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1. BEVEZETES

Az €16 szervezet legfontosabb alkotdelemei a természetes aminosavak. Az aminosavak
nemcsak a fehérjék és peptidek épitdelemei, hanem az alapveté biologiai és biokémiai
folyamatokban is részt vesznek [8,9]. Fontos szerepiik van a nitrogén-anyagcserében ¢€s
a nitrogén raktarozasaban. A szamos aminosav koziil 20 ill. 21 vegyiiletet tartanak sza-
mon, mint alapvetd épitdéelemeket, de ezeken kiviil még szamos €16 szervezetbdl izolalt
természetes aminosav létezik (béta-aminosavak, ornitin, hidroxiprolin, stb.) (1A. abra).
Ertheté az igény az aminosavak kvalitativ és kvantitativ elemzésére, ezaltal ugyanis le-
hetéség nyilik a peptidek és fehérjék aminosav-Osszetételének megallapitasara, mégpe-
dig so6savas vagy enzimes hidrolizist kovetéen a kromatografids modszer alkalmazasa
utjan. Ezzel parhuzamosan az egyes biokémiai folyamatok vizsgalatat, illetve kiillonféle
anyagcsere-folyamatok zavaranak kimutatdsa szintén lehetové valik. Igen fontos szere-
pet jatszanak még az aminosavak lebomlasi termékei, az abiogén illetve biogén aminok
(1B. abra), amelyek els6sorban a borok, sz6lok és sorok mindségét hatarozzdk meg.
Erthetd tehat, hogy az aminosavak és aminok géz- [10] és ioncsere- (IEC) [11] kroma-
tografias elemzését mar koran megoldottak.

Kutatoécsoportunkban egyarant foglalkoznak mind a fehérjehidrolizis termékei-
nek, mind a szabad aminosavak és az aminok elemzésével. A szarmazékképzés optima-
lis feltételeinek kutatasa jelenleg is folyik a Tanszéken. Doktori munkam soran a folya-
dékkromatografidss (HPLC) szarmazékképzések egyik fajtdjanak (OPA/MPA és
OPA/NAC) optimaléasaval foglalkoztam, majd az optimalt modszer alkalmazhatosagat

mutattam be.



A: Természetes aminosavak
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1. abra. A: Természetes és nem természetes aminosavak csoportositisa; B: Biologiai-

lag fontos aminok csoportositasa
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2. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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3. IRODALMI ATTEKINTES

Az irodalmi attekintés soran azon kromatografias modszereket mutatom be, amelyeket
széles korben alkalmaznak aminosavak és aminok meghatarozasara kiilonb6zé modell-
oldataikban és matrixaikban, kiilonGs tekintettel a borok és sorok szabad aminosav- és

amintartalmanak elemzésére.

3.1. Az aminosavak és aminok kromatografias elemzései

A természetes €s mesterséges aminok és aminosavak kvalitativ és kvantitativ meghata-
rozasara napjainkban egyre nagyobb az igény. Egyrészt a modern biologiai és biokémiai
alapkutatashoz, masrészt az orvostudomanyban a pontos diagnoézis felallitasahoz nyu;t
nélkiilozhetetlen segitséget. Ujabban a kornyezetvédelemi és élelmiszeripari teriilet is
elétérbe keriilt. Kiilon érdemes kiemelni, hogy az aminok vizsgéalatait még a biiniigyi
vizsgalatok sordn is felhasznaljak a halaleset megallapitasa céljabol, ugyanis ezek a hul-
lamérgeknek nevezett vegyiiletek a bomlas soran keletkeznek. A kromatografias mod-
szerek fejlodése tért nyitott a komplex, tobb komponensii biologiai mintdk aminosavai-
nak egyiittes €s nagy pontossagu elemzésére. A kiralis modszerek alkalmazasa tovabba
lehet6vé tette, hogy az aminosavak enantiomeraranyat is meghatarozzuk. Gyakorlatilag
az Osszes, rutinszertien alkalmazott kromatografias technikan megoldottak az aminosa-
vak €s aminok elvalasztasat. A tovabbiakban az egyes kromatografias mddszereket és

azok alkalmazasat ismertetem az alkalmazas gyakorisaganak sorrendjében.

3.1.1. Aminosavak és aminok meghatarozasa HPLC modszerrel

A folyadékkromatografia (LC) szédiiletes fejlédése nagymértékben eldsegitette az ami-
nosavak és aminok mindségi €s mennyiségi analizisét, mivel itt nem kell gazfazisba jut-
tatni a vizsgalandé mintat. A nagyteljesitménylit HPLC mddszerek korlatlan lehetdséget
adnak az analitikus kezébe, a szdmtalan univerzalis és specifikus detektalasi lehetdsé-
gekkel (VIS-UV, PDA, MS, torésmutato detektor, fényszorasos detektor, elektrokémiai
detektor, stb.), az egyre boviilé kromatografias oszloptipusokkal, és a konnyen modo-
sithaté mozgo6fazis tulajdonsagaival (pH, hdmérséklet, ionerdsség, polaritas, stb.) szinte
barmilyen feladat megoldhat6. A szdmtalan szarmazékképzési eljaras tovabb noveli a

lehetdségek szamat. A szamitastechnika fejlédése lehetévé tette a gyors adatgyijtést és



adatfeldolgozast, igy akar a PDA detektor segitségével haromdimenzios (3D)
kromatogrammok is megjelenithetdek.

Az aminosavak és aminok HPLC elemzésének harom nagy teriiletét kiilonithetjiik el:

1. szarmazékképzés nélkiili elvalasztasok,

2. oszlop utani szarmazékképzés,

3. oszlop el6tti szarmazékképzes,

3.1.1.1. Szarmazékkepzes nélkiili amin- és aminosavelemzés. Az utobbi tizendt évben
szamos olyan modszert dolgoztak ki, amelyek a sokszor bonyolult és iddigényes szar-
mazékképzési modszerek nélkiil is mikddnek, ezzel elkeriilve a reagens feleslege, illet-
ve bomlasa, vagy a minta egyéb komponenseivel alkotott vegyiiletek altal okozott zava-
r6 kromatografias jeleket. Mivel az aminosavak nem tartalmaznak nagy hidrofob oldal-
lancokat, ezért forditott fazisu (RP) HPLC nem lehet hatékony, valamint tovabbi nehéz-
séget okozhatnak az oldallancok polaritasanak és bazikussdganak egymashoz viszonyi-
tott nagymértéki eltérései. Ezen okok miatt a leggyakoribb elvalasztiasi modszer az ion-
cserés folyadékkromatografia (IEC) (3.1.6. fejezet) [12—14] és a forditott fazisu ionpar-
kromatografia (RP-IP-HPLC) [15-23]. Normal fazisu folyadékkromatografias (NP-
HPLC) elvalasztasok kidolgozasaban Schuster és munkatarsai értek el jelent6s eredmé-
nyeket [24], azonban ezek a modszerek nem terjedtek el széles korben, mert az
aminocsoporttal modositott szilikagél oszlopoknak kicsi szelektivitasa, illetve — az osz-
lop 6regedése soran — a mddosito réteg fokozatos leoldédasa miatt a felbontds mar nem
reprodukdlhato.

Az aminosavak tobbsége — az aromas gylriivel rendelkezé aminosavak kivételé-
vel (fenilalanin, triptofan, hisztidin, tirozin) — igen gyenge kromofor és nem fluoreszkal,
ezért a szarmazékkészités nélkiili analitikai modszerek esetében a rutin UV, illetve az Fl
detektalas nem megoldott. Az UV detektalds csak abban ez esetben lehetséges, ha a 200
nm-es hullamhosszt hasznaljuk, ebben az esetben azonban az alacsony hulldamhossz mi-
att a kromatogram rendkiviil zajos, a kimutatasi hatar alacsony, s a legnagyobb hatrany,
hogy a detektalds nem szelektiv. Egyes aminosavakra kidolgoztak szamos, specidlis de-
tektalasi modszert. A kéntartalmt vegyiiletek (cisztein, metionin) nagy érzékenységi
mennyiségi meghatarozast lehetové tevd, pulzalé amperometrias detektalasa (PAD)
kompatibilis mind az anionos [25,26] mind a kationos [27] ioncserés elvalasztas utan.

Az emlitetteken kiviil, szdmos mas univerzalis detektort is kidolgoztak aminosa-

vak és aminok kimutatdsara. A gézfazisu fényszorasi detektor (ELSD) [12-16], illetve
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az MS detektor [17-20] alkalmazasaval lehetdség nyilott az Osszes aminosav és amin
érzékeny és szelektiv detektalasara, ebben az esetben azonban a kromatografia soran il-
lékony puffereket és ionparképzoket kell alkalmazni. Ez utébbi célra a perfluor-
karbonsavak [15-21] bizonyultak a legmegfelelobbnek, nagyobb szelektivitast biztosi-
tanak ugyanis, mint a hagyomanyosan alkalmazott alkanszulfonsavak [22, 23], alacsony
forraspontjuk pedig lehetévé teszi az ELSD, MS ¢és a kemilumineszcens nitrogéndetek-
torok (CLND) [21] hasznalatat is.

A szarmazékkészités nélkiili aminosavmeghatarozasok nagy hatranya, hogy az
RP-HPLC elvélasztasok nem igazan alkalmazhatéak, mert ilyen koriilmények kozott a
polaris aminosavak gyakorlatilag a #-ban, azaz az oszlop holt térfogataval egyiitt
elualodnak. A lipofil oldallanci aminosavak (kivéve pl. az izoleucin-leucin part) egy-
szeri gradiens technikaval is elvalaszthatéak [13] RP-HPLC technikaval. A szamos
probalkozas ellenére, sem az oszlopkapcsolasi technikak (RP és kationcserélé oszlop
sorba kapcsolasa, ,,column-switching” technika) [13], sem a kevert dgyas oszlopok (RP
¢és kationcser¢l0 toltetett tartalmazd oszlopok) [12] alkalmazasa nem vezetett megoldas-
ra. Az LC-MS technika alkalmazasa esetén az MS detektor nytjtotta szelektiv ionkdve-
tés (SFI) el nem valo aminosavak esetében egyarant lehetové tette az a mindségi és a
mennyiségi meghatarozast [17]. A modszer érzékenységét tovabb novelték a tandem

tomegspektrometria (MS-MS) alkalmazasaval [18].

3.1.1.2. Aminosavelemzés oszlop utani szarmazékképzéssel. Ahogy az el6z0 fejezetben
emlitettem, a szdrmazékképzés nélkiili aminosavmeghatarozas f6 hatranya a detektalas
érzéketlensége, ezért mar viszonylag koran kidolgoztak a kromatografias elvalasztas
utan torténd szarmazeékkészitést, aminek o célja a detektalas szelektivitasanak és érzé-
kenységének tovabbi ndvelése. Mint minden szarmazékképzeési modszernél, itt is a o
hatrany a kémiai reakcio kivitelezéséhez sziikséges specialis miiszerezettség és az ehhez
szlikséges magasabb koltségigény, a reagens oldatot ugyanis kiilon pumparendszerrel
kell az oszloprdl érkezd eluenshez (eludtumhoz) reprodukalhatdéan adagolni, amihez egy
keverd berendezés €s termosztalhato reaktor is sziikséges. Ezek a bonyolult szerkezetek
jelentds csucsszélesedést okozhatnak, ezért ezen egységek tervezésekor tigyelni kell az
analitikai jel csucsszélesedésének minimalizalasara. E célbol specidlisan csavart, cso-
mozott (knotted) [28] vagy kotott (knitted) [29] csOreaktorokat alkalmaznak a szarma-

z€kképzo szer, illetve az aminosav vagy az amin reakcidjanak megvalositasara.
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Mivel az aminosavak elvalasztasat IEC alkalmazasaval mar viszonylag hamar
megoldottak, ezért az oszlop utani szarmazékképzést ennél a kromatografids modszer-
nél alkalmaztak eldszor az aminosavak jelének intenzivebbé tétele érdekében, és ez a
technika még ma is fontos szerepet jatszik az elemzésekben. A 2. abran lathato, a
Spackman és tarsai altal kidolgozott ninhidrines médszerrel [30], illetve ennek tovabb
fejlesztett valtozataival, Iényegesen nagyobb érzékenységet, gyorsabb elemzést €s na-
gyobb fokl automatizalast tettek lehetové [31-33]. Novényi szdvetekbdl 59 szabad
aminosavat, illetve egyéb komponenst valasztottak el €s hataroztdk meg a Pickering-
rendszer hasznalataval [33]. Itt szeretném megjegyezni, hogy minden aminosav, az ol-
dallancatol fliggetleniil, ugyanazt a terméket szolgaltatja (2. dbra), értelemszeriien a

ninhidrin, mint reagens nem alkalmazhat6 oszlop el6tti szarmazékképzésben.

(o] (o] o
H H
OH H,N COOH (o]
2 + - = N ’ + \f + C021
OH R R
o o @0
ninhidrin

2. abra. A ninhidrin szdrmazékképz6 reagens reakcioja aminosavakkal

Szamos mas kémiai reagenst is alkalmaztak az oszlop utani szarmazékképzésre,
hogy tovabb ndveljék a detektalas érzékenységét. E16szor a fluoreszcens terméket szol-
galtatd fluoreszkamin reagenst [34], majd az orto-ftaldialdehidet (OPA) és valamilyen
tioltartalmu reagenst [35—37] alkalmaztak a ninhidrin helyett [38] (1asd kés6ébb, 3. ab-
ra). Az OPA/tiol reagens nem alkalmas az iminocsoportot tartalmazé prolin és hidroxi-
prolin meghatarozasara. Igen érzékeny kimutatast lehet elérni a 4-fluor-7-
nitrobenzofurazan (NBD-F) reagens alkalmazdsaval [39], amely mind az amino-, és

iminosavakkal, mind az aminokkal intenziv fluoreszcens reakcioterméket szolgaltat.
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3.1.1.3. Aminosavelemzés oszlop el6tti szarmazékképzéssel. Az oszlop utani szarmazék-
képzés szamos, mar emlitett hatranya miatt (rossz kromatografias tulajdonsagok, nem
teljes reakcid, csucsszélesedés, bonyolult berendezés) a HPLC modszerrel végzett
aminosavelemzések korében az oszlop el6tti szarmazékképzés sokkal elterjedtebb. Al-
kalmazhatdsagat tovabb ndveli a rendelkezésre allo szarmazékképzd szerek nagy szama
¢€s valtozatossaga. A szarmazékképzo csoportok egyszerre hidrofobok és kromoforok,
igy a polaris aminosavak esetében is kedvezden befolyasoljak a retencios tényezoket.
Ennek kovetkeztében az elvalasztashoz forditott fazisi oszlopokat hasznalhatunk, ami
nagy hatékonysagnovekedést eredményez az elvalasztasban, illetve a detektalashoz a
nagy érzékenységii és altalanosan hasznalt, UV és Fl detektorokat alkalmazhatunk. A
szarmazékképzo reagensek tobbnyire olyan termékekhez vezetnek, amelyek nemcsak
kivalé kromoforok, hanem gyakran fluoreszcencias tulajdonsaguak is, igy a kimutatasi
hatért jelentdsen csokkentik. A szarmazékképzd reagensek és modszerek nagy szama
jelzi, hogy egyik szarmazékképzo reagens sem tokéletes, ezért minden feladat megolda-
sadhoz tapasztalat, és megfeleld szaktudas sziikséges, ami napjainkban is tovabbi kutata-
sokra 0sztonoz.

Az idedlis szarmazékképzo reagensnek a kovetkezo tulajdonsagokkal kellene egyide-
jleg rendelkeznie:
1. a reakcio6 legyen gyors és kvantitativ, lehetéleg vizes kozegben is alkalmazhato le-
gyen;
2. a képzett szarmazék legyen stabil;
3. lehetdleg mind a primer, mind a szekunder aminosavakkal, illetve aminokkal reagal-
jon;
4. a reagens feleslege és esetleges mellékreakcioi ne zavarjak a kromatografias elvalasz-
tast;
5. lehet6leg minden aminosav-, kozottiik a bazikus csoportot (lizin, hisztidin, ornitin) il-
letve, hidroxilcsoportot (tirozin) tartalmazé aminosavak is, csak egyféle, egy csucsban
elualodo szdrmazékot adjon;
6. nagy érzé¢kenységl és szelektivitasu, lehetdleg fluoreszkald szarmazékot képezzen;
7. a szarmazékképzési eljarés lehetdleg automatizalhato legyen;
8. a reagensoldatok és a képzett szarmazékok sokaig stabilak maradjanak.

Az elozblegben emlitett feltételek szerint elemeztiik a leggyakrabban alkalma-

zott szarmazékképzd reagenseket (1. tablazat és 3. abra). Az irodalomban az 1992 ¢és

2002 kozott megjelent Osszes kozleményt feldolgoztuk és besoroltuk. Megallapitottuk,
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hogy a legtobbszor alkalmazott szarmazékképzo szer az OPA/tiol [40] reagens, amely a
primer aminocsoporttal reagalva izoindol tipusu vegyiiletet szolgaltat. Az OPA/tiol rea-
genst a felhaszndlds gyakorisdga szerint a fenil-izotiocianat (PITC) és a (9-
fluorenil)metil-kloroformiat (FMOC-CI) koveti. Viszonylag gyakran alkalmazzak még
a [4-(dimetilamino)-azobenzol-4-szulfonil]-klorid (DABZYL-Cl) ¢és az [5-(dimetil-
amino)-naftalin-1-szulfonil]-klorid (DANZYL-CI) szdrmazékképzdket is [41].

1. tablazat. Szdrmazékkészitési eljarasok aminok és amino-
savak HPLC-s meghatirozisara

Sziarmazékképzo No* %"
aktiv halogenid 70 114
alkil-halogenid 117 19,1
alkén/anhidrid 16 2,6
naftalin-2,3-dikarbaldehid/CN 23 3,8
dialdehid (nem OPA) 8 1,3

OPA + SH-csoportt segédanyag 10 1,6

OPA/MCE 96 15,7

OPA/BT vagy ET 13 2,1

OPA/MCE vagy MPA 15 2,4

OPA/NAC 5 0,8

OPA/Na,S0; 2 0,3
OPA o0sszes 141 23,0
(PITC) 95 15,5
szubsztitualt feniltiokarbamil 32 5,2
szukcinimid-észter 16 2,6
DABZYL-CI 36 5,9
DANZYL-CI 31 5,0
lakton/ketoaldehid 6 0,9
hidroxilamin 7 1,1
szilard fazisu reagens 3 0,5
kénsav/kénsav-halogenid 5 0.8
egyéb 9 1.4
Osszes 613 100%

?Az idézet cikkek szama;
bMegoszléts%; 1992 és 2002 kozott az irodalomban megjelent 6sz-
szes cikk %-aban kifejezve.
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3. abra. A leggyakrabban alkalmazott szarmazékképz6 reagensek reakcidja aminosa-
vakkal illetve aminokkal
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Az OPA/tiol reagenst (3. abra/1) 1970-ben Roth [42] hasznalta eldszor amino-
savak meghatdrozasara, és ez az egyik legelterjedtebb szarmazékképzo reagenssé notte
ki magat (1. tablazat). E reagens szamos eldny0s tulajdonsaga koziil kiemelhetd, hogy
a reakcio vizes kdzegben is megvalosithatd, gyors (1-2 perc), nem sziikséges a reagens
feleslegének eltavolitasa, és a szarmazék kedvezd kromofortulajdonsaga miatt mind az
UV, mind az FI detektéalas lehetséges. Kezdetben 2-merkapto-etanolt (MCE) hasznaltak,
mint segédreagenst [43—46], a kés6bbiekben ezt kedvezdbb tulajdonsadgai miatt hamar
felvaltotta a 3-merkapto-propionsav (MPA) [47—49] illetve az N-acetil-L-cisztein (NAC)
[50-56], amely reagensek joval stabilabb szarmazékokat adtak. A NAC hasznalata to-
vabba lehetdvé teszi az L- €s D- aminosavak kiralis elvalasztasat is. Hatranyként emlit-
hetd viszont, hogy az OPA/tiol reagens csak a primer aminosavak szarmazékképzésére
alkalmas, ezért a szekunder aminosavak, mint példaul a prolin és hidroxiprolin elemzé-
sére parhuzamos modszereket kell alkalmazni. Ezek koziil két, alapjaban véve kiilonbo-
z6 modszert érdemes megemliteni. Az elsd mddszer szerint a prolin és a hidroxiprolin
iminocsoportjat natrium-hipoklorittal [57, 58] vagy kloramin T-vel [59] oxidaljak. A
masik eljarasban egy kétlépcsds szarmazékképzést alkalmaznak, az elsé 1épésben az
OPA/MPA reagenssel az 6sszes primer aminocsoportot tartalmazd aminosavat alakitjak
szarmazékka, majd FMOC-CI reagenssel az iminocsoporttal rendelkezé prolint és
hidroxiprolint reagaltatjak, igy egy kromatografias felvétel soran detektaljak az Gsszes
aminosav megfeleld szarmazékait [60—62]. Mivel e dolgozat {6 témaja az OPA/tiol ve-
gyiiletekkel képzett szarmazékok vizsgalata, ezért ennek a teriiletnek a részletes irodal-
mi hatterét a kisérleti eredmények targyaldsanal, a 6.1 fejezetben ismertetem.

Az peptidszintézisben népszeri FMOC-CI szarmazékképzo (3. abra/2) reagens
legnagyobb elonye, hogy szdrmazékai nagy érzékenységli UV illetve F1 detektalasra
adnak lehet6séget (a kimutatasi hatar kb. szaz fmol/aminosav), de a gyors reakcididot
(1-2 perc) és a képzddott szarmazékok nagyfoku stabilitasat (1. tablazat) is az elonyok
kozott lehet emliteni. A HPLC elvalasztast nagyban neheziti, hogy a reagens feleslege
vizes kozegben gyorsan hidrolizdl (FMOC-OH), majd a keletkezett karbonsav
dekarboxilezddik, és mivel az igy képzddott fluoreszcens alkohol (FM-OH, 4. dbra) a
kromatogram kozepén jelenik meg, zavarja az analizist [63]. Ennek kikiiszobolésére,
vagy pentanos extrakciot [64], vagy ugynevezett ,befagyasztd” reagenst hasznalnak (4.
abra). Ilyen befagyasztd reagens lehet példaul az 1-aminoadamantan [65], vagy a
hidroxil-amin [66, 67], amelyek az FMOC-CI reagens feleslegével reakcidoba 1épnek. A

pentanos extrakcid komoly hatranya, hogy bizonyos aminosavak (hisztidin, tirozin,
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lizin, ornitin) szarmazékai szintén extrahalédnak, ami jelentds, akar 50—75%-os veszte-
séget is okozhat. Raadasul sem az extrakcids sem a befagyasztd reagens modszerrel az

FM-OH teljes mértékben nem extrahalhato [68].

08 =07 =0 ~F

Ad= adamantil csoport FMOC-CI FMOC-OH FM-OH
e —

Befagyaszto reakcio Bomlas

4. abra. Az FMOC-CI szarmazékképz6 bomlasa €s a befagyasztd reakcidja 1-amino-
adamantannal

Az FMOC-CI reagensek a hisztidin ¢és tirozin aminosavakkal képzett mono- ¢és
diszubsztitualt szdrmazékai a koriilményektol (pH, homérséklet, reakcioidd) fiiggden
egyszerre keletkeznek, ami komoly nehézségeket okoz az elvalasztasban. Az irodalom-
ban javasoltak egy megoldast, amely a szarmazékképzési reakcid idejének meghosszab-
bitasan (40 perc), és pH értékének (11,4) novelésén alapul. Ennek hatasara csak
monoszubsztitualt hisztidin és diszubsztitualt tirozin keletkezett [64], de ebben az eset-
ben elveszett a reagens egyik legfontosabb elénye, mégpedig a gyors reakcidsebesség.

Az egyik legkedveltebb reagenst, a PITC-t (3. abra/3) kezdetben a peptidek ¢és
fehérjék Edman-féle végcsoport meghatarozasara hasznaltak (fehérje szekvenalas). Eb-
ben a reakcioban a PITC az N-terminalis aminosav szabad aminocsoportjaval reagal,
majd a savas kdzegben az els6 peptidkotés elhasad, amit gylriizarodas kovet. Az ami-
nosavbol végiil egy adott feniltiohidantoin (PTH) vegyiilet képzédik, mely RP-HPLC-
vel azonosithatd és mennyisége meghatarozhat6 [69]. El0szor adszorpcids kromatogra-
fiaval tortént a PTH szarmazékok elvalasztasa [70, 71], ezt hamar felvaltotta a
Zimmerman altal kifejlesztett RP-HPLC mddszer, amellyel mind a 20 fehérjeépité ami-
nosav meghatarozhato [72]. A PITC reagenssel torténd szarmazékkészitést enyhén lu-
gos kozegben kivitelezik. Ezért ez a reakcio tokéletesen alkalmas barmiféle vizmentes
minta aminosavainak (standard oldatok, fehérje hidrolizatumok, bioldgiai mintak) [73—
76] PTC-aminosav szarmazékokka torténd alakitasara. Az igy elkészitett szarmazékok
vizmentes formaban, mélyhiitdben korlatlan ideig eltarthatéak, és oldatban is stabilak
egy napig. A nagyfoku automatizalas naponta akar tobb szaz minta vizsgalatat is lehe-
tové teszi, akar a fehérjék hidrolizisének l1épését is magaba foglalva. A PITC reagens

hatranya, hogy a reagens feleslegét vakuum segitségével el kell tavolitani, mert a rea-
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gens feleslege reakcioba 1ép és karositja a kromatografias oszlopot, igy a folyamat hosz-
szadalmas. Az esszencialis aminosavszarmazékok elvalasztasanak optimalasat [77, 78]
és a fehérjehidrolizisek részletes koriilményeit [79-84] kutatocsoportunk is vizsgalta.

Az ugyancsak népszerit DABZYL-CI-dal késziilt szulfonamidszarmazék (3. ab-
ra/4) nagy elénye, hogy 420 és 450 nm kozott abszorbeal, igy a bioldgiai eredeti min-
takban jelenlevd szennyezOk zavar6 maétrixhatdsa elhanyagolhatova valik [85-88]. A
reakcid optimalis pH értéke a lugos tartomdnyban van (pH>>7), ez kedvez a
metioninban talalhatd tioétercsoport oxidacidjanak [87], ami megnehezitheti az anali-
zist. A modszer tovabbi hatranya, hogy vizeletmintak esetében a jelenlévé ammonia is
szarmazékot képez, ami neheziti az elvalasztast, és megkdveteli a minta specialis eloke-
zelését (pl. fagyasztva szaritas azaz ,liofilizalas”) [88]. Mint a legtobb szarmazékképzo
reagens, amelyeket ezen a teriileten alkalmaznak, a DANZYL-CI is az elsd 1épésben az
aminosavak aminocsoportjaval 1ép reakcioba (3. abra/5). A kovetkezd 1épésben, a rea-
gens feleslege reakcioba 1ép a mar szdrmazékkd alakitott aminosav karboxilcsoportjaval
és igy egy ugynevezett vegyes anhidrid képzddik (O,N-bisz-DANZY L-aminosav),
amely szén-monoxid kilépésével bomlik, és a keletkezett fluoreszkalé melléktermékek
(DANZYL-OH, DANZYL-NH;) egylitt elualodnak az elvalasztando
aminosavszarmazékokkal [89]. Tovabbi hatranyként emlithetd, hogy a reakcio teljes le-
jatszodasa viszonylag hossza id6t igényel (60 perc) mas modszerekhez képest, ami szin-
tén megneheziti az alkalmazast [90-92]. Az utobbi években a DANZYL- és DABZYL-
szarmazékok esetében megoldottak a kirdlis elvalasztast is, ahol vagy kiralis szelektoro-
kat alkalmaztak, mint pl. a y-ciklodextrint (y-CD) [93, 94], vagy kiralis oszlopokat
hasznaltak, amelyeken pl. a médositott LiChrosorb Si 100-as szilikagél oszlop, melyhez
kovalensen kotottek S-és R-fenil-alanin-amidcsoportokat [95].

Az AQC vegyiiletet (3. abra/6) Nimura és Cohen alkalmazta el6szor 1993-ban
[96-100], amely az aminocsoportokkal gyorsan és egy lépésben reagal, és egy jol mér-
het6 szarmazékka alakul. A modszer legfontosabb elényds tulajdonsaga az, hogy a
reagensfelesleg hidrolizisébdl szdrmazd 6-aminokinolin (AMQ) ¢és az aminosav-
szarmazékok emisszids spektrumainak maximumai kozott, csak 60 nm kiilonbség van,
ezért a kromatografias elvalasztas soran az elsoként elualodd6 AMQ csticsoknak nincs
szamottevd zavarod hatasa. Fontos tovabba, hogy a szarmazékképzés soran a pH érték
széles tartomanyban valtozhat (8,2-9,7), és csupan haromszoros reagensfelesleg is ele-
gend6 a kvantitativ reakciohoz. A mintakban jelenlevo egyéb anyagok, mint pl. sok és

detergensek nem zavarjdk az elvdlasztast. Az AQC reagens alkalmazasaval igen ala-
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csony kimutatasi hatarokat lehet elérni (par szaz fmol, kivéve a ciszteint) [98]. A sza-

mos emlitett elény ellenére a modszer nem igazan elterjedt.

3.1.2. Aminosavak meghatadrozdsa GC modszerrel

A gazkromatografia (GC) — a berendezés egyszeriisége €s olcsdsaga folytan — az
1960-as években valt az egyik legnépszeriibb és leghatékonyabb kromatografias mod-
szerré, de az alkalmazasokat tekintve, még napjainkban is a masodik helyen kell emlite-
ni a HPLC utan. Az aminok az alacsony forraspontjuk miatt altalaban jol €s konnyedén
vizsgalhatok a rutin GC-s modszerekkel [101,102]. Az aminosavakbol szarmazékot kell
képezni, mivel savas pH-n kationként, lagos pH-n anionként, semleges tartomanyban
pedig ikerionos formaban vannak jelen, megakadalyozva a kdnnyt parologtatast. Ennek
ellenére az aminosavak GC-s meghatarozasa, a bonyolult, két 1épésben torténd szarma-
z€kképzés ellenére is, megoldott és népszeri. A megjelent szamtalan kdzlemény és
konyv idézése helyett csak egy igen alapos és sokfajta szarmazékképzési technikat is-
mertetd miire hivatkozom [103].

Az aminosavak esetében, mint korabban emlitettem, kétlépéses szarmazékkép-
z¢s sziikséges, mivel legalabb két funkcios csoportjuk van (egy amino és egy karboxil).
Az elsO 1épés rendszerint a karboxilcsoport észteresitése, amelyet butil [104], propil
[105] vagy izobutil-alkohollal [106] kiviteleznek (5. abra). A masodik 1épésben az
aminocsoport acilezésére korabban ecetsav-anhidridet [107, 108] vagy propionil-
kloridot[109], ujabban fluortartalmu savanhidrideket alkalmaznak (5. abra). E termékek
lehetévé teszik a langionizacids detektornal (FID) nagyobb érzékenységet biztositd

elektronbefogasos detektor (EC) hasznalatat.

@) O
H
HoN COOH H2N COOR' R..)I\OJI\R..

R" N COOR’
R'—OH
D= S g ¢
R R* (0] R*

R: aminosav oldallanca

R': propil, izo-Butil

R': metil, Etil, CnF{2n+1)

R*: szarmazékkészités soran valtozott oldallanc

5. abra. GC technikaban alkalmazott kétlépéses szarmazékképzés alkohollal, majd sav-
anhidriddel.
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A szarmazékkészités sordn a kiilonb6z6 aminosavak oldallancanak funkcios
csoportjai okozzak a legnagyobb problémat, mivel az acilezési reakcié optimalis kortil-
ményei minden egyes aminosav esetében eltéroek. Ezért ahhoz, hogy minden aminosav
reprodukélhatéan szarmazékka alakuljon, szamos paramétert (hdmérséklet, reakcioido)
pontosan be kell tartani. Példaként egy egyszeri esetet emlitve, az arginin és a hisztidin
szarmaz¢ékka alakuldsa szempontjabol optimalis hdmérsékleten a triptofan mar bomlés-
nak indul. Leggyakrabban a trifluorecetsavat onmagaban (butil-észterek acilezése 140
%C-on, 10 percig, [110]), vagy metilén-dikloridban (butil-észterek acilezése 150 °C-on,
5 percig, [104, 111]), illetve acetonitrilben (propil-észterek acilezése 150 °C-on, 5 per-
cig, [112, 113]) oldva alkalmazzak.

A kétlépcsOs szarmazékkészités bonyolultsaga miatt egylépcsds technikakat is
kidolgoztak. Az aminosavak egylépcsOs szdrmazékka alakitasa trimetilszilil- (TMS)
[114-116] és terc.-butildimetilszilil funkcids csoportu reagensekkel (TBDMS) [117—

123] széles korben alkalmazott modszer (6. abra).

(o]
H,N COOH R | N s|'/ X
2 1
\( reagens \si/ 0/
T |
R R*
R: aminosav oldallanca reagens: trimetil-szilil-klorid = TMS-CI ~ CI—Si—

R': metil, terc.-butil
R*: szarmazékkészités soran valtozott oldallanc
hexametil-diszilazan = HMDS

6. abra. A GC technikaban alkalmazott egylépéses szarmazékképzés trialkilszilil rea-
gensekkel, (szililezés)

A TMS reagenssel torténd szarmazékkészités hatranya, hogy az arginin
ornitinné, a glutamin glutaminsavva, az aszparagin aszparaginsavva alakul, a tobbi fe-
hérjealkotdé aminosavbol pedig 15 perc alatt, 150°C-on, egyetlen kromatografias cstcs-
ként elualodd, N-TMS-TMS-észter képzddik [103]. A TBDMS szarmazékképzo rea-
gens esetében a nem kivant mellékreakciok hattérbe szorulnak, az arginin, a glutamin és
az aszparagin atalakulas nélkil reagdl, ami tdmegspektrometrias detektor (MS) alkal-
mazasa esetén érzékeny meghatarozast tesz lehetové és konnyen azonosithatd tomeg-
spektrumokat szolgaltat [121-123].

A masik gyakori, egy IépcsOben torténd Eszteresitést és alkilezést alkil-
klorformiat alkalmazasaval oldottdk meg [124-128], melynek soran a megfelelo N-

(0,S)-alkoxikarbonil-aminosav-alkil-észterek keletkeznek (7. abra).
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R: aminosav oldallanca
R': alkilcsoport
R*: szarmazékkészités soran valtozott oldallanc

7. abra. GC technikéban alkalmazott egylépéses szarmazékképzési alkil-klorformiat re-
agensekkel

A moédszer hatranya, hogy a szarmazékképzés nem egyértelmiien kvantitativ, il-
letve bizonyos aminosavak meghatarozott funkcids csoportjai (példaul az arginin
guanidin nitrogénje, a triptofan, az indol és, a hisztidin imidazol gytrlje, valamint a
szerin, treonin €s a hidroxiprolin hidroxilcsoportja) nem vesznek részt a szarmazékkép-

zésben [124], ezzel ndvelve a parologtatasi hdmérsékletet.

3.1.3. Aminosavak meghatarozasa kapillaris elektroforézissel (CE)

A kapillaris elektroforézis (CE) az egyik legtjabb elvalasztastechnikai modszer,
amely kiilondsen hatékonyan alkalmazhaté mind a kémiai, mind a bioldgiai eredeti
mintak elemzésében [129—-131]. A CE technikak hatalmas eldnye, hogy a tdnyérszamuk
egy nagysagrenddel nagyobb, mint a HPLC vagy GC technikdké (a millios tanyérsza-
mot is elérhetik), igy az elvalasztas idejét akar percekre is le lehet csokkenteni. A CE
modszer hatranya azonban a bonyolult miiszerezettség és a viszonylag draga berende-
z¢s. Az aminosavak elvalasztasara a kapillaris zonaelektroforézis (CZE), valamint a
micellaris elektrokinetikus kapillaris kromatografia (MEKC) valt be a legjobban. A
CZE esetében mind a szarmazékképzés nélkiili (15 aminosav, 20 perc, UV detektalas
185 nm-en) [132], mind a szarmazékképzéses eljaras alkalmazhat6. A CE modszernél
az UV jelek detektalasa rendszerint a kapillarisban torténik, de az érzékenység tovabb
novelhetd 1ézerindukalt fluoreszcencias detektorral (LIF), ha fluoreszcensen aktiv szar-
mazékokat hasznalunk. Fontos megemliteni, hogy a CE esetében is megoldottak az MS
technika alkalmazasat, ami 01j tdvlatokat ad e moédszernek.

Kiralis elvalasztasokra a CE modszer kivaldan bevalt, és mind a szarmazékkép-
zés nélkiili, mind a szdrmazékképzési technikara kidolgoztak a megfeleld eljarasokat. A
szarmazékképzés nélkiili elvalasztasoknal kiralis szelektor vegyiileteket alkalmaznak

[133-137], mig a masik esetben, kiralis szarmazékképzéssel diasztereomer
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vegyliletparokat hoznak létre, melyeket akiralis koriilmények kozott kromatografalnak
[135, 138, 139].

Tovabbi egyszeriisitést jelent, hogy a HPLC meghatarozasoknal mar megszo-
kott, a 3. abran mar részletesen ismertetett szarmazékképzd reagensek altalaban jol
hasznalhatoak a CE technikaban is, mint pl.:

1. az OPA/MCE reagens alkalmazasaval [140, 141] 7 aminosavat 16 perc alatt sikertilt
elvalasztani [141];

2. 15 DANZYL-aminosav elvalasztasat valositottak meg natrium-dodecil-szulfat (SDS)
¢és natrium-kolat — mint feliiletaktiv anyagok — alkalmazasaval MEKC technika segitsé-
gével [142];

3. a vankomicin kivaloan alkalmas a kiralis szelektor szerepére €s alkalmazasaval 12
FMOC-aminosavszarmazékot valasztottak el [143];

4. osszesen 20 fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) modositott aminosav elvalasztasat ol-
dottdk meg az elektrolitrendszerhez adagolt szerves modositok és a-ciklodextrin segit-

ségével [144].

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a CE technika korantsem tokéletes és még sok fel-
adatot kell megoldani, ugymint:

1. a szarmazékképzés helyének optimalasat (oszlop elott, oszlop utan, vagy kozvetleniil
az oszlopon tortén;jék);

2. a mennyiségi értékelés és a migracios idok reprodukalhatdsaganak javitasat;

3. az elvalasztandd aminosavkomponensek szamanak ndvelését;

4. a nagyszamu, kisérleti allapotu technika gyakorlati hasznositdsat mindennapos anali-

tikai feladatok megoldasara [145, 146].
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3.1.4. Aminosavak és aminok meghatarozdsa vékonyréteg-kromatografiaval (TLC)

A vékonyréteg-kromatografia volt talan az elsé konnyen és rutinszertien alkal-
mazhaté kromatografids modszer tobbkomponensii aminosavak [147,148], aminosav-
szarmazékok és aminok [149-153] keverékének egyidejii kvalitativ és fél-kvantitativ
elemzésére. Gyorsasaga és egyszeriisége miatt még ma is mind az egy [154,155] mind a
kétdimenzids [156] modszert alkalmazzédk. Mivel a szabad aminosavaknak és biogén
aminoknak, par kivételtdl eltekintve, nincs UV elnyelése a vékonyréteg-
kromatografiaban alkalmazott UV lampak tartomanyaban, ezért elohivoszert kell alkal-
mazni.

1. A legelterjedtebb el6hivoszer a ninhidrin, amely lila szinnel jelzi (abszorpcids maxi-
mum = 570 nm) a primer aminocsoport jelenlétét (2. abra). A szekunder amino csoport,
mint a prolin és a hidroxiprolin esetében, egy sokkal gyengébb sargasbarna (abszorpcids
maximum = 405440 nm) szinnel jelentkezik.

2. A masik legnépszeriibb festési eljards a klor- illetve jodtolidin alkalmazasan alapul.
Elonyiik, hogy érzékenyen reagalnak a primer, szekunder és tercier aminocsoporttal
egyarant, igy minden aminosav, aminosavszarmazék €s amin kimutatasara alkalmasak.

Hatranyos, hogy a reagens rakkelto.

3. Jod reagens alkalmazasaval a legtobb kromatografidsan futtatott anyagot meg lehet
jeleniteni, ha polaros csoportokat tartalmaznak. Hatrany, hogy a festés intenzitasa igen
gyenge, bar a klortolidines modszerrel az intenzitas tovabb novelheto.

Az alacsony tanyérszammal fiigg Ossze, hogy a mnormal vékonyréteg-
kromatografia alkalmazasaval csak néhany komponens valaszhat6 el, igy ez nem haté-
kony modszer. Hatranyainak kikiiszobolésére dolgoztak ki a tilnyomasos vékonyréteg-
kromatografiat mas néven az OPTLC-t. Nagy elonye, hogy tulnyomas alkalmazasaval
jelentésen megndtt a mdodszer hatékonysaga és reprodukalhatosaga, igy gyakorlatilag
mar az Osszes természetes aminosav elemzése rovid id6 alatt és reprodukalhatoan elvé-
gezhet6. Az aminosavak vékonyréteg-kromatografias vizsgalatdnak tovabbi részletezé-
sétdl eltekintek, mivel analitikai jelentOsége elhanyagolhato. Sem a szamos allofazis,
sem az igen valtozatos szarmazékképzo eljarasok alkalmazasa nem hozott megoldast,

igy a modszerek mar csak a szerves laboratoriumokban van nélkiilozhetetlen szerepe.
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3.1.5. Aminosavak és aminok meghatarozasa ioncserés folyadékkromatografiaval (IEC)

Az aminosavak mindségi-mennyiségi meghatarozasara kidolgozott automatikus amino-
sav-analizatorok, melyek az ioncserés komatografia (IEC) elvén mikdédnek, negyven
éve jelentek meg a kromatografiaban [157], és hosszl ideig az egyetlen és vezetd mod-
szernek bizonyultak ezen a teriileten. Az 1960-as években el6szor a GC, majd az 1970-
es évektdl a HPLC vette at a vezetd szerepet az aminosavak elemzésében, igy napjaink-
ban az aminosav-analizatorok hasznalata hattérbe szorult. Ennek magyarazata a hosszas

elemzési idokben (2 6ra) és a késziilék egyoldalu felhasznalhatosagaban keresendo.
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4. CELKITUZES

Kutatomunkank elsddleges célja az volt, hogy felderitsiik az OPA/tiol és a pri-
mer aminocsoport kozotti reakciokban 1étrejove termékek stabilitasaban mutatkozo je-
lentds kiilonbségek okat. Ezt kovetden célul tiiztiik ki a keletkezd termékek azonosita-
sat, az atalakulési reakciok visszaszoritasat, majd lehetdség szerint egyszert analitikai

modszerek kidolgozasat. A fentieknek alapjan a dolgozat két nagyobb részbdl all.

4.1. Irodalmi adatok

Célkitizésiinknek megfeleléen, a munka megkezdése elétt feldolgoztuk az 1992-
tol 2002-ig tartd id6szak Osszes, aminosavakkal foglalkozo, nemzetkozi folyodiratban
megjelent cikkét. Ezt a 613 cikket a szarmazékképzés tipusa szerint csoportositottuk,
osztalyoztuk (1. tablazat). A leggyakrabban haszndlt szarmazékképzd reagensek a
savhalogenidek (FMOC-CI), a fenil-izotiocianat-szarmazékok, a DANZYL ¢és rokon
vegylileteik, valamint az OPA kiilénb6z6 tiolokkal alkotott keverékei. Mint szarmazék-
képzo reagens koziiliikk az OPA emelkedik ki, gyakorlatilag az analizisek majdnem ne-
gyedét ezzel a reagenssel végzik. Ezt a népszerliséget — amint azt a bevezetoben mar
emlitettiik — az OPA-val képzett szarmazékok szamos elényds tulajdonsagaval magya-
razhatjuk, azaz:
a) a szarmaz¢kképzo reakcid egyszert, vizes kdzegben is kivitelezhetd, és pillanatszer(;
b) a reakcid szelektiv, ezért természetes matrixokban is alkalmazhato;

¢) magas érzékenység érhetd el, mind UV, mind fluoreszcencias detektalassal.

A moddszernek két jelentOs hatranya van:

a) az OPA/tiol csak a primer aminocsoporttal reagal a 3. abran felirt egyenlet szerint,
igy a prolin és hidroxiprolin mérésére nem hasznalhato;

b) az egyes aminosavak és aminok OPA szarmazékai a masféle szarmazékoknal jelen-
tésen bomlékonyabbak. Csoportunk ennek a kérdésnek megvilagitasara kereste a va-

laszt.
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5. A MODSZEREK LEIRASA

5.1. A kisérletekhez felhasznalt anyagok

A felhasznalt anyagok és reagensek mindegyike analitikai tisztasdgu volt. A trietil-
amint (TEA), az OPA-t, MPA-t, NAC-t a Sigmat6l (St. Louis, MO, USA), mig az ami-
nosavakat és aminokat részben a Sigmatol, részben a Servatol (Heidelberg, Németor-
szag) vasaroltuk. A szerves eluensként hasznalt acetonitrilt, metanolt és tetrahidrofurant
(THF) a Romil Chemicalstol (Leics., UK) szereztiik be. A védett aminosavakat az MTA
Peptidkémiai Tanszéki Kutatointézetétol kaptuk, melyek tisztasaga minden esetben na-

gyobb volt 99%-nal.

5.2. A mintak

A vizsgalatainkhoz hasznalt voros és fehér borokat illetve a bak, lager és klasszik soro-

ket (Dreher) és a borecetet hagyomanyos ¢lelmiszeriizletekben szereztiik be.

5.3. Alkalmazott eszkozok

A doktori munkam sordn kétféle HPLC késziiléket alkalmaztunk. A vizsgalatok na-
gyobb részét a tanszékiinkon taldlhatd, UV és fluoreszcens detektorral ellatott HPLC
késziilékkel végeztik. A tOmegspektrometrids vizsgalatokhoz a Novény- és Talajvé-
delmi Kutatointézetben 1évé HPLC-MS késziiléket hasznaltunk, amiben Téth Ferenc

volt segitségiinkre.

5.3.1. A HPLC-UV-Fl rendszer

A HPLC-UV-FI méréseket Waters tipust késziiléken végeztiik, amely egy Waters 600-
as vezerlobol, egy négyfejes pumparendszerbol, egy termosztalhatd oszloptartdébol, egy
Waters 717 automata mintaadagolobol, egy Waters 996 fotodiddasoros (PDA) detektor-
bol és egy ehhez sorba csatlakoztatott Waters 274 fluoreszcens detektorbol all. A rend-
szer miikodését a Millennium 2010 szoftver biztositotta (1992-95, ISO 9002 szabvany).
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5.3.2. A HPLC-UV-MS rendszer

A HPLC-UV-MS méréseket egy Spectra System (ThermoSeparation Products, San
Jose, CA, USA) HPLC késziiléken végeztiik, amely egy UV 2000 (két hullamhosszon
detektalo), illetve egy Finnigan Aqua (ThermoQuest, Manchester, UK)
tomegspektrometrias detektorral volt sorba kapcsolva. A rendszer milkodését az

Xcalibur, RevisionB 1997 szoftver biztositotta.

5.3.3. Az alkalmazott kromatogrdfias oszlopok leirdsa

Az elvalasztasokat két kiillonbozo forditott fazisu oszlopon végeztiik (a tovabbiakban C-

1, C-2), amelyek adatait a 2. tablazatban foglaltunk 6ssze.

2. tablazat. A doktori munka soran alkalmazott analitikai oszlopok

jele neve mérete toltet elotét oszlop
C-1 Hypersyl 150 mmx4 mm 5 um, C18 20 mmx4 mm
C-2 Hypersyl 200 mmx4 mm 5 um, C18 20 mm*4 mm

A C-1 — C-2 jelt kisérleti oszlopokat a BST forgalmazza. Az elétét oszlopok minden

esetben az analitikai oszloppal megegyez6 toltetet tartalmaztak.

5.3.4. Egyéb alkalmazott késziilékek

Az eluensek, reagensek €s a mintak oldatainak pH mérésére Radelkis OP-208/1-es tipu-
su precizios pH-mérdt (Radelkis, Budapest, Magyarorszag) hasznaltunk.
A mintak vizmentesitése vakuumleparlo késziiléken (Rotavapor, Biichi, Svajc) < 60°C

homérsékletli vizfiirdobal tortént.
5.4. Standard oldatok
A vizsgilatokhoz, az egyes aminosavakbol (2,5 x 107 mol/liter/aminosav) és

aminokbél (1-2 x 10~ mol/liter/amin) tobbféle egyenkénti-, illetve sszetett torzsolda-

tot készitettiink, desztillalt vizben torténé oldassal.
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Osszetett torzsoldatok:

Az aminosavakbol készitett torzsoldatok-, a tovabbiakban ST1-ST7- osszetétele:

ST1 ésszetétele: aszparaginsav, glutaminsav, szerin, alanin, valin, tirozin, leucin, fenil-
alanin

ST2 osszetétele: aszparagin, glutamin, homoszerin, treonin, arginin, homoarginin,
metionin, cisztein, izoleucin, triptofan

ST3 dsszetétele: hisztidin, B-alanin, ornitin

ST4 osszetétele: glicing GABA, lizin

ST5 dsszetétele: aszparaginsav, glutaminsav, szerin, glicin, GABA, alanin, valin, tirozin,
leucin, fenilalanin, lizin

ST6 bsszetétele: aszparagin, glutamin, B-alanin, homoszerin, hisztidin, treonin, arginin,

homoarginin, metionin, cisztein, izoleucin, triptofan, ornitin

Az aminokbdl keészitett torzsoldat — a tovabbiakban ST7 — dsszetétele: etanolamin, hisz-
tamin, metil-amin, agmatin, etil-amin, izopropil-amin, propil-amin, tiramin, putreszcin,
kadaverin, izobutil-amin, butil-amin, izoamil-amin, feniletil-amin, hexil-amin, heptil-

amin és oktil-amin

Az OPA térzsoldat készitése: 0,256-0,512 g, analitikai pontossaggal mért OPA-t felol-
dottunk 25,0 ml metanolban (1,024-2,048 g/L, a tovabbiakban: metanolos OPA oldat).

5.5. Pufferoldat

A borat pufferoldat készitése: 0,2 M kalium-klorid és 0,2 M borsavat tartalmazé oldatot
elegyitettiink 0,2 M-os natrium-hidroxid oldattal (pH 9,9 =+ 0,05), 50 : 50 térfogatszaza-
1ékban.

5.6. Reagensoldat

Az OPA/MPA reagensoldat készitése: 5,0 ml metanolos OPA oldatot 20,0 ml borat puf-

ferrel és valtozd mennyiségli 50200 ul MPA oldattal elegyitettiik, majd az oldat pH-jat
9,3+0,05-re allitottuk.
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Az OPA/NAC reagensoldatok készitése: 5,0 ml metanolos OPA oldatot valtozo 0sszeté-
teli, 20,0 ml 0,0967-0,387 g NAC-ot tartalmazo borat pufferrel elegyitettilk, majd az
oldat pH-jat 9,3 + 0,05-re allitottuk.
Az MPA ¢és NAC feleslegét az OPA-hoz képest tdg hatarok kozt valtoztattuk
{OPA/MPA(NAC) = 1/0,5 — 1/50}.

5.7. Szarmazékkészités

5.7.1. Szarmazékképzés

380 ul mintaoldathoz 120 ul OPA/MPA vagy OPA/NAC reagenst adtunk. A kapott ele-
gyet alaposan 0sszekevertiik, majd 4°C-on tartva 7 perc, 3 6ra vagy 6 6ra mulva az oldat

20 pl-ét injektaltuk.

5.7.2. A szarmazékképzd reagensek jellemzése és ellendrzése

A miveleti iires mérések ¢és a reagens oldatok stabilitdsanak vizsgalata soran alkalma-
zott szarmazékképzési reakciokhoz frissen készitett reagensoldatokat hasznaltunk, me-
lyeket 90 percig pihentettiink az elsd felhasznalasig [169]. A reagensoldatokat ~4 °C
héfokon, hiitdszekrényben, eltérd ideig taroltuk és automata mintaadagoloval injektal-
tuk (Waters 717, ~4 °C héfokon termosztalva). Az analizisek soran naponta legalabb

kétszer végeztiink milveleti lires mérést.

Az 5.6. fejezetben ismertetett reagensoldatokat a stabilitasi vizsgalatok alapjan, < 9 na-
pig hasznaltuk szarmazékkészitésre. Ennek soran az aminosavak, és aminok egyenkénti
oldataibol (ST1-ST7), illetve ezek adott keverékeinek torzsoldataibol 380 pl-es részle-

tet 120 pl reagensoldattal elegyitettiik és 7 percig reagaltattuk az injektalas elott.
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5.8. Detektalas

Doktori munkamban kétféle, kiilonb6z6 detektorral ellatott HPLC késziiléket alkalmaz-
tunk.

5.8.1. A HPLC-UV-Fl rendszer [1,2]

A mérések soran a PDA ¢és fluoreszcens detektorokat — ebben a sorrendben sorba kap-
csolva — alkalmaztuk, igy egy kromatografias felvételrdl egyidejiileg kétféle
kromatogramot, illetve sziikség esetén 3D-spektrumokat is rogzithettiink. A spektrumo-
kat 190—400 nm hullamhosszok kozott vettiik fel, az OPA/MPA~NAC/aminosav- ill.
aminszarmazékok 334 nm-en. Az izoindolvegyiiletek fluoreszcencias valaszjelét 337

nm-es gerjesztési- és 454 nm-es kibocsatasi hullamhosszaknal mértiik.

5.8.2. A HPLC-UV-MS rendszer [3]

A HPLC-MS mérésekben az UV ¢és tomegspektrometrias detektalas szimultan zajlott.
Az UV detektalas 334 nm-en tortént, ami az OPA/tiol-szarmazékok UV abszorpcios
maximumanak felel meg. Az MS detektalas sordn ugynevezett ,.elektron spray” (ESI)
ionizacios technikat (pozitiv modban) alkalmaztunk, az 50-1600 tomegegység-
tartomanyban. Az alkalmazott ionizacids gaz homérséklete az aramlasi sebességtol fiig-
gben 200 °C (200 pl/perc), illetve 380 °C (1 ml/perc), az alkalmazott ionizalo fesziiltség
3,5 kV volt.
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5.9. Eluens rendszer

A doktori munkam soran haromféle eluens rendszert alkalmaztunk, amelyeket az adott

vizsgalatokhoz és feladatokhoz optimaltunk.

5.9.1. Az OPA/MPA- és OPA/NAC-szarmazékok bomlasanak HPLC kévetése soran al-
kalmazott eluens rendszer [1,2]
A reagens oldatok és az OPA/tiol/aminosav-, illetve aminszarmazékok oldatainak stabi-

litas- és reprodukalhatosagi vizsgalataihoz, a kdvetkezo eluenseket hasznaltuk:

(A) eluens: 0,05 M-os natrium-acetat oldat, melyet 7,2 pH értékre allitottunk.

(B) eluens: 0,10 M-os natrium-acetat—acetonitril-metanol elegy (46:44:10), melynek
pH-jat szintén 7,2 értékre allitottuk.

A megfeleld pH-értékli oldatokat jégecet, illetve 50%-0s natrium-hidroxid, valamint

ezek higitott oldatainak cseppenkénti adagolasaval nyertiik.

Az elvalasztasok soran egy egyszeri, 10 perces linearis gradiens programot alkalmaz-

tunk (3. tablazat), az aramlasi sebesség 1,8 ml/perc, az oszlop hdmérséklete 30°C volt.

3. tablazat. Gradiens program az OPA/tiol/aminosav-
szarmazékok elvalasztasdhoz

Lépcso 1d6 Aramlés A B
(perc) (ml/perc) (%) (%)
1 0,00 1,80 100 0,0
2 10,00 1,80 0,0 100,0
3 13,00 1,80 0,0 100,0
4 15,00 1,80 100,0 0,0
5 23,00 1,80 100,0 0,0
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5.9.2. Az OPA/MPA- és OPA/NAC-szarmazékok HPLC-MS vizsgalata soran alkalma-
zott eluens rendszer [3]
Az OPA/tiol/aminosav- illetve aminszdrmazékok oldatainak HPLC-MS vizsgalataihoz,

a kovetkez6 eluenseket hasznaltuk:

(A) eluens: 0,0025 M-os ammoénium-acetat oldat, melyet 7,2 pH értékre allitottunk.

(B) eluens: 0,0050 M-os ammoénium-acetat—acetonitril-metanol elegy (46:44:10) volt,
melynek pH-jat szintén 7,2 értékre allitottuk.

A megfeleld pH-értékii oldatokat 1M-os ecetsav, illetve 1M-0s ammonium-hidroxid ol-

dat cseppenkénti adagolasaval nyertiik.

Az elvalasztasok soran egy egyszerd, 10 perces linearis gradiens programot alkalmaz-
tunk (4. tablazat), az dramldsi sebesség az ionizacid homérsékletétdl fiiggden 200

pl/perc (200°C) illetve 1,0 ml/perc (380°C), az oszlop homérséklete 30 °C volt.

4. tablazat. Gradiens program az OPA/tiol/aminosav-
szarmazékok elvalasztasahoz HPLC-MS késziiléken

Lépesé Idé Aramlas A B
(perc) (ml/perc) (%) (%)
1 0,00 1,00 100 0,0
2 10,00 1,00 0,0 100,0
3 13,00 1,00 0,0 100,0
4 15,00 1,00 100,0 0,0
5 23,00 1,00 100,0 0,0

5.9.3. 20 aminosav és 17 amin OPA/tiol-szarmazékanak egyiittes elvalasztasara alkal-

mazott eluens rendszerek [5,0]

Az aminosavak €s aminok OPA/MPA- ¢s OPA/NAC-szarmazékainak tulajdon-

sagait eltér6 HPLC modszerek felhasznalasaval jellemeztiik.
1. Az els6 modszert (1. MODSZER) 21 aminosav elvalasztasara dolgoztuk ki és a ko-

vetkezd eluenskombinaciot hasznaltuk, ami az MPA- és a NAC- tiol segédreagens al-

kalmazasatol fiiggden kétféle volt (5. tablazat.)
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5. tablazat. Optimalis gradiens program az OPA/tiol/aminosav-szarmazékok elvalasztasahoz

OPA/NAC program (1A. MODSZER)

OPA/MPA program (1B. MODSZER)

Lépés  Idé Aramlas A B Lépés  Id6  Aramlas A B
(perc)  (ml/perc) (%) (%) (perc)  (ml/perc) (%) (%)

1 0,0( 2,1 99,5 0,5 1 0,00 1,3 99,5 0,
2 4,0( 2,1 99,0 1,0 2 6,00 1,3 99,0 1,(
3 8,0( 2,1 90,0 10,0 3 8,00 1,3 97,0 3.
4 10,00 2,1 75,0 25,0 4 9,00 1,3 93,0 7.
5 15,00 2,1 65,0 35,0 5 11,00 2,3 85,0 15,0
6 19,00 2,1 55,0 45,0 6 12,00 2,3 81,0 19,0
7 21,00 2,1 0,0 100,0 7 16,00 2,3 72,0 28,0
8 24,00 2,1 0,0 100,0 8 19,00 2,3 72,0 28,0
9 26,00 2,1 99,5 0,5 9 22,00 2,3 65,5 35,0
10 37,00 2,1 99,5 0,5 10 26,00 2,3 0,0  100,0

11 28,00 2,3 0,0  100,0

12 29,00 2,3 99,5 0,

13 40,00 2,3 99,5 0,

2. A 17 amin elvalasztasara kétféle modszert dolgoztuk ki (2A és 2B MODSZER), att6l

fiiggden, hogy NAC vagy MPA tiol segédreagenst alkalmaztunk. A kovetkezd

eluenskombinaciot hasznaltuk (6. tablazat.):

6. tablazat. Gradiens program az OPA/tiol/aminosav-szarmazékok elvalasztasahoz HPLC-MS késziilé-

ken

OPA/NAC program (2A. MODSZER)

OPA/MPA program (2B. MODSZER)

Lépcsé Id6  Aramlas A B Lépcsé Id6  Aramlas A B
(perc) (ml/perc) (%) (%) (perc) (ml/perc) (%) (%)
1 0,00 1,0 60,0 40,0 1 0,00 1,3 60,0 40,0
2 24,00 1,0 25,0 75,0 2 20,00 1,3 30,0 70,0
3 27,00 1,0 0,0 100,0 3 24,00 1,3 10,0 90,0
4 27,10 1,4 0,0 100,0 4 29,00 1,3 0,0 100,0
5 30,00 1,4 0,0 100,0 5 30,00 1,8 0,0 100,0
6 31.00 1,4 60,0 40,0 6 31.00 1,8 60,0 40,0
7 35,00 1,4 60,0 40,0 7 35,00 1,8 60,0 40,0

3. Végiil 20 aminosav és 17 amin elvélasztasara a 3. MODSZERT alkalmaztuk:

(A) eluens: 0,05 M-os natrium-acetat oldat, melyet 7,2 pH értékre allitottunk.

(B) eluens: 0,10 M-os natrium-acetat—acetonitril-metanol elegy (46:44:10) volt, mely-

nek pH-jat szintén 7,2 értékre allitottuk.

(C) eluens: metanol

(D) eluens: acetonitril

A megfelelo pH-értékli oldatokat jégecet, illetve 50%-o0s natrium-hidroxid cseppenkénti

adagoléasaval nyertiikk. Az elvalasztasok soran egy meglehetésen bonyolult, 53 perces
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tobblépcsds gradiens programot alkalmaztunk (7. tablazat), ahol mind az adramlési se-

bességet, mind az oszlop homérsékletét valtoztattuk.

7. tablazat. Optimalis gradiens program az OPA/MPA/aminosav-

(Prg-1, T-3 jelii oszlop, 50°C) és az OPA/tiol/aminosav-
szarmazékok elvalasztasahoz (Prg-2, T-2 jelii oszlop, 30°C)
Lépesé  Idé  Aramlas A B C D
(perc)  (ml/pere) (%) (%) (%) (%)
1 0,00 1,3 97,0 3,0 0,0 0,0
2 8,00 1,3 97,0 3,0 0,0 0,0
3 9,00 1,3 93,0 7,0 0,0 0,0
4 11,00 1,7 85,0 15,0 0,0 0,0
5 12,00 1,7 81,0 16,0 3,0 0,0
6 16,00 1,7 72,0 18,0 8,0 2,0
7 19,00 1,5 72,0 8,0 16,0 4,0
8 29,00 1,5 60,0 26,0 10,0 4,0
9 42,00 1,3 60,0 25,0 15,0 0,0
10 45,00 1,3 22,0 71,0 0,0 7,0
11 48,00 1,3 0,0 86,0 7,0 7,0
12 48,10 1,7 0,0 86,0 7,0 7,0
13 40,00 1,7 97,0 3,0 0,0 0,0
14 53,00 1,3 97,0 3,0 0,0 0,0
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6. A KISERLETi EREDMENYEK TARGYALASA

6.1. Irodalmi el6zmények

Ahogy a bevezetében ismertettem (3.1.1.3. fejezet), az aminosavak esetében alkalma-
zott, oszlop eldtti szarmazékképzési modszerek koziil az OPA/tiol reagensek alkalmaza-
sa az egyik legkedveltebb és legelterjedtebb. A szarmazékképzés soran tobb bomlési
vagy atalakulasi termék jelenik meg és zavarja a mérést, amit szamos pulikacidban e
modszer komoly hatranyaként emlitenek [42]. A reakcioban keletkezd 1-alkiltio-2-alkil-
szubsztitualt izoindolszarmazékok (roviden izoindol-aminosav vagy izoindol-amin, 3.
abra) stabilitasat a tiol segédreagens Osszetétele és kémiai szerkezete nagymértékben
befolyasolja [158]. Kordbban az egyszeriibb MCE-t alkalmaztak (az 0sszes meghataro-
zas tobb mint 60%-aban [158]), és ez szamos hatranya ellenére napjainkban is igen nép-
szerd.

Az 1980-as években tudomanyos alapossaggal dsszehasonlitottak a 2-merkapto-
etanol (MCE), a 3-merkapto-propanol (MCP) és az etantiol (ET) segédreagenssel ké-
szllt izoindolszarmazékok stabilitasat [159,160], hat modellvegyiilet (propil-amin,
GABA, B-alanin, glicin, 3-aminovajsav ¢s alanin) esetében. A B-alaninszarmazék stabi-
litisa a kovetkezd sorrend szerint valtozott: OPA-MCP > OPA-ET > OPA-MCE
[159,160]. Megallapitottak tovabba, hogy az OPA-ET reagenssel képzett szarmazékok
atlagos fluoreszcencias intenzitdsa mintegy hétszerese az OPA-MCE reagens szarmazé-
kaihoz képest. Tovabbi vizsgalatok kimutattdk, hogy az OPA/B-alanin arany novelése
(azaz az OPA feleslegének novelése) katalizalja ezen szarmazékok bomlasat vagy atala-
kulasat, vagyis csokkenti azok stabilitasat [159]. Mas vizsgalatok szerint, az MPA
segédreagens alkalmazasaval — mind az alanin [161], mind a 17 aminosav esetében
[162] — stabil szarmazékok keletkeztek [158]. A NAC segédreagenssel nagyobb stabili-
tasu szarmazékok keletkeznek [163-165], és ez a moddszer alkalmas a D- és L-
enantiomer aminosavparok elvéalasztdsdra, mivel a szarmazékképzés soran
diasztereomerek jonnek 1étre.

A kovetkez6 fejezetben az irodalomban eddig kozolt ellentmond6 adatokat fog-
lalom Gssze. Széles tartomanyban valtoztattak az OPA-, MPA- ¢és NAC-oldatok kon-
centraciojat (0,18-5,0 mg/ml; 0,18-5,0 upl/ml; 0,33-3,3 mg/ml), valamint az A
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latok soran az OPA/tiol-tartalmti reagens molaranyait csak sziik régidban valtoztattak
([OPAY[MPA] = 0,32-0,65 ¢és [OPAJ/[NAC] = 0,32-2,0), az OPA/aminosav
molardnyok esetében nagy tartomanyban vizsgaltak ([OPA]/[aminosav] = 1-3x10%). A
hatalmas OPA felesleg a szdrmazék stabilitasanak jelentds csokkenését eredményezte
[50, 159], és talan ennek is kdszonhetd az az dltaldnosan elterjedt nézet, hogy a szarma-
z¢kok rendkiviil bomlékonyak. Az MPA- és NAC-szarmazékok stabilitasat és spektralis
jellemzait (UV és Fl) kutatocsoportunk széles korben vizsgalta [166].

A reagensoldatok élettartamara vonatkoz6 adatok még inkabb ellentmondésosak.
Egyes kutatok szerint a szobahémérsékleten tarolt oldatok 1-3 napig [56, 167, 49], egy
hétig [195], vagy akar egy honapig is hasznalhatdéak [164]. Masok a hiitészekrényben
tarolt oldatokkal egy hétig [47, 60, 162, 163] vagy akar harom hétig [51] is dolgoztak. A
felhasznalas id6tartalmaval kapcsolatos kutatdsokat Vasanits Anikd doktori dolgozata
tartalmazta.

Munkam egyik f6 célja a szarmazékképzési reakcid soran keletkezd elsddleges
termék tovabbi atalakulasabol szdrmazo vegyiiletek szerkezetének felderitése. Korabb-
rol ismert irodalmi adatok alapjan Simons és munkatarsai [168—171] részletesen tanul-
manyoztdk az OPA és a propil-amin reakcidjat tiolcsoportot tartalmazd kiilonb6zd
segédreagensek jelenlétében. '"H NMR modszerrel igazoltik [170], hogy az OPA, Pr—
NH; ¢és tBu—SH reakcidjaban elsddlegesen keletkezd szarmazék (1-terc-butiltio-2-propil
izoindol) szobahOmérsékleten atalakul egy nagyobb stabilitdsu vegyiiletté (1,3 di-terc-
butiltio-2-propilizoindol) (9. abra). A keletkez6 vegyiilet UV spektrumaban egy gyenge
“voros eltolodas™ észlelhetd (333 nm-rél 344 nm-re) [170], mikdzben a molaris ab-
szorpcidja majdnem kétszeresére nodtt az elsdédlegesen keletkez6 izoindolszarmazékhoz
képest (9,3 x 10*-r61 17,0 x 10°-ra) [170]. Ezen eredmények alapjan elészor azt feltéte-
leztiik, hogy az altalunk vizsgalt atalakulasi termékek valosziniileg a megfelelé amino-
savak 1,3-ditioszarmazékaiva alakulnak, mert a reakcioidd elérehaladtaval mennyiségiik
nagymértékben noétt, a keletkezd atalakuldsi termékek abszorpcids maximum értékei
pedig ugyancsak hasonld “vords eltolodast” mutattak (334 — 339 nm, lasd késobb), jol-

lehet eltéré mértékit.
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9. abra. Egy amin OPA/terc.-butil-amin szarmazékanak irodalomban tanulmanyozott
atalakulasa izoindolszarmazékokka [205-208]

Sajat kutatasi eredményeink és az irodalomban talalt eltérések €s ellentmondasos
allitasok, [172—179], valamint a fluoreszcens szarmazék tulajdonsagaival foglalkozo6 ta-
nulmanyok [62, 168—171] alapjan, a kovetkezo kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Mi az oka a hat aminosav (glicin, B-alanin, GABA, lizin, ornitin, hisztidin)
OPA/MPA ¢és OPA/NAC-szarmazékai gyors atalakuldasanak, mig a tobbi
aminosavszarmazek viszonylag stabil?

2. Milyen kisérleti feltételek befolyasoljak az atalakulést és hogyan?

3. Milyen mellékreakcié eredményezi az OPA/MPA és OPA/NAC reagenssel képzet
izoindolszarmazékok atalakulasat?

4. Hogyan lehet visszaszoritani ezen atalakuldsi reakcid sebességét, azaz novelni az
izoindolszarmazékok stabilitasat?

5. Hogyan aranylanak egymashoz az OPA/MPA- és OPA/NAC-izoindolszarmazékok
fluoreszcencias és UV valaszjelei, és hogyan valtoznak az OPA és a tiolvegyiilet

molaranyanak valtoztatasakor?
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6.2. Modellvizsgalatok az OPA/MPA~NAC/aminosav-szarmazékok képzédési me-

chanizmusanak tanulmanyozasara

Az OPA/MPA~NAC/aminosav-szarmazékok stabilitasi vizsgalata szigortian be-
tartott koriilmények kozott sok 11 €s alapvetd eredményhez vezetett. Ezen eredmények
alapjan a szarmazékok stabilitasatol fliggden két f6 csoportot kiilonboztethetiink meg (8.
tablazat). Az els6 csoporthoz tartozé aminosavak OPA/tiol-szarmazékai a HPLC felvé-
telek alatt egy csticsban elualddnak és stabilak (1A. csoport), illetve viszonylag stabilak
(1B. csoport), mig a masodik csoportba tartozé aminosavak azonos szarmazékai a
HPLC felvétel alatt két vagy tobb csucsban eludlodnak, ezért bomlékonynak tekinthe-
tok.

8. tablazat. Az altalunk tanulmanyozott aminosavak csoportositasa szairmazékaik bomlékonysaga alapjan

1. csoport 2. csoport
Stabil OPA/tiol-szarmazékot adé aminosavak Bomlékony OPA/tiol-szarmazékot add aminosa-
Egy csiicsban elu4lodo szarmazékok vak
Tébb csticsban eludlédé szarmazékok
1A. csoport 1B. csoport 2A. csoport 2B. csoport
Nagyon stabil Enyhén bomlékony A keletkez0 csucsok te- A keletkez6 csticsok te-
riiletének Gsszege al- riiletének Osszege
lando csokken
alanin szerin S-alanin hisztidin
arginin tirozin GABA
aszparagin treonin glicin
aszpariaginsav triptofan lizin
cisztein ornitin
fenilalanin
glutamin
glutaminsav
izoleucin
leucin
metionin
valin

A konnyebb érthetdség és attekinthetdség érdekében az elsddlegesen keletkezd,
valodi OPA/tiol/aminosav-szarmazék csucsat AMINOSAV1 (pl: GLY1), mig a focsucs
utan elualodo atalakulasi termékeket a retencios idejiik fiiggvényében AMINOSAV?2,
AMINOSAV3 stb. (pl:LYS2, LYS3 stb.) névvel jeldljiikk. Abban az esetben, ha a f6-
csucs eldtt is megjelenik egy atalakulasi termék csucsa, akkor az AMINOSAVO0 névvel
jeloljik. Az AMINOSAVXI1 jelolés olyan ismeretlen eredetii, nagyon ritkan megjelend
csticsokra utal, amelyek a focsucs eldtt jelentkeznek, de nem egyeznek meg az

AMINOSAVO jelii cstccsal.
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6.2.1. A tobbcesucsot ado OPA/MPA/aminosav-szarmazékok keletkezése és bomlasa az

ida fiiggvényében

Az irodalmi adatok és vizsgalataink szerint a legbomlékonyabb hat aminosav (8.
tablazat, 2. csoport), azaz a glicin, GABA, B-alanin, hisztidin, ornitin és lizin, mar 7
perc reakcioidd utan is, egynél tobb OPA/tiol-szarmazékot szolgaltatnak. Az irodalom-
ban ilyen atfogo, szisztematikus és sztdchiometran alapul6 vizsgalatokat eddig még nem
végeztek, jollehet a lizin OPA/ET [180] és OPA/MPA reagensekkel [60, 181, 182], a
hidroxilizin OPA/MPA reagenssel [180], az ornitin OPA/ET [180] és OPA/MPA [60]
reagensekkel, valamint korabban a GABA OPA/IBLC~IBDC [180] reagensekkel kép-

Mindezek ismeretében valamennyi fontos aminosavra kiterjedd sztochiometriai
vizsgalatokat terveztiink. Az eldvizsgalatok alapjan négyféle torzsoldatot készitettiink
(5.4. fejezet).

1. Az egyetlen OPA/tiol-szdrmazékot adé aminosavakat két csoportba osztottuk és igy
kétféle standard oldatot (ST1 és ST2) készitettiink.

2. Az egynél tobb OPA/tiol-szarmazékot add 6 aminosavbol, a termékek retencios idejét
¢s mennyiségi értékelését szem elott tartva — harmat-harmat (ST3 és ST4) egy-egy cso-
portban elemeztiink.

Ilyen modon, minddsszesen 24 aminosav stabilitasat vizsgaltuk, négy torzsol-
datban, OPA/MPA és OPA/NAC reagensekkel. A reakcioelegyet 4 °C-on tartottuk és
majd 7 perc, 3 ora és 6 oOra reakcidoidok utan, szigortian betartott kisérleti koriilmények
kozott vizsgaltuk. A HPLC rendszerbe 10 pl oldatot injektaltunk és a termékek mennyi-
ségét UV abszorbancidjuk és fluoreszcencias intenzitasuk alapjan egyidejileg mértiik

(9-10. tablazat, 10. abra).
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9. tablazat. Az OPA/NAC/aminosav-szarmazékok stabilitdsa a reakcioid6 fliggvényében (7
perc, 3 ora, 6 6ra)

Aminosav Retenc. UV Fl detektalas UV detektalas
Id6*  Max OPA/NAC = 1/3**
(perc) (nm) Vélaszjel (%)**** Vélaszjel (%)***

7perc 3 ora 6 6ra Tperc  36ra 66ra
GLYO 5,88 334 0,1 0,1 0,1 0,6 0,8 0,8
GLY1 6,43 334 95,7 82,3 75,4 97,0 84,4 74,9
GLY2 7,88 339 4,2 17,6 24,5 2,4 14,8 243
Int. Egy./pM 5,43 5,68 5,74 04. 045 0,45
GABAO 6,13 334 0,1 0,3 0,5 0,1 0,3 0,5
GABAI1 6,93 334 96,6 80,3 68,9 96,3 80,5 68,9
GABA2 7,88 339 33 19,4 30,6 3,6 19,2 30,4
Int. Egy./pM 5,01 519 523 04 043 0,43
B-ALAO 7,62 334 - - _ ] _ _
B-ALA1 8,68 334 96,0 84,2 78,5 949 857 78,5
B-ALA2 12,32 339 4,0 15,8 21,5 5,1 14,3 21,5
Int. Egy./pM 4,57 4,69 4,79 0,4 042 0,42
HISO 5,70 334 4,3 4,7 4,8 5,0 5,7 5,7
HIS1 8,12 334 40,5 41,5 44,1 64,0 65,0 64,1
HIS2 12,07 353 55,2 53,8 51,1 31,00 29,3 30,2
Int. Egy./pM 3,86 3,65 3,48 0,3. 033 0,33
ORNO 9,80 334 - - - - - -
ORNI1 13,08 334 88,5 66,1 53,9 96,2 80,1 69,3
ORN2 13,40 339 11,5 33,9 46,1 3.8 19,9 30,7
ORN3 14,98 334 - - - - - -
Int. Egy./pM 1,06 1,21 1,35 0,5 0,59 0,59
LYSO 7,58 334 - - - - - -
LYSI 8,92 334 93,3 62,6 46,6 96,5 75,8 61,7
LYS2 9,48 339 6,7 374 534 3,5 24,2 38,3
LYS3 11,63 334 0,0 - - - - -
Int. Egy./pM 2,03 2,4. 2,66 08 082 0,81

Jelolések: * = Az OPA/NAC szdrmazék retencios ideje (a megfeleld6 OPA/MPA szar-
mazek par masodperccel késébb elualodik); ** = [OPA]/[NAC]/[aminosav] = 20/60/1

(ahol 1 =10"%); *** = % a teljes valaszjelben kifejezve.
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10. tablazat. Az OPA/MPA/aminosav-szarmazékok stabilitasa
a reakcidido fliggvényében (7 perc, 3 ora, 6 Ora).

Aminosav Retenc. FI1 detektalas
1d6 OPA/MPA = 1/3*
(perc) Valaszjel (%)**
7 perc 3 ora 6 ora

GLY1 6,47 94,6 54,8 52,3
GLY2 8,06 5.4 452 48,7
Int. Egy./pM:F1 4,92 3,71 1,73

uv 0,39 0,24 0,12
GABA1 7,36 83,7 31,9 26,6
GABA2 8,98 16,3 68,1 73,4
Int. Egy./pM:F1 5,84 3,45 1,24

uv 0,40 0,20 0,07
B-ALAL 6,95 91,0 45,5 40,7
B-ALA2 8,75 9,0 54,5 59,3
Int. Egy./pM:F1 5,14 3,65 1,50

Uuv 0,62 - 0,09
HIS1 6,45 70,2 61,9 67,5
HIS2 8,23 29,8 38,1 32,5
Int. Egy./pM:F1 4,91 3,17 2,95

uv 0,33 027 0,20
ORNO, 1 8,15 - 1, 1,9
ORNO 8,50 - 3,2 5,3
ORNI1 8,78 - 11,3 21,9
ORN2 9,48 77,8 10,6 4.7
ORN3 10,02 22,2 62,3 28,6
ORN4 10,88 - 11,6 37,6
Int. Egy./pM:F1 1,44 1,35 1,07

Uv 0,57 0,42 0,34
LYS0,2 8,33 - 4, 9,5
LYSO0,1 8,73 - 2,3 5,5
LYSO0 8,87 - 2,3 5,2
LYS1 9,38 - 11,6 252
LYS2 9,80 78,5 10,8 43
LYS3 10,28 21,5 68,8 50,3
Int. Egy./pM:F1 2,57 2,84 1,82

uv 0,70 0,53 0,41
g-amino-kapronsavQ 8,65 82,8 20,9 15,1
g-amino-kapronsav1 9,52 17,2 79,1 84,9
Int. Egy./pM:F1 5,62 2,61 0,70

uv 0,36 0,1. 0,04

Jelolések: * = [OPA]/[NAC]/[aminosav] = 20/60/1 (ahol 1 =
10°%); ** = %, a teljes valaszjelben kifejezve.
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10. abra. A 2. csoportba tartozé aminosavak (ST3: hisztidin, B-alanin, ornitin, ST4:
glicin, GABA ¢és lizin) OPA/MPA-szarmazékainak fluoreszcencids detektalasu
kromatogramjai, a kdlcsonhatas idejének fiiggvényében és a szarmazékok PDA spekt-

rumai
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E vizsgalatok eredményei alapjan megallapithato:

1. Az egyetlen OPA/tiol/aminosav-szarmazékot szolgaltatd aminosavszarmazékok sta-
bilitdsa nagy, mivel a mért valaszjel csokkenése <3% (11. tablazat; 1A. és 1B. csoport).
2. Vannak olyan aminosavak, amelyek szarmazékai egy csticsban eludlodnak ugyan, de
intenzitasuk hosszabb reakcioéidok utan 3%-kal csokken (1B. csoport, 1. kés6bb a 11.
tablazat ¢s 11. abra). Amint az adatok mutatjak, 6 ora elteltével a stabilitascsokkenés
meértéke az OPA/NAC-szarmazékok esetében 88-94%, az OPA/MPA-szarmazékok ese-
tében 93-97% kozott valtozott, ami arra utal, hogy révidebb varakozasi idovel ezek az
aminosavak biztonsagosan, reprodukalhatéan és pontosan mérhetok.

3. Az egynél tobb terméket ado, azaz a 2. csoportba tartozé glicin, GABA, f-alanin,
hisztidin, ornitin és lizin (9. és 10. tablazat) OPA/tiol-szarmazékainak stabilitasvizsga-
lata azt mutatta, hogy ezek az aminosavak gyorsan, akar 1 ora alatt is jelentdés bomlast
szenvednek, a fOcstcs intenzitasa csokken, mig az atalakulasi termékek csucsai nonek.
4. Eredményeinkbdl levonhaté az az ujszerti és egyértelmii kovetkeztetés, hogy a
hisztidin kivételével (2B. csoport), az elsddlegesen és az atalakulaskor keletkezd csu-
csok UV abszorbancidjanak és/vagy fluoreszcencids intenzitasanak osszege id6ben al-

lando (12. tablazat).
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11. Tablazat. Az egy atalakulasi terméket ad6é aminosavak, valamint az o-aminovajsav és a B-aminovajsav OPA/MPA-
szdrmazékainak stabilitdsa a reakcioidd fiiggvényében, UV és Fl detektalassal vizsgélva

F1 detektalas UV detektalas RR
Int. egység/pM RSD Int. egység/pM RSD
Tperc 36ra 66ra  atlag % Tperc 36ra 66ra  atlag %

o-aminovajsav 5,26 5,27 5,24 5,26 0,29 0,38 0,38 0,38 0,38 0 13,9
B-aminovajsav 5,34 5,41 5,41 5,39 0,75 0,37 0,37 0,36 0,37 1,6 14,7

GLU 4,57 4,57 4,57 4,57 0 0,36 0,39 0,39 0,38 4,6 12,0
ASP 4,53 4,52 4,50 4,52 0,34 0,39 0,37 0,38 0,38 2,6 11,9
ASN 4,74 4,74 4,73 4,74 0,12 0,36 0,36 0,36 0,36 0 13,2
GLN 4,58 4,57 4,57 4,57 0,13 0,36 0,36 0,35 0,36 1,6 12,7
SER 5,36 5,27 5,17 5,27 1,8 0,42 0,41 0,40 0,41 2,4 13,1
ALA 5,15 5,22 5,21 5,19 0,73 0,39 0,39 0,38 0,39 1,5 13,4
THR 4,24 4,17 4,14 4,18 1,2 0,35 0,35 0,35 0,35 0 11,9
TYR 5,32 5,28 5,28 5,29 0,44 0,38 0,36 0,36 0,36 1,6 14,7
VAL 5,71 5,78 5,80 5,76 0,82 0.41 0.41 0.41 0.41 0 14,0
PHE 5,73 5,85 5,90 5,82 1,5 0.42 0.42 0.43 0.42 1,4 13,9
LEU 5,73 5,85 5,90 5,83 1,5 0.42 0.42 0.43 0.42 1,4 13,9
ARG 5,21 5,21 5,18 5,20 0,33 0,37 0,37 0,37 0,37 0 14,1
MET 5,31 5,25 5,22 5,26 0,87 0,37 0,37 0,37 0,37 0 14,1
TRP 3,95 3,93 3,84 3,90 1,5 0,31 0,31 0,31 0,31 0 12,6
ILE 6,52 6,38 6,48 6,46 1,1 0,42 0,40 0,41 0,41 2,4 12,7

RR = FI/UV valaszjel alapjan; [OPAJ/[MPA]/[AA] = 20/60/1; 1 =107



12. T4blazat. A 2. csoportba tartoz6 OPA/MPA~NAC/aminosav-szarmazékok és atalakult termékeik 6sszegének reprodukalhatosaga (Osszeaddsos modszer, 1asd késébb) az

aminosavak eltér6 mennyiségében mérve (A, B=A/2, C = A/4, D = A/8), allando OPA/MPA~NAC/aminosav-szarmazékok = 20/60/1 mdlaranyok mellett

Aminosavak{ A B C D A-D RSD
Reakci6idé= 7p 36 66 7p 36 66 7p 36 66 Tp 36 66 Atlag %
OPA/MPA/aminosav-szarmazékok: Int egység /pM
GLY0,1,2 0,41 0,37 0,27 0,39 0,39 0,36 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38 0,38 3.3
GABAO,1,2 0,39 0,33 0,20 0,39 0,38 0,38 0,41 0,41 0,39 0,38 0,41 0,40 0,39 5,6
B-ALAO,1,2 0,41 0,34 0,20 0,39 0,38 0,35 0,38 0,41 0,38 0,38 0,38 0,37 0,38 4,6
ORN1-4 0,62 0,56 0,46 0,60 0,56 0,49 0,59 0,56 0,57 0,60 0,55 0,46 0,58 4,2
LYS1-4 0,71 0,71 0,61 0,71 0,71 0,66 0,72 0,71 0,70 0,70 041 0,38 0,70 2,3
OPA/NAC/aminosav-szarmazékok: 0,71 Int egység /pM
GLYO0,1,2 0,44 0,45 0,42 0,42 0,43 0,42 0,42 0,42 0,42 0,41 0,40 0,40 0,42 3,4
GABAO,1,2 0,42 0,44 0,39 0,42 0,42 0,42 0,42 0,43 0,42 0,39 0,41 0,39 0,41 3,9
B-ALAO,1,2 0,42 0,42 0,38 0,42 0,43 0,42 0,41 0,43 0,43 0,38 0,38 0,37 0,41 5,6
ORN1-4 0,62 0,62 0,58 0,60 0,60 0,60 0,62 0,63 0,63 0,60 0,61 0,61 0,61 2,4
LYS1-4 0,77 0,73 0,70 0,74 0,74 0,75 0,73 0,71 0,72 0,73 0,73 0,74 0,73 2,5

Jelolések: Atlag=az A-D értékek atlaga, kivéve a délt betiikkel jeldlt értékeket; Koncentraciok: A:[OPAJ/[MPA]J(INAC]) =7,5x 10°M /22,5x 10°M /3,9 x 10%M;
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Ezzel egyértelmiien igazolhato volt az a kdvetkeztetés, hogy a 2. csoportba tartozo,
egynél tobb terméket szolgaltatd Gsszes aminosavszarmazeék esetében, az elsddlegesen kelet-
kez6 izoindoltermékek (GLY1, GABAI1, S-ALA1, HIS1, ORN2, LYS2) tovabbalakulasarol
van sz0, azaz, az atalakulasi termékek (GLY2, GABA2, f-ALA2, HIS2, ORN1,3 és LYS1,3)
az elsddlegesen keletkez6 termékek mennyiségének csdkkenése aran kvantitative keletkeznek
(9. és 10. tablazat, 10. abra).

Az ismertetett, 0jszerli tapasztalatbol kiindulva, az egynél tobb csticsot szolgaltatd
aminosavak elemzésére is mennyiségi modszert javasoltunk: a szarmazékképzés termékeit a
keletkezd csticsok 0Osszege alapjan értékeltik (XAMINOSAV = AMINOSAV1 +

AMINOSAV?2 ...), amit a késébbiekben az dsszegzésen alapulo modszernek neveziink.

Eredményeink az aldbbiakban foglalhatok Gssze:
1. Bar az alkalmazott korilmények kozott a glicin és lizin els6dleges OPA/MPA- és
OPA/NAC-terméke (GLY1, LYS1) jelentdsen csokkent, de szarmazékainak Osszege
(GLY1+GLY2, LYS1+LYS2+...) 6 ora elteltével is allandonak bizonyult, ezaltal az dsszegzeé-
sen alapulé modszerrel biztonsaggal mérhetoek.
2. A GABA, f-alanin és ornitin esetében a szarmazékok 0sszegének csokkenése 2-10% kozott
valtozott, ami mar az dsszegzésen alapulo modszer alkalmazasa esetében is jelentds hibat je-
lent, de a termékek legalabb mérhetové valnak.
3. A 2B. csoportba tartozo hisztidin esetében a tobbi 6t aminosavhoz viszonyitva eltérd visel-
kedést tapasztalhatunk. A HIS1 és HIS2 csucsok csaknem egyidejlileg keletkeznek, s a reak-
ci61do elérehaladtaval csaknem egyidejiileg csokkennek. Az alkalmazott koriilmények kozott,
6 ora elteltével az OPA/MPA reagenssel képzett szarmazékok cstcsainak 0sszege 37%-ra,
mig az OPA/NAC- reagenssel képzett szarmazékok csucsainak sszege 18%-ra csokkent.
Mindezek alapjan kitlinik, hogy 7 perc reakci6idd utan a termékek Osszegének meny-
nyiségi értékelés céljabol torténd meghatarozasa valamennyi vizsgalt esetben megfelelden ki-
vitelezhet6. Mivel az atalakult termékeket mar reprodukalhatéan tudtuk eléallitani, lehetoség

nyilt arra, hogy felderitsiik ezek szerkezetét.
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6.2.2. Az izoindol-aminosavak és az izoindol-aminok spektralis jellemzoi

Az aminosavszarmazékok spektrumait a 200 nm-t6l 400 nm-ig tartdé tartomanyban
vizsgaltuk. A HIS2 cstcs kivételével, mind a tioltartalmti segédreagens anyagi mindségétol,
mind az aminosav fajtajatol fliggetleniil, a spektrum minden esetben azonos. A mért spekt-
rumban két elnyelési maximumot (229-234 nm ¢€s 334-339 nm) észlelhetiink (10. tablazat).
A tobb csticsban elualodé aminosavszarmazékok masodik és harmadik csucsainak spektru-
maban a maximumok kis mértékii batokrém (“voros”) eltolodast szenvednek (334 nm-rdl 339
mm-re). A masodlagosan atalakult termékek szinte teljesen megegyez6 UV spektrumai arra
utalnak, hogy az igy keletkez6 temékek szerkezete — a hisztidinszarmazék kivételével minden
aminosavnal azonos. A HIS2 cstlics esetében az eltolodas még nagyobb mértékii (334 nm-r6l
353 nm-re), jelezve, hogy itt az elsddlegesen képzddod szarmazék atalakulasi termékeik a tob-
biektdl eltérd szerkezetliek, ami az imidazolgytirii jelenlétével magyarazhato.

Az UV ¢és a fluoreszcencias detektorok egyiittes hasznalatanak kdszonheten, egy
kromatografias felvétel alatt a fluoreszcencias intenzitast és az UV elnyelést egyidejiileg mér-
hettiik, ami lehetdséget teremtett arra, hogy a kapott UV ¢€s fluoreszcencias jelek hanyadosa-
ként egy valaszjelaranyt allapitsunk meg (,,response ratio”, tovabbiakban RR = FI/UV, 334
nm-en mérve). Az RR érték jobban kihangsulyozza a szarmazékok spektralis tulajdonsagai-
nak eltéréseit, utalva a szerkezeti kiilonbségekre. Altalaban az aminosavak OPA/MPA rea-
genssel alkotott szarmazékainak RR értéke 14,0 és 19,2 kozott valtozott, és ebben a tarto-
manyban talalhaté a GLY1 (15,9), HIS1 (15,8), BALA1 (17,2) és GABA1 (18,1) RR értékei
is. Az OPA/NAC reagens alkalmazasakor alacsonyabb RR értékeket kaptunk (9,0-14,7), de
mig a HIS1 (10,8) és GABA1 (14,6) itt is ezen értékek kozott talalhatd, addig a GLY1 (15,5)
és BALA1 (15,1) kis mértékben meghaladja azokat.

Az ornitinnél és a lizinnél az elsOdlegesen és masodlagosan keletkezd termékek
(ORN2: 24 és 2,2, LYS2: 3,8 ¢s 2,8) RR adatai meglepden alacsonyak, mind az OPA/MPA,
mind az OPA/NAC szarmazékképzo reagensek alkalmazéasa esetében. Itt meg kell jegyezni,
hogy az elsédlegesen keletkez6 szarmazékok a két primer aminocsoportnak kdszonheten két
izoindol egységet tartalmaznak. A itt tapasztalt alacsony RR értékek azzal magyarazhatoak,
hogy mig a fluoreszcencias intenzitas az izoindolcsoportok belsd elektroneloszlasi viszonyai-
nak a fliggvénye [183], addig az UV abszorbancia az izoindolcsoportok szamaval aranyos
[170]. Analég modon alacsony RR értékeket mértek a diszubsztitudlt DABZYL- [183] és
AQC-aminosavszarmazékoknal [97] is; az (AQC),-lizin relativ fluoreszcencidja 31% a fenil-

alaninhoz képest, mig molaris abszorpcidéja 1,6-szerese a tObbi aminosavénak [97].
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6.2.3. Az OPA/MPA~NAC/aminosav-szarmazékok mennyiségi meghatarozasanak reprodu-

kalhatosagi vizsgalata

Eloszor allanddo OPA/MPA, illetve OPA/NAC = 1 : 3 arany és allando
reagenskoncentracié mellett az OPA/aminosav aranyt valtoztattuk 6,89—110,4 értékek kozott,
értjik. A reprodukalhatosagi eredményeket a 13. tablazat tartalmazza. A mérések soran az
OPA/MPA, ¢s az OPA/NAC oldatok koncentraciojat nem valtoztattuk, igy az OPA felesleg
az aminosavaknal 6sszegéhez képest 6,89—110,4-szoros volt. A kiillonbozé aminosavak eseté-
ben a linearitas mas-mas OPA/aminosav arany esetében sziinik meg. Az aszparaginsav és a
szerin esetében a 6,89-szeres OPA felesleg még nem bizonyult elegenddnek (13. tablazat) a
linearitashoz, ezért a kvantitativ meghatarozas érdekében legalabb 20-szoros felesleggel kell
dolgozni. A mintdk stabilitasabol megallapithato, hogy Onmagidban a magas
reagenskoncentracié (a magas OPA/aminosav arany) nem csokkenti a bomlas sebességét, az-
az nem ndveli a stabilitast. A szennyezd csucsok értékeinek levonasaval, és a tobb csucsban
elualodd aminosav szarmazékoknal az ésszegzésen alapulo modszert alkalmazva, a mennyi-
ségi meghatarozas reprodukélhatdsaga az OPA/MPA-szarmazékok esetében kitiind (R.S.D.%
<2,8), az OPA/NAC esetén ugyancsak elfogadhato (R.S.D.% <4,4) eredményeket hozott.
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13. tablazat. Kiilonb6z6 aminosavak OPA/MPA-szarmazékainak fluoreszcens valaszjele és reprodukéalhatosaga

kiilonb6z6 aminosav/reagens arany mellett.

Aminosav Onkényes egység / 1 pM aminosav Atlag RSD
M [OPAJ/[MPAJ/[AA] %
injektalt  6,89:1° 13,8:1*  27,6:1* 110,4:1°
1 aszparaginsav 5960 2,94 3,07 3,13 3,09 3,05 2,8
2 glutaminsav 2630 3,78 3,84 3,79 3,93 3,80 1,8
3 aszparagin 12012 3,15 3,34 3,42 3,56 3,30 5,2
4 szerin-*1 1724 3,96 4,02 3,83 3,84 3,94 2,4
5 glutamin 262,1 4,15 4,08 3,96 4,00 4,06 2,1
6  hisztidin 286,6 1,33 2,04 1,95 2,16 2,05 5,1
7  +16 (GLY1-*2)+GLY2 351,8 2,83 2,86 2,86 2,77 2,85 1,5
8  homoszerin 219,7 4,13 4,11 4,20 3,95 4,15 2,5
9  treonin 241,8 2,45 2,39 2,30 2,51 2,38 3,8
10 +20 B-ALA1+B-ALA2 370,6 2,12 2,05 1,82 1,45 2,00 7,9
11 arginin 278.,6 2,40 2,29 2,12 2,09 2,27 6,4
12 alanin-*3 408,3 2,35 2,32 2,35 2,33 2,34 0,64
13 +21 GABA1+ GABA2 360,3 2,47 2,44 2,36 2,08 2,42 2,3
14 homoarginin 95,5 2,51 2,51 2,49 2,58 2,50 1,6
15 tirozin-*4 227,0 2,68 2,76 2,81 2,88 2,75 3,1
16 valin-*5 2347 2,59 2,60 2,57 2,58 2,59 0,50
18 metionin 230,4 2,40 2,30 2,09 1,51 2,26 7,0
19 cisztein 237,9 0,050 0,048 0,047 0,055 0,050 7,1
22 triptofan 229,5 2,05 1,97 1,87 1,84 1,96 4,9
23 fenilalanin-*6 266,1 2,57 2,63 2,63 2,48 2,61 2,7
24 izoleucin 195,9 2,85 2,83 2,83 2,77 2,84 1,2
25 leucin 317,4 2,73 2,76 2,85 2,93 2,78 3,3
26 +28 ORN2+ORN3 3293 0,695 0,701 0,666 0,680 0,687 2,3
27 +29 (LYS2-*7)+LYS3 248,9 0,960 0,980 0,959 1,012 0,966 2,6

Legalabb harom fliggetlen kisérletbdl szamolva; A d6lt értékeket kihagytuk az atlagbol, [OPA] = 5,73 x 105,
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6.2.4. Az OPA/MPA~NAC/aminosav-szarmazékok osszehasonlito vizsgadlata

Erdemes megvizsgalni, hogy az irodalomban a két leggyakrabban alkalmazott, eltér6
kémiai tulajdonsagii segédreagens, az MPA és a NAC, hogyan befolyasolja a keletkezd
aminosavszarmazékokat. Az 6sszehasonlitaskor a kovetkezoket tapasztaltuk.

1. Az aszparaginsav ¢és glutaminsav kivételével, az adott OPA/NAC/aminosav-szarmazékok
retencios ideje koriilbeliil 0,05-0,90 perccel rovidebb, mint az OPA/MPA tarsaiké, ami a
NAC molekulaban 1év6 polaris hidrofil N-acetil €s COOH csoportokkal magyarazhato.

2. Az OPA/MPA-szarmazékok esetében atlagosan mintegy 20%-al nagyobb fluoreszcencids
intenzitasokat detektaltunk, mint az OPA/NAC-szdrmazékokénal (atlagos integrator-egység/1
pmol aminosav: 3,48 és 2,82).

3. A szarmazékok UV spektrumai teljesen fliggetlenek voltak a segédreagens anyagi mindsé-
gétol (10. tablazat).

4. A 6 6ras eredményeket tekintve, az OPA/MPA-szdrmazékoknal az egy csticsban elualodo
szarmazékok stabilitasa kicsit nagyobb, mint az OPA/NAC-analogoknal. A tébb csucsban
elualodé aminosavak esetében, az OPA/NAC-szdrmazékok bizonyultak stabilabbaknak, ahol
az elsddlegesen keletkez6 csucsok kisebb mértékben alakulnak at. Raadasul, a NAC
segédreagenst alkalmazva az ornitinnél és lizinnél csak egy masodlagos csucs jelentkezik.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a az OPA/NAC- és OPA/MPA-szarmazékok
kromatografids tulajdonsagai nagyon hasonléak. Megfeleld koriilmények kozott stabil szar-
mazékokat képeznek {a reakcidelegy ~4 °C hoéfoku termosztalasa, 7 perces reakcididd, 90
perces, 9 napos reagens oldatok, kozelitdleg 20-szoros OPA felesleg és megfeleld pH érték
(29,3) szarmazékkészitéskor}. Az egyetlen lényeges kiilonbség, hogy az OPA/NAC reagens-
sel a D- és L-aminosavak kiilonalld csucsot képeznek, ami megkétszerezheti az elvalasztando
csucsok mennyiségét a kromatogramban, de lehetdséget nyujt az enantiomerek kvantitativ

meghatarozasara.
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6.2.5. Aminosavak OPA/MPA- és OPA/NAC-szarmazékainak stabilitasa eltéré pH értékii ol-
datokban

Mivel az irodalomban a szarmazékképzés soran kiilonbozé pH-ju kozeget alkalmaz-
tak, ezért mi is fontosnak tartottuk az aminosavak OPA/tiol-szarmazékainak pH fliggését a re-
akcioidé fliggvényében tanulmanyozni (11. abra), kiilonosképpen a tobb csticsot adé amino-
savak esetében (14. abra). Itt ugyanazt az HPLC koriilményt alkalmaztuk, amit az eddigi sta-
bilitasvizsgalatokban. Két kiillonboz6 pH-ju reakciokozegben tanulmanyoztuk az
aminosavszarmazékok bomlasanak sebességét, amire a 0, 7 perces illetve 3 6ra és 6 ora reak-

c101dOknél vett mintavételek dsszehasonlitdsabol kovetkeztettiink.
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14. tablazat. Kiilonb6z6 aminosavak OPA/MPA-szarmazékainak fluoreszcens valaszjele és reprodukalhatdsaga kiilonbozo pH-ju reakcioelegyek.

Aminosav A termékek %-a, az arany %-aban kifejezve D%
Reakci6idd Termék 14p 1,56 36 66 14p 1,56 36 606 14p/6h
pH 9,3 72 93 72 93 72 93 72 9,3 72 93 72 93 72 93 72
GLYO0 1 0,2 1,0 04 96 04 174 06 308 0,1 Lo 0,1 57 01 11,4 0,1 246
GLY1 2 945 843 833 678 77,0 60,0 69,9 50,8 95,7 91,5 87,5 78,8 823 68,8 754 514
G2 453 150 163 226 226 226 295 184 | 42 75 124 155 176200 245 240
Int. egység/pM  Fl 526 4,67 568 3,85 586 3,08 595 2,12 543 4,65 555 429 5,68 3,87 5,74 3,06
uv 042 034 043 031 043 027 041 021 19/49 043 036 044 035 045 034 045 030 16/33
HISO 1 1,3 L 13 L6 13 20 1,3 26 43 1,5 46 44 47 70 48 132
HIS1 2 68,8 662 685 66,0 68,6 654 68,7 64,5 40,5 49,0 39,8 48,1 41,5 47,0 44,1 46,0
JHs2 4299 327 302 324 301 326 300 329 35,2 49,5 556 475 53,8 460 SL1 408
Int. egység/pM  Fl 541 422 536 3,66 531 3,19 511 244 386 295 380 2,10 3,65 1,71 348 1,11
uv 037 030 037 028 037 025 037 021 1943 035 025 034 020 033 0,16 033 0,10 29/70
B-ALAO 1 - 0,1 - 03 - 05 - 1,2 - 1,7 - 54 - 83 - 14,2
B-ALALl 2 92,2 70,0 80,2 40,2 73,2 27,8 634 17,0 96,1 88,3 90,1 67,8 84,7 543 792 38,6
B-ALA2 4 78 299 198 595 268 71,1 346 818 39 ..100 99 268 153 374 208 472
Int. egység/pM  Fl 552 518 596 519 6,08 4,55 581 3,10 4,57 4,18 4,58 3,89 4,69 425 4,79 4,04
uv 042 035 042 033 041 028 038 0,19 1750 040 035 040 034 042 033 040 030 12/25
GABAO nd. - - - 0,1 - 03 - 0,4 0,1 0,6 0,2 48 03 91 05 17,6
GABALI 3 88,0 603 70,9 27,0 61,9 14,1 523 33 96,6 87,8 97,7 684 803 536 689 338
GABA2Z 5. 120 397 291 129 38,1 856 477 963 33 1L6 12,1 268 194 377 30,6 486
Int. egység/pM  Fl 578 5,04 644 505 649 453 6,19 340 501 424 511 427 519 425 523 4,03
uv 040 033 o041 031 041 027 038 021 1846 041 034 042 035 043 036 043 034 17721
LYS1 nd. - 08 07 39 16 66 37 113 - - - - - - - -
LYS2 6 85,1 36,7 51,7 52 37,7 2,1 250 1,5 933 77,5 752 426 62,6 260 46,6 11,6
Lyss 7148 655 476 909 607 903 713 8§72 67 225 248 574 371 740 534 884
Int. egység/pM  Fl 2,32 258 299 299 3,32 3,61 3,57 197 2,03 1,72 2,27 194 243 198 2,66 1,75
uv 0,77 0,57 0,78 049 0,77 042 0,77 032 26/58 082 0,64 083 059 082 055 081 044 22/46
ORNI1 nd. - 20 1,6 63 38 11,0 69 202 - - - - - - - -
ORN2 6 13,0 484 578 14,1 445 72 324 46 88,5 79,9 72,5 58,8 66,1 434 539 28,6
CORN3 ] