50  1,89 2,75 3,75 3,11 1,85 5,61 5,29 5,09 4,76 4,03  4,40 4,61 4,78 4,88 4,70 5,79 5,98 5,99 5,64 5,53 

UV 0,11 0,28 0,35 0,35  0,13 0,19 0,27 0,22 0,13 0,37 0,37 0,35 0,32 0,28  0,32 0,33 0,34 0,33 0,32 0,36 0,37 0,37 0,35 0,34 

n-Oktilamin0 343 8,93 0,4 2,2 4,1 7,0 5,87 0,2 0,4 0,6 1,4 3,2 1,4 1,4 1,2 1,0 0,7  nk nk nk nk nk nk nk nk nk nk 

n-Oktilamin1 334 11,00 99,6 96,8 94,8 92,0 7,46 98,9 98,4 97,5 95,6 93,3 97,6 97,6 97,8 97,7 97,7 7,86 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

n-Oktilamin2 339 10,83 nk 1,0 1,1 1,0 9,86 0,9 1,2 1,9 3,0 3,5 1,0 1,0 1,0 1,3 1,6  nk nk nk nk nk nk nk nk nk nk 

integrátoregység/pmol 
Fl 0,89 2,36 2,55 2,60  1,79 2,94 3,96 3,89 2,98 5,65 5,46 5,28 5,19 4,86  4,49 4,76 4,94 4,92 4,61 4,82 5,97 5,87 5,47 5,29 

UV 0,13 0,35 0,38 0,38  0,12 0,20 0,28 0,27 0,21 0,38 0,38 0,37 0,35 0,32  0,33 0,34 0,36 0,34 0,32 0,36 0,37 0,37 0,34 0,33 

-Feniletilamin1 334  na na na na 3,41 na na na na na 99,5 99,0 98,1 98,0 100 3,37 100 100 99,9 99,5 99,0 100 100 99,9 99,8 99,7 

-Feniletilamin2 339  na na na na 4,00 na na na na na 0,5 1,0 1,9 2,0  6,33 nk nk 0,1 0,5 1,0 nk nk 0,1 0,2 0,3 

integrátoregység/pmol 
Fl na na na na  na na na na na 5,36 4,90 3,73 2,25 0,59  4,55 4,73 4,71 4,83 4,48 5,79 6,08 5,98 5,74 5,65 

UV na na na na  na na na na na 0,37 0,35 0,20 0,16 0,04  0,35 0,35 0,35 0,35 0,33 0,38 0,39 0,39 0,38 0,37 

Jelölések, mint az 1.–22. táblázatoknál. 

Megjegyzés: [OPA]/[RSH]/[amin]=20/1000/1; 1=1∙10-9 mol/dm3; 
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24. táblázat: A n-hexil-, n-heptil- és n-oktilamin különböző mennyiségének egyidejű meghatározása, OPA/ET=1/3 mólarányú reagens alkalmazásá-

val, ultraibolya (UV) és fluoreszcens (Fl) detektálások alapján  

Amin↓ 
Ret. időg, 

min ↓ 
Detektálás↓ Integrátoregység/pmolo 

Injektált mennyiség, pmol → 1800 900 450 225 112,5 62,25 31,125 15,625 7,81 átlagp RSD % 

n-Hexilamin 5,58 
Fl - 7,52 7,53 7,49 7,53 7,53 7,42 7,70 7,54 7,53 0,97 

UV 0,52 0,50 0,50 0,50 0,51 0,50 0,51 0,51 0,52 0,51 1,64 

n-Heptilamin 7,00 
Fl 5,95 5,89 5,87 5,78 5,79 5,70 5,40 5,46 5,43 5,70 3,7 

UV 0,40 0,39 0,39 0,38 0,38 0,36 0,36 0,36 0,38 0,38 3,9 

n-Oktilamin 8,95 
Fl 6,94 6,82 6,72 6,58 6,61 6,43 6,14 6,16 6,14 6,50 4,7 

UV 0,47 0,46 0,45 0,44 0,44 0,44 0,42 0,43 0,41 0,44 4,0 
Jelölések, mint az 1.–23. táblázatoknál. 

Megjegyzés: o=három párhuzamos mérés alapján; átlagp=átlagok, amiket a következő mólarányokkal kaptunk: [OPA]/[amin]=7:1; 14:1; 28 :1; 56:1; 112:1; 224:1; 448:1; 996:1; 

1982:1; [OPA]=1,86·10-6 mol/dm3. 
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25. táblázat: A poliaminok OPA/MCE-származékainak stabilitása a reakcióidő és a reagensösszetétel függvényében, ultraibolya (UV) és fluoreszcens 

(Fl) detektálások alapján 

Mólarány→ 

Ret. időg, perc↓ max
h, nm↓ 

Válaszjeli, % 

OPA/MCE=1/3 OPA/MCE=1/50 

Detektálás→ Fl UV Fl UV 

Reakcióidő, perc → 
1,5 7 27 141 1,5 7 27 141 1,5 7 27 87 127 1,5 7 27 87 127 

Amin↓ 

Hisztamin1 8,55 334 88,9 90,2 89,3 92,9 91,9 94,4 91,8 89,4 84,1 85,2 86,9 100 92,5 92,0 92,0 93,0 94,9 97,9 

Hisztamin2 9,19 348 11,1 9,8 10,7 7,1 8,1 5,6 8,2 10,6 15,9 14,8 13,1 0,0 7,5 8,0 8,0 7,0 5,1 2,1 

integrátoregység/pmol 5,00 4,39 3,11 0,74 0,29 0,25 0,18 0,04 4,61 4,09 2,83 0,17 0,20 0,25 0,23 0,15 0,01 0,01 

BHMTA1q 8,62 334 3,9 3,2 2,5 0,7 2,5 2,3 1,5 0,0 3,6 3,1 2,2 0,7 0,1 2,7 2,3 1,7 0,4 0,0 

BHMTA2 9,62 334 2,5 2,0 1,7 0,5 0,5 0,7 0,0 0,0 2,6 2,2 1,6 0,6 0,0 3,3 1,8 1,4 0,5 0,0 

BHMTA3 10,92 334 1,8 1,1 1,2 1,3 3,6 2,8 3,5 4,1 1,8 2,0 2,8 2,7 3,1 5,0 5,3 7,2 7,2 7,9 

BHMTA4 11,60 334 90,2 91,5 92,7 95,5 90,7 92,2 93,6 94,8 89,1 89,6 89,3 90,1 88,4 87,4 88,0 86,5 86,2 83,6 

BHMTA5 12,09 334 1,7 2,2 1,9 2,0 2,7 2,0 1,5 1,1 3,0 3,1 4,1 6,0 8,4 1,6 2,6 3,2 5,7 8,5 

integrátoregység/pmol 5,90 6,34 5,75 5,34 0,48 0,47 0,43 0,40 6,02 5,81 5,55 4,77 3,98 0,49 0,47 0,45 0,39 0,33 

Agmatin1 9,85 334 95,2 90,9 93,2 91,2 74,7 75,3 71,9 64,7 91,6 91,5 90,1 86,7 80,1 76,1 76,8 73,7 67,9 58,4 

Agmatin2 11,25 334 4,8 9,1 6,8 8,8 25,3 24,7 28,1 35,3 8,4 8,5 9,9 13,3 19,9 23,9 23,2 26,3 32,1 41,6 

integrátoregység/pmol 3,67 3,28 2,56 0,56 0,25 0,23 0,18 0,09 3,92 3,85 2,83 1,40 0,55 0,30 0,28 0,21 0,11 0,04 

Tiramin1r 9,83 334 99,4 99,6 99,6 99,8 98,3 98,7 98,4 95,7 99,0 98,5 98,4 98,5 naj 98,1 97,0 97,4 97,8 na 

Tiramin2 11,25 334 0,6 0,4 0,4 0,2 1,7 1,3 1,6 4,3 1,0 1,5 1,6 1,5 na 1,9 3,0 2,6 2,2 na 

integrátoregység/pmol 6,07 5,72 3,98 3,25 0,41 0,37 0,26 0,22 6,33 5,86 4,31 1,48 na 0,40 0,36 0,26 0,09 na 

Putreszcin1s 10,08 334 1,2 1,4 1,6 1,6 4,0 4,4 5,0 5,5 1,5 1,5 1,5 2,1 2,5 4,9 4,9 5,0 6,6 8,1 

Putreszcin2 11,07 334 96,7 96,4 96,1 96,2 94,1 93,5 92,9 92,0 95,2 94,9 94,0 92,8 90,8 91,6 91,2 90,0 87,8 84,8 

Putreszcin3 11,52 334 2,1 2,2 2,3 2,2 1,9 2,1 2,1 2,5 3,3 3,6 4,5 5,1 6,7 3,5 3,9 5,0 5,5 7,1 

integrátoregység/pmol 1,87 1,95 1,90 1,7 0,44 0,47 0,46 0,41 2,76 2,81 2,92 2,63 2,37 0,65 0,67 0,66 0,63 0,57 

Spermidin1 10,41 334 25,8 25,6 20,6 17,6 9,3 9,6 8,7 6,5 29,6 27,3 34,7 72,2 na 13,2 10,7 12,1 8,0 na 

Spermidin2 16,05 334 74,2 74,4 79,4 82,4 47,9 43,6 44,0 46,9 70,4 72,7 65,3 27,8 na 43,3 44,4 34,7 4,1 na 

Spermidin3 11,67 334 0,0 0,0 0,0 0,0 42,8 46,8 47,3 46,6 0,0 0,0 0,0 0,0 na 43,5 44,9 53,2 87,9 na 

integrátoregység/pmol 1,89 1,47 1,29 1,21 0,28 0,29 0,27 0,25 1,99 2,05 1,60 0,28 na 0,36 0,35 0,31 0,19 na 

Spermin1 10,41 334 72,4 76,8 80,1 84,6 55,3 56,8 66,1 75,2 97,6 na 96,9 94,0 na 90,2 na 97,8 71,4 na 

Spermin2 16,05 334 27,6 23,2 19,9 15,4 44,7 43,2 33,9 24,8 2,4 na 3,1 6,0 na 9,8 na 12,2 28,6 na 

integrátoregység/pmol 2,18 1,82 1,41 0,90 0,17 0,15 0,10 0,06 1,36 na 1,07 0,38 na 0,09 na 0,07 0,03 na 

Kadaverin1 10,44 334 0,6 0,7 0,8 0,6 3,6 3,9 4,7 4,6 1,2 1,1 1,5 1,2 1,3 5,8 5,8 6,8 7,9 9,0 

Kadaverin2 11,37 334 99,4 99,3 99,2 99,4 96,4 96,1 95,3 95,4 98,8 98,9 98,5 98,8 98,7 94,2 94,2 93,2 92,1 91,0 

integrátoregység/pmol 2,45 2,84 2,78 2,59 0,34 0,36 0,36 0,32 2,75 2,83 2,68 2,49 2,26 0,34 0,35 0,34 0,32 0,29 

Jelölések, mint az 1.–24. táblázatoknál, valamint BHMTA1–5q=bisz(hexametilén)triamin. 

Megjegyzés: r=OPA/MCE=1/3 mólaránynál a reakcióidők rendre: 1,5 perc, 7 perc, 27 perc, 61 perc; s=OPA/MCE=1/3 mólaránynál a reakcióidők rendre: 1,5 perc, 7 perc, 27 perc, 

81 perc; 
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26. táblázat: A biogén aminok OPA/ET=1/10 mólarányú, 20 (V/V)% metanoltartalmú, 9,3-as pH-értékű reagenssel képzett származékainak stabilitása 

a reakcióidő függvényében, ultraibolya (UV) és fluoreszcens (Fl) detektálás alapján 

Amin↓ Ret. időg, 

perc↓ 
max

h, nm↓ 
Válaszjeli, % 

Detektálás→ Fl UV 

Reakcióidő, perc→ 1,5 3 5 7 27 42 82 122 1,5 3 5 7 27 42 82 122 

Spermidin1 6,57 334 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

integrátoregység/pmol 5,01 5,22 5,09 5,37 5,05 5,49 5,64 5,29 0,53 0,50 0,51 0,51 0,47 0,49 0,49 0,46 

Reakcióidő, perc→ 1,5 3 5 7 17 27 42 72 1,5 3 5 7 17 27 42 72 

Spermin1 6,62 334 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

integrátoregység/pmol 0,019 0,021 0,018 0,021 0,019 0,015 0,016 0,016 0,0014 0,0016 0,0018 0,0012 0,0012 0,0012 0,0010 0,0002 

Reakcióidő, perc→ 1,5 3 5 7 25 35 38 74 1,5 3 5 7 25 35 38 74 

Putreszcin1 4,24 334 1,29 0,95 0,79 1,4 1,65 1,66 1,55 1,68 0,54 2,56 4,08 4,06 6,65 7,50 8,19 9,78 

Putreszcin2 6,60 343 0,02 0,42 0,57 0,29 0,61 0,84 1,01 1,27 0,05 0,62 1,21 1,11 2,14 2,89 3,15 3,93 

Putreszcin3 7,14 334 98,36 97,14 96,38 96,12 93,58 92,58 92,85 90,46 99,41 95,96 93,44 93,92 89,25 87,36 86,48 83,27 

Putreszcin4 12,97 339 0,33 1,49 2,27 2,19 4,16 4,92 4,59 6,59 0,00 0,86 1,28 0,91 1,96 2,26 2,18 3,02 

integrátoregység/pmol 4,27 4,01 3,79 3,68 3,23 3,11 2,60 2,45 0,69 0,64 0,62 0,58 0,52 0,50 0,45 0,41 

Reakcióidő, perc→ 1,5 3 5 7 25 38 74 110 1,5 3 5 7 25 38 74 110 

Hisztamin1 7,38 334 84,92 82,55 84,90 86,85 78,18 72,45 64,17 57,96 73,62 74,28 74,06 85,81 86,77 81,59 75,25 71,77 

Hisztamin2 8,09 339 15,08 10,52 8,76 13,08 21,44 26,6 33,62 38,75 23,93 5,95 4,8 4,19 13,04 17,53 22,55 24,04 

Hisztamin3 12,03 339 0,00 6,02 6,16 0,05 0,15 0,35 0,72 1,21 1,43 19,59 20,01 0,00 0,00 0,22 0,71 1,11 

Hisztamin4 12,21 339 0,00 0,91 0,19 0,02 0,22 0,61 1,49 2,08 1,01 0,18 1,13 0,00 0,19 0,67 1,49 3,08 

integrátoregység/pmol 5,86 6,46 6,4 5,69 4,82 4,36 3,11 2,17 0,31 0,39 0,40 0,27 0,23 0,2 0,13 0,08 

Reakcióidő, perc→ 1,5 3 5 7 25 38 74 110 1,5 3 5 7 25 38 74 110 

Kadaverin1 4,74 334 0,01 0,051 0,099 0,09 0,28 0,48 0,64 0,80 0,16 0,40 1,36 1,52 4,15 6,21 8,32 10,45 

Kadaverin2 7,81 343 0,08 0,00 0,06 0,11 0,07 0,08 0,11 0,16 0,04 0,04 0,39 0,08 0,64 0,68 0,9 1,11 

Kadaverin3 8,44 334 99,87 99,81 99,33 99,41 98,42 97,56 96,71 95,95 99,74 99,45 97,8 98,02 94,03 91,55 88,64 85,84 

Kadaverin4 16,12 343 0,04 0,14 0,52 0,39 1,22 1,87 2,53 3,09 0,07 0,12 0,44 0,37 1,17 1,55 2,14 2,6 

integrátoregység/pmol 8,33 8,04 7,60 7,70 6,73 6,21 5,98 5,49 0,65 0,63 0,60 0,60 0,54 0,54 0,51 0,48 

Reakcióidő, perc→ 1,5 3 7 25 38 74 110 

 

1,5 3 7 25 38 74 110 

 

Agmatin1 8,21 339 1,52 3,59 8,38 18,00 23,03 35,92 44,47 2,34 2,03 5,22 13,29 17,07 27,84 35,04 

Agmatin2 9,38 334 98,47 93,70 89,01 71,48 69,61 56,05 46,42 89,90 88,01 84,00 75,01 64,92 52,36 44,28 

Agmatin3 12,06 334 0,02 2,70 2,56 10,11 6,95 6,80 7,62 7,76 9,92 10,69 11,08 17,3 18,4 18,8 

Agmatin4 14,55 343 0,00 0,01 0,05 0,42 0,46 1,23 1,48 0,00 0,04 0,09 0,62 0,71 1,40 1,88 

integrátoregység/pmol 4,67 4,63 4,65 5,11 5,23 5,16 4,98 0,30 0,31 0,30 0,31 0,32 0,31 0,29 

Reakcióidő, perc→ 1,5 3 5 7 25 38 74 110 1,5 3 5 7 25 38 74 110 

Tiramin1 10,57 339 6,99 8,13 11,66 14,42 24,82 30,39 39,54 45,66 4,20 6,81 9,93 12,1 21,55 26,36 34,84 40,43 

Tiramin2 11,29 334 93,01 91,87 88,34 85,58 75,18 69,61 60,46 54,34 95,80 93,19 90,07 87,90 78,45 73,64 65,16 59,57 

integrátoregység/pmol 7,13 7,31 7,31 7,31 7,62 7,67 7,77 7,68 0,48 0,49 0,49 0,44 0,45 0,45 0,44 0,44 

Reakcióidő, perc→ 1,5 7 27 42 62 82 122 

 

1,5 7 27 42 62 82 122 

 

1,7-Diaminoheptán1 5,41 334 0,66 0,43 0,63 0,65 0,98 0,64 0,59 0,63 0,36 0,70 0,73 1,37 0,76 0,82 

1,7-Diaminoheptán2 12,41 334 0,38 0,34 0,38 0,38 0,34 0,39 0,43 0,35 0,27 0,40 0,30 0,23 0,57 0,17 

1,7-Diaminoheptán3 13,16 334 98,96 99,23 98,99 98,97 98,68 98,97 98,98 99,02 99,37 98,9 98,98 98,4 98,67 99,01 

integrátoregység/pmol 5,59 5,44 5,13 4,98 4,86 4,55 3,34 0,41 0,40 0,38 0,36 0,36 0,31 0,23 

Jelölések, mint az 1.–25. táblázatoknál.  

Megjegyzés: E-1 és O-1 oszlopok, [OPA]/[amin]=30/1, 1=1·10-9 mol/10 l. 30 °C, 1 ml/perc. Gradiens a hisztamin, agmatin, tiramin mérésekor: 0 perc: 100 % B-eluens; 5–10 perc: 

50 % B-eluens + 50 % AcN; 10,1–18 perc: 100 % B-eluens. Gradiens a putreszcin, kadaverin, 1,7-diaminoheptán, spermidin, spermin mérésekor: 30 % B-eluens + 70 % AcN 

izokratikusan. 
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27. táblázat: A biogén aminok OPA/ET=1/10 mólarányú {80 (V/V)% metanoltartalmú, pH=9,3} reagenssel képzett származékainak stabilitása a reak-

cióidő függvényében, ultraibolya (UV) és fluoreszcens (Fl) detektálás alapján 
Aminosav/amin↓ Ret. időg, 

perc↓ 
max

h, nm 
Válaszjeli, % 

Detektálás→ Fl UV 

Reakcióidő, perc → 1,5 3 7 16 32 64 91 175 364 átlag RSD% 1,5 3 7 16 32 64 91 175 364 átlag RSD% 

Hisztamin1 3,40 334 99,72 99,52 99,14 naj 98,78 na 97,75 97,60 98,34 
  

99,98 99,77 99,91 na 99,36 na 99,07 98,26 98,23 
  

Hisztamin2 4,10 343 0,28 0,48 0,86 na 1,22 na 2,25 2,40 1,61 0,02 0,23 0,09 na 0,64 na 0,93 1,74 1,77 

integrátoregység/pmol 5,57 5,64 5,75 na 5,69 na 5,73 5,52 5,71 5,66 1,52 0,43 0,43 0,42 na 0,43 na 0,43 0,44 0,43 0,43 1,34 

Tiramin1 3,77 339 0,00 0,00 1,13 na 4,01 na 4,68 4,53 5,42 

  

0,00 0,00 1,48 na 4,24 na 4,86 4,65 6,00 

  Tiramin2 4,30 334 99,86 99,78 98,69 na 95,66 na 94,56 94,08 92,55 99,85 99,93 98,41 na 95,57 na 94,55 94,23 92,39 

Tiramin3 6,25 343 0,16 0,22 0,18 na 0,33 na 0,76 1,39 2,03 0,15 0,07 0,12 na 0,19 na 0,59 1,12 1,60 

integrátoregység/pmol 5,60 5,59 5,66 na 5,88 na 5,91 5,84 5,01 5,75 2,54 0,40 0,40 0,41 na 0,42 na 0,42 0,42 0,42 0,41 2,39 

Agmatin1 8,10 339 0,00 0,00 0,00 na 0,14 na 0,52 1,12 3,10 
  

0,00 0,00 0,00 na 0,00 na na 0,78 2,47 
  

Agmatin2 10,24 334 100 100 100 na 99,86 na 99,48 98,88 96,90 100 100 100 na 100 na na 99,22 97,53 

integrátoregység/pmol 5,03 4,94 5,20 na 5,16 na 4,74 5,32 5,38 5,11 4,37 0,35 0,34 0,36 na 0,36 na na 0,37 0,38 0,36 3,93 

Putreszcin1 9,15 339 0,90 0,89 0,99 1,34 1,66 2,44 na na na 
  

0,84 0,92 0,90 0,90 1,08 1,65 na na na 
  

Putreszcin2 9,57 334 99,10 99,11 99,01 98,66 98,34 97,56 na na na 99,16 99,08 99,10 99,10 98,82 98,35 na na na 

integrátoregység/pmol 4,97 4,90 4,94 4,97 4,98 4,96 na na na 4,95 0,59 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 0,77 na na na 0,77 0,00 

Kadaverin1 9,45 339 0,10 0,16 0,55 0,57 1,34 2,78 na na na 
  

0,00 0,00 0,02 0,39 2,66 2,66 na na na 
  

Kadaverin2 9,96 334 99,90 99,84 99,45 99,43 98,66 97,22 na na na 100 100 99,98 99,62 97,34 97,34 na na na 

integrátoregység/pmol 11,87 11,85 11,81 11,99 12,10 12,04 na na na 11,94 0,98 1,17 1,16 1,14 1,18 1,15 1,15 na na na 1,16 1,27 

1,7-Diaminoheptán1 10,13 339 0,07 0,11 0,21 0,39 0,73 1,47 na na na 
  

0,11 0,07 0,17 0,37 1,35 1,35 na na na 
  

1,7-Diaminoheptán2 10,88 334 99,93 99,89 99,79 99,61 99,27 98,53 na na na 99,89 99,93 99,83 99,63 98,65 98,65 na na na 

integrátoregység/pmol 10,28 9,65 9,67 9,82 9,93 9,63 na na na 9,83 2,54 0,79 0,78 0,79 0,80 0,78 0,78 na na na 0,79 1,04 

Jelölések, mint 1.–26. táblázatoknál. 

Megjegyzés: a dőlt betűvel szedett értékeket az átlagszámításnál nem vettük figyelembe. A hisztamin, a tiramin és az agmatin esetében E-2 és O-2 oszlopok, [OPA]/[amin]=67/1; 

1=1·10–9 mol/10l. Gradiens:50 °C, 1 ml/perc. 0 perc: 20 % A-eluens+80 % AcN; 10 perc: 15 % A-eluens+85 % AcN; 11–12 perc: 100 % AcN; 13–21 perc: 20 % A-eluens + 80 % 

AcN. Gradiens a putreszcin, kadaverin és 1,7-diaminoheptán: 30 % B-eluens + 70 % AcN izokratikusan. 
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28. táblázat: A spermidin, a putreszcin, a kadaverin, a spermin és a 1,7-diaminoheptán kü-

lönböző mennyiségének egyidejű meghatározása OPA/ET-származékként, 20 (V/V)% 

metanoltartalmú reagenssel, fluoreszcens detektálás alapján 

Amin↓ 
Ret. időg, 

perc ↓ 
Integrátoregység/pmolo 

Injektált mennyiség, pmol → 300 150 75 37,5 18,75 12,0 átlag RSD % 

Spermidin 3,97–4,15 4,10 4,40 4,55 4,44 4,61 4,46 4,43 4,0 

Putreszcin 
4,23 – 

4,43 
3,89 4,27 4,38 4,31 5,49 5,23 4,60 13,5 

Kadaverin 
4,98 – 

5,02 
6,54 7,18 7,36 7,18 8,92 8,40 7,60 11,6 

Spermin 
5,88 – 

5,90 
0,37 0,27 0,29 0,23 0,24 0,20 0,27 22,3 

1,7-Diaminoheptán 
6,88 – 

7,02 
5,49 5,95 6,22 6,02 7,48 7,69 6,48 13,8 

Jelölések, mint az 1.–27. táblázatoknál. 

Megjegyzés: [OPA]/amin=45/1, 1=1,5∙10-9 mol/10l. Mérési körülmények: O-1 és E-1 oszlopokon, 50 °C, 

1,2 ml/min, 30 % B-eluens + 70 % acetonitril 
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29. táblázat: A putreszcin, a kadaverin, az 1,7-diaminoheptán, a spermidin és a spermin kü-

lönböző mennyiségének, egyidejű meghatározása OPA/ET/FMOC=1/10/0,13 mólarányú, 

20 (V/V)% metanoltartalmú reagens alkalmazásával, fluoreszcens (Fl) és ultraibolya (UV) de-

tektálások alapján 

Amin↓ 
Ret. időg, perc 

↓ 
Integrátoregység/pmolo 

Injektált mennyiség, pmol → 300 150 75 37,5 18,75 12,0 átlag RSD % 

Fl 

Putreszcin 6,00–6,06 4,55 4,62 4,67 4,77 4,52 4,70 4,64 2,0 

Kadaverin 7,08 – 7,16 8,64 8,61 8,62 8,35 8,21 8,26 8,45 2,3 

1,7-Diaminoheptán 10,30 – 10,36 7,91 8,12 8,28 8,13 7,95 7,97 8,06 1,8 

Spermidin 10,83 – 10,91 7,15 6,90 7,00 6,06 5,70 5,56 7,02 1,8 

Spermin 12,90 – 13,01 4,93 4,61 4,28 3,81 3,66 2,80 - - 

UV 

Putreszcin 6,00–6,06 0,69 0,70 0,70 0,66 0,72 0,68 0,69 3,0 

Kadaverin 7,08 – 7,16 0,66 0,67 0,68 0,66 0,69 0,64 0,67 2,7 

1,7-Diaminoheptán 10,30 – 10,36 0,63 0,62 0,61 0,61 0,60 0,60 0,61 1,9 

Spermidin 10,83 – 10,91 0,56 0,50 0,54 0,53 0,52 0,52 0,53 3,9 

Spermin 12,90 – 13,01 0,40 0,39 0,41 0,33 0,30 0,28 0,40 2,5 
Jelölések, mint az 1.–28. táblázatoknál, valamint a dőlt betűvel szedett értékeket az átlagszámításnál nem vettük 

figyelembe.  

Megjegyzés: [OPA]/[ET]/[amin]=70/700/1; 1=1,5∙10-9 mol/10l. Gradiens:  30 °C, 1,2 ml/perc, O-1 és E-1 osz-

lopokon; 0–7 perc: 30 % B-eluens+70 % acetonitril; 7,1–12 perc: 100 % acetonitril; 12,1–19 perc: 30 % B-

eluens+70 % acetonitril. 
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30. táblázat: A spermidin és a spermin, OPA/ET/FMOC=1/10/0,4 mólarányú, 80 (V/V) % metanoltartalmú, pH=9,30 reagenssel  nyert származékai-

nak stabilitása a reakcióidő függvényében, fluoreszcens (Fl) és ultraibolya (UV) detektálás alapján  

Amin↓ Ret. időg, 

perc ↓ 
max

h, nm↓ 
Válaszjeli, % 

Detektálás→ Fl UV 

Reakcióidő, perc→ 1+1 3+1 1+3 1+7 1+16 1+32 1+64 átlag RSD % 1+1 3+1 1+3 1+7 1+16 1+32 1+64 átlag RSD % 

Spermidin1 11,34 262;334 99,25 99,23 99,10 98,28 98,77 98,36 98,61 
  

99,39 99,37 99,19 98,41 99,01 99,12 99,29 
  

Spermidin 2 12,27 262;339 0,75 0,77 0,90 1,72 1,23 1,61 0,65 0,61 0,81 0,81 1,59 0,99 0,18 0,37 

integrátoregység/pmol 8,04 7,93 8,13 8,44 8,21 8,00 7,58 8,13 2,3 0,78 0,77 0,77 0,79 0,77 0,76 0,71 0,77 1,3 

Spermin1 12,56 262;334 99,05 98,54 99,05 99,0 98,4 97,8 95,8 
  

99,28 98,77 99,32 99,25 98,68 98,24 96,56 
  

Spermin 2 13,70 262;339 0,95 1,46 0,95 1,0 1,6 2,2 4,2 0,72 1,23 0,68 0,75 1,32 1,76 3,44 

integrátoregység/pmol 6,69 5,61 6,80 6,46 6,05 6,20 5,24 6,44 4,9 0,61 0,61 0,65 0,62 0,60 0,60 0,51 0,62 3,0 
Jelölések, mint az 1.–29. táblázatoknál, valamint a dőlt betűvel szedett értékeket az átlagszámításnál nem vettük figyelembe. 

Megjegyzés: [OPA]/[amin]=70/1; 1=1∙10-9mol/10l. Gradiens: E-2 és O-2 oszlopokon, 50 °C, 1,8 ml/min; 0–4 perc: 60 % B-eluens+40 % metanol; 4,1 perc: 30 % B-eluens+70 % 

acetonitril; 9–12 perc: 100 % acetonitril; 12,1–18 perc: 60 % B-eluens+40 % metanol; 
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31. táblázat: A spermidin és a spermin, az OPA/ET/FMOC=1/10/0,5 mólarányú reagenssel 

képzett származékainak abszorbancia-értékei 262 nm-en (A262 nm)és 334 nm-en (A334 nm), a 

metanoltartalom {MeOH (V/V) %} függvényében 

MeOH 

(V/V) %↓ 

Spermidin Spermin 

A262 nm A334 nm 
A262 nm 

/A334 nm 
A262 nm A334 nm 

A262 nm 

/A334 nm 

38 519 251 2,06 672 207 3,25 

56 570 275 2,07 782 241 3,25 

66 564 275 2,05 758 244 3,11 

70 664 317 2,09 920 289 3,18 

75 554 266 2,08 789 244 3,23 

80 637 305 2,09 971 299 3,25 

Megjegyzés:[OPA]/[amin]=64/1; 1∙10-9mol/10l. 
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32. táblázat: Az ornitin (Orn) „vegyes” OPA/ET/FMOC-származékának fragmentációs lehe-

tőségei: Orn5={[OPA][ET][FMOC][Orn]-H2O}�=m/z=497,5 

A hasadás helyet↓ 
az Orn5=m/z=497,5 lehetséges fragmensei 

-aminocsoport -aminocsoport 

C1 (45) és C2 (87) között 
FMOC m/z=267,2 OPA/ET m/z=247,2–H2O=229,2 

OPA/ET m/z=205,2 FMOC m/z=309,2 

C2 (74) és C3 (58) között 
FMOC m/z=296,2 OPA/ET m/z=218,2 

OPA/ET m/z=234,2 FMOC m/z=280,2 

C3 (88) és C4 (44) között 
FMOC m/z=310,2 OPA/ET m/z=204,2 

OPA/ET m/z=248,2 FMOC m/z=266,2 

C4 (102) és C5 (30) 
FMOC m/z=324,2 OPA/ET m/z=190,2 

OPA/ET m/z=262,2 FMOC m/z=252,2 
Jelölések: t=a zárójelben levő értékek a kiindulási fragmensek m/z értékekei. 
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33. táblázat: Az ornitin, a lizin, a putreszcin, a kadaverin, az 1,7-diaminoheptán, a spermidin és a spermin eltérő mennyiségeinek, az 

OPA/ET/FMOC=1/10/0,4 mólarányú {80 (V/V) % metanoltartalmú, pH=9,30} reagenssel képzett származékainak egyidejű meghatározása, ultraibolya 

(UV) és fluoreszcens (Fl) detektálás alapján 

Aminosav/amin↓ Ret. időg, perc ↓ Integrátoregység/pmolo 

Injektált mennyiség, pmol→ 440 220 110 55 27,5 13,75 6,87 3,43 átlag RSD% 

Fl 

Ornitin 3,47 – 3,66 2,75 2,78 2,85 3,07 3,62 - - - 2,79 1,8 

Lizin 3,86 – 4,12 5,51 5,38 5,18 4,83 4,14 3,73 2,87 1,87 - - 

Putreszcin 9,75 – 9,79 5,21 5,18 5,12 5,04 4,97 4,99 4,00 3,65 5,09 2,0 

Kadaverin 10,15 – 10,18 10,33 10,37 10,34 10,44 10,45 10,17 9,22 10,07 10,35 1,0 

1,7-Diaminoheptán 11,05 – 11,08 11,26 11,41 11,52 11,69 11,50 11,27 10,25 9,83 11,44 1,4 

Spermidin 11,32 – 11,37 7,34 6,94 7,38 7,23 7,37 7,08 7,16 7,07 7,20 2,2 

Spermin 12,54 – 12,60 5,17 4,97 5,21 4,98 4,67 5,34 4,69 4,98 5,00 4,8 

UV 

Ornitin 3,36 – 3,72 0,58 0,52 0,45 0,35 0,25 0,21 0,32 0,20 - - 

Lizin 3,85 – 4,12 0,58 0,53 0,44 0,41 0,41 0,40 0,40 0,22 - - 

Putreszcin 9,75 – 9,78 0,82 0,81 0,81 0,81 0,80 0,80 0,73 0,66 0,81 0,93 

Kadaverin 10,15 – 10,17 0,82 0,82 0,82 0,83 0,82 0,82 0,75 0,67 0,82 0,50 

1,7-Diaminoheptán 11,05 – 11,07 0,84 0,84 0,85 0,86 0,83 0,84 0,82 0,73 0,84 1,2 

Spermidin 11,31 – 11,36 0,63 0,62 0,65 0,64 0,62 0,60 0,60 0,64 0,63 2,9 

Spermin 12,53 – 12,60 0,45 0,44 0,48 0,46 0,46 0,44 0,40 0,41 0,44 6,0 
Jelölések, mint az 1.–32. táblázatoknál, valamint a dőlt betűvel szedett értékeket az átlagszámításnál nem vettük figyelembe. 

Megjegyzés: a mérési körülményeket lásd a 30. táblázatnál. 
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34. táblázat: Biológia szövetek ornitin-, lizin-, putreszcin-, kadaverin-, spermidin- és spermintartalmának meghatározása (belső standard: 

1,7-diaminoheptán), OPA/ET/FMOC-származékokként, fluoreszcenciás detektálás alapján 
Minta Putreszcin (Mr=88,15) Ornitin (Mr=132,16) Lizin (Mr=146,19) Spermidin (Mr=145,2) Spermin (Mr=202,19) 1,7-Diaminoheptán (Mr=130,23) 

Neve ↓ 
Töme-

ge, g ↓ 

Mért 

pmol/ 

10 l 

Mintában összesen Mintában összesen Mintában összesen Mért 

pmol/

10l 

Mintában összesen Mért 

pmol/

10l 

Mintában összesen Mért 

pmol/10

l 

Mintában összesen 

(∙10-9) 

mol 

(∙10-7) 

g 

(∙10-4) 

%& 

(∙10-9) 

mol 

RSD

% 

(∙10-7) 

g 

(∙10-3)% 

& 

(∙10-9) 

mol 
RSD% 

(∙10-7) 

g 

(∙10-3)% 

& 

(∙10-8) 

mol 

RSD

% 

(∙10-6) 

g 

(∙10-3)% 

& 

(∙10-8) 

mol 

RSD

% 

(∙10-6) 

g 

(∙10-3)% 

& 

(∙10-7) 

mol 
RSD% 

AF/1 

0,0273 

    3,32    1,32    14,1 0,50    18,6 0,67    697 2,51  

AF/2     3,14    1,50    15,8 0,57    21,7 0,74    727 2,62  

AF/3u 12,7 2,5 2,2 8,1 2,62    1,22              1389/2 2,50  

AF (átlag)     3,03 12,0 4,0 1,5 1,35 10,5 2,0 7,2 15,0 0,54 9,25 0,78 2,8  0,71 7,02 1,43 5,3  2,54 2,62 

DF1/1 

0,0262 

    3,60    2,15    43,0 1,55    63,0 2,27    877 3,16  

DF1/2     -    -    41,9 1,51    53,3 1,92    864 3,11  

DF1/3 u 27,9 5,4 4,8 18,2 3,11    1,90    93,2 1,68    
100,6/

2 
1,81    1776,2 3,20  

DF1 (átlag)     3,36 10,3 4,4 1,7 2,03 8,7 3,0 1,1  1,58 5,63 2,29 8,8  2,00 12,0 4,04 15,4  3,16 1,43 

DF2a/1 

0,0255 

    2,83    3,04    63,9 2,30    127,8 4,60    894 3,22  

DF2a/2     2,76    3,12    57,5 2,07    98,0 3,53    881 3,17  

DF2a/3 u 3,90 0,76 0,67 2,6 2,49    2,60    105/2 1,89    160/2 2,87    792 2,85  

DF2a (átlag)     2,69 6,7 3,6 1,4 2,92 9,6 4,3 1,7  2,07 9,85 3,00 11,8  3,67 23,8 7,42 22,9  3,08 6,52 

DF2b/1 

0,0324 

    3,31    3,93    71,9 2,59    86,3 3,11    716 2,58  

DF2b/2     2,86    3,98    71,3 2,57    76,7 2,76    703 2,53  

DF2b/3 u 3,92 0,76 0,67 2,1 3,34    3,41    116/2 2,09    
143,8/

2 
2,59    1378/2 2,48  

DF2b (átlag)     3,17 8,5 4,2 1,3 3,77 8,4 5,5 1,7  2,42 11,71 3,51 10,8  2,82 9,4 5,70 23,7  2,53 1,98 

AL/1 

0,0229 

    5,10    2,98    102,0 3,67    146,7 5,28    1007 3,62  

AL/2     4,21    2,64    105,0 3,78    156,6 5,63    1014 3,65  

AL/3 u 45,7 8,9 7,8 34,2 4,23    2,38    173/2 3,37    268/2 5,22    1815/2 3,54  

AL (átlag)     4,51 11,3 6,0 2,6 2,67 11,3 3,9 1,7  3,61 5,88 5,24 22,9  5,38 4,12 10,9 47,5  3,60 1,58 

JAB/1 

0,0276 

    6,36    5,54    43,8 1,58    179,4 0,64    792 2,85  

JAB/2     6,51    5,52    44,6 1,60    217,2 0,78    864 3,11  

JAB/3 87,5 17,0 15,0 54,5 6,85    4,83    85,6/2 1,67    517/2 (1,01)    1894/2 3,41  

JAB (átlag)     6,57 3,8 8,7 3,1 5,30 7,6 7,7 2,8  1,62 2,92 2,35 8,5  0,71 23,1 1,43 5,2  3,12 8,97 

No tis/1 

0,0051 

                      1941 6,99  

No tis/2                       1928 6,94  

No tis (átlag)                       1935 6,97 0,36 

Jelölések: AF/1–AF/3, stb.=párhuzamos mérések; AF (átlag)=AF/1–AF/3 mérések átlaga; %&=(g/g)%, a minta tömegére vonatkoztatva. 

Megjegyzés: OPA/ET/FMOC=1/10/0,7; 1=6,5∙10-7mol/10l. Mérési körülmények, mint a 29. táblázatnál. A mintákat, minden esetben 150 μl desztillált vízben + 150 μl 1 mol/dm3-

es KOH-oldatban oldottuk, a DF2b-t kivéve, amelynél 200 μl 1 mol/dm3-es KOH-oldat kellett a semlegesítéséhez. A 300 μl törzsoldatból 20 μl-t (az u -val jelölt esetekben 40 μl-t) 

reagáltattunk 200 μl OPA/ET=1/10 reagenssel 1 percig, majd 20 μl FMOC-cal is reagáltattuk, további 1 percig. Az elegyekből minden esetben 10 μl-t injektáltunk. Az értékeket az 

átlagos kalibráló integrátoregység/pmol értékek alapján számítottuk. A mintákban kadaverint nem találtunk. 
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35. táblázat: Az aszparagin, a glutamin és a metionin OPA/ET-származékainak válaszjelei az 

elválasztás hőfokának és az eluensek pH-értékének függvényében, fluoreszcenciás detektálás 

alapján 

Aminosav → Aszparagin Glutamin Metionin 

Elválasztás hőfoka, °C↓ Eluensek pH-értéke↓ Integrátoregység/pmol 

30 
7,2 2,90 3,33 2,98 

9,2 3,08 4,45 3,21 

50 
7,2 2,28 2,41 3,05 

9,2 2,65 2,44 3,37 
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10. Ábrák jegyzéke 
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7. ábra: OPA-származékként készült nagyhatékonyságú folyadékkromatográfiás elválasztások: a 2000-2005 időszakban megjelent, választott közle-

mények alapján, az OPA reagens SH csoportú segédanyagai szerinti csoportosításban 
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Jelölések: OPA=o-ftálaldehid; MCE=2-merkaptoetanol; MPA=3-merkaptopropionsav;  
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8. ábra: Az egynél több OPA/ET-származékot adó aminosavak fluoreszcenciás válaszjeleinek összehasonlítása a reagens metanoltartalmának 

{(V/V)%} és a reakcióidő függvényében 
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Megjegyzés: részletes adatok a 15. táblázatban 
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9. ábra: Az egynél több OPA-származékot szolgáltató aminosavak fluoreszcenciás válaszjeleinek összehasonlítása, az SH-csoportú segédanyag mi-

lyensége és a reakcióidő függvényében  
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Jelölések: MPA=3-merkaptopropionsav {20 (V/V) % metanoltartalom}; MCE=2-merkaptoetanol {20 (V/V) % metanoltartalom}; ET=etántiol {80 (V/V) % metanoltartalom}; Meg-

jegyzés: az integrátoregység/pmol adatok rendre a [297]-ből, a 14. és 15.  táblázatból véve 



 

 83 

10. ábra: Az egyetlen OPA-származékot adó aminosavak fluoreszcenciás válaszjeleinek összehasonlítása, az SH-csoportú segédanyag milyensége 

függvényében 
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Jelölések, mint . Megjegyzés: az integrátoregység/pmol adatok rendre a [297]-ből {[OPA]/[aminosav]=20/1}, a 16. táblázatból {[OPA]/[aminosav]=20/1} és a 17. táblázatból 

{[OPA]/[aminosav]=67/1} véve 
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11. ábra: Az egyetlen OPA/ET-származékot adó aminosavak fluoreszcenciás válaszjeleinek összehasonlítása, az OPA/aminosav mólarány és a reak-

cióidő függvényében 
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Megjegyzés: az adatok a 17. táblázatból véve. 
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12. ábra: A metil-, etil- és n-propilamin OPA/MCE-származékai fluoreszcenciás intenzitásá-

nak változása a kölcsönhatás és a reagens összetételének (OPA/MCE=1/3 és 1/50) függvé-

nyében 
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Megjegyzés: a részletes adatokat lásd a 19. táblázatban. 
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13. ábra: Az alifás monoaminok OPA-származékai fluoreszcenciás válaszjeleinek összehasonlítása, az SH-csoportú segédanyag milyensége függvé-

nyében 
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Jelölések: mint az 1.–12. ábráknál, valamint NAC=N-acetil-L-cisztein, HOEtA=etanolamin; MeA=metilamin; EtA=etilamin; nPrA=n-propilamin; iPrA=i-propilamin; nBuA=n-

butilamin; iBuA=i-butilamin; nAmA=n-amilamin; iAmA=i-amilamin; nHexA=n-hexilamin; nHepA=n-heptilamin; nOctA=n-oktilamin. 

Megjegyzés: az integrátoregység/pmol adatok rendre a [298]-ból, a 19. és 20. táblázatból véve. 
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14. ábra (A)–(D): A n-hexil-, n-heptil- és n-oktil- és -feniletilamin, az OPA/MPA=1/50 

mólarányú reagenssel képzett származékainak (1–2) UV kromatogramja és tömegspektruma 

 
 

 
Jelölések, mint a 7.–14. ábráknál .  

Megjegyzés: az (A–D) ábrák első sorában az UV-kromatogramok; második sorában az 1-es számmal jelölt 

(klasszikus izoindol) tömegspektruma; harmadik sorában a 2-es számmal jelölt (még egy OPA-molekula felvéte-

lével továbbalakult) termék tömegspektruma látható. 
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15. ábra: A n-hexil-, n-heptil- és n-oktilamin, az OPA/MPA=1/50 mólarányú reagenssel képzett származékainak (0–2) fluoreszcenciás kromatogramja 

és a termékek UV-spektruma 
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Jelölések: HexA=n-hexilamin; HepA=n-Heptilamin; OctA=n-oktilamin 

Megjegyzés: a részletes adatokat lásd a 21.–23. táblázatban. 
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16. ábra (A–C): A n-hexil-, n-heptil- és n-oktilamin, az OPA/MPA=1/50 mólarányú reagenssel képzett származékainak (0–1) UV kromatogramja és 

tömegspektruma 

 
Jelölések, mint a 7.–15. táblázatoknál, valamint MPA=3-merkaptopropionsav.  

Megjegyzés: az (A–C) ábrák első sorában az UV-kromatogramok; második sorában az 0-val jelölt (ditioszármazék) tömegspektruma; harmadik sorában az 1-es számmal jelölt 

(klasszikus izoindol) tömegspektruma látható. 
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17. ábra: Primer aminocsoportú vegyületek reakciója az OPA/RSH=1/50 mólarányú reagens-

sel, a ditioszármazék keletkezése 
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18. ábra: A putreszcin és a kadaverin, az OPA/MCE és az OPA/MPA=1/3 mólarányú reagensekkel képzett származékainak (1–3), eltérő reakcióidők 

után nyert fluoreszcenciás kromatogramjai 

 
Megjegyzés: az OPA/MCE-reagenssel mért adatokat lásd a 25. táblázatban, az 

OPA/MPA-reagens adatai a [298]-ból származnak. 
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19. ábra: A biogén aminok OPA/NAC-, OPA/MCE- és OPA/ET-reagensekkel képzett származékai UV válaszjeleinek összehasonlítása, a reakcióidő 

függvényében 
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Jelölések, mint az 1.–18. ábráknál.  

Megjegyzés: az adatok a NAC, MCE, ET sorrendben a [298]-ból, a 25. és 26. táblázatokból véve 
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20. ábra: A spermidin, a putreszcin, a kadaverin, a spermin és az 1,7-diaminoheptán különböző mennyiségének egyidejű meghatározása OPA/ET-

származékként, 20 (V/V) % metanoltartalmú reagenssel, fluoreszcens detektálással, 90 s-os reakcióidővel 
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Jelölések: Spd=spermidin; Put=putreszcin; Cad=kadaverin; Spm=spermin; DAH=1,7-diaminoheptán;  

Megjegyzés: a részletes adatokat lásd a 28. táblázatnál. 
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21. ábra: A spermidin, a putreszcin, a kadaverin, az 1,7-diaminoheptán és a spermin megha-

tározása OPA/MPA(/FMOC)- és OPA/MCE(/FMOC)-reagensekkel 
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Jelölések, mint az 1–20. ábráknál. 
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22. ábra: A putreszcin, a kadaverin, az 1,7-diaminoheptán, a spermidin és a spermin különböző mennyiségének, egyidejű meghatározása 

OPA/ET/FMOC=1/10/0,13 mólarányú, 20 (V/V)% metanoltartalmú reagens alkalmazásával, fluoreszcens detektálással, 90 s+90 s reakcióidővel 
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Jelölések, mint a 7.–21. ábráknál.  

Megjegyzés: a részletes adatokat lásd a 29. táblázatnál. 
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23. ábra: Az ornitin és lizin OPA/ET/FMOC-származékainak fluoreszcenciás kromatogramjai az OPA/ET mólarány függvényében {20 (V/V)% 

metanoltartalmú reagens} 
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Jelölések: Orn=ornitin; Lys=lizin; 

Megjegyzés: E-2 és O-2 oszlopokat használva, 50 °C, 1 ml/perc. Gradiens: 0 perc: 30 % A-eluens+70 %MeOH; 4 perc: 25 % A-eluens+75 %MeOH; 4,1 perc–10  perc: 100 % 

MeOH; 10,1 perc–18  perc: 30 % A-eluens+70 %MeOH; 
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24. ábra: Az ornitin és lizin, az OPA/ET/FMOC=1/10/0,3 reagenssel képzett származékainak fluoreszcenciás kromatogramjai a reagens 

metanoltartalmának {(V/V) % } függvényében 
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Jelölések, megjegyzések, mint a 23. ábránál. 
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25. ábra: A spermidin és spermin OPA/ET/FMOC-származékok fluoreszcenciás válaszjelei az OPA/ET/FMOC-reagens mólarányának függvényében 
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26. ábra: A putreszcin, a kadaverin, a spermidin és a spermin OPA/ET/FMOC-származékainak fluoreszcenciás válaszjelei, a reakcióelegy pH-

értékének függvényében 
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27. ábra: A putreszcin, a kadaverin, az 1,7-diaminoheptán, a spermidin és a spermin OPA/ET/FMOC-származékainak UV-kromatogramja és tömeg-

spektruma 

 
Jelölések, mint a 7.–26. ábráknál. 
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28. ábra: Az ornitin (Orn1–Orn5) és a lizin (Lys1–Lys5) OPA/ET/FMOC-származékainak 

UV-kromatogramja (A, C) és tömegspektruma (B,D–G) 

Orn: 

 
Lys: 

 
Jelölések, mint az 1.–27. ábráknál. 
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29. ábra: A 2,6-diaminopimelinsav (Dpia1–Dpia4) OPA/ET/FMOC-származékainak UV-kromatogramja (A, C) és tömegspektruma (B,D–F) 
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30. ábra: Az OPA/ET/FMOC-ornitin5-származék MS–MS-vizsgálata, az alkalmazott feszültség függvényében (A: 10 eV; B: 20 eV; C: 30 eV; D: 

40 eV) 

 



 

 104 

31. ábra: Modelloldat és biológiai szövet aminosav- és amintartalmának meghatározása az OPA/ET/FMOC-reagens alkalmazásával 
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Megjegyzés: Orn=ornitin, Lys=lizin, Put=putreszcin, Cad=kadaverin, DAH=1,7-diaminoheptán, Spd=spermidin, Spm=spermin, *=ismeretlen.. A modelloldat 13-14 pmol/injektált 

mennyiségű ornitint, lizint, putreszcint, kadaverint, 1,7-diaminoheptánt, spermidint és spermint tartalmazott. A 77 mg egérszövetből származó minta 23,8 g Orn-t; 27,7 g Lys-t; 

0,40 g Put-t; 0,04 g Cad-t; 4,43 g DAH-t (belső standardot); 0,13 g Spd-t és 0,32 g Spm-t tartalmazott. 
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32. ábra: Harminchét összetevő egyidejű elválasztása az OPA/ET/FMOC=1/10/0,4 mólarányú (pH=9,30), 80 (V/V)% metanoltartalmú reagens alkal-

mazásával, az alkalmazott eluensek függvényében. 
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Jelölések: Asp=szparaginsav; Glu=glutaminsav; Asn=aszparagin; His2=hisztidin2; Gln=glutamin; Ser=szerin; Arg=arginin; Gly=glicin; Thr=treonin; Tyr=tirozin; Ala=alanin; 

GABA=-aminovajsav; Val=valin; Met=metionin; Trp=triptofán; Ile=izoleucin; Leu=Leucin; Agm=agmatin; Hisn=hisztamin; Orn=ornitin; Lys=lizin; MeA=metilamin, 

Tyrn=tiramin; EtA=etilamin; nPrA=n-propilamin; PhEtA=-feniletilamin; nBuA=n-butilamin; nAmA=n-amilamin; nHexA=n-hexilamin; Put=putreszcin; nHepA=n-heptilamin; 

Cad=kadaverin; nOctA=n-oktilamin; DAH=1,7-diaminoheptán; Spd=spermidin; Spm=spermin 
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33. ábra: Aminok fluoreszcenciás válaszjelének függése a hőmérséklettől (50 °C vagy 30 °C), az elválasztás időtartamától (43 perc vagy 74 perc) és 

az eluensek pH-értékétől (pH=7,2 vagy 9,2) 
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Jelölések, mint a 33. ábránál 
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(3) R. Hanczkó, Á. Kőrös, F. Tóth, I. Molnár-Perl: „Behavior and characteristics of 

biogenic amines, ornithine and lysine derivatized with the o-phthalaldehyde-
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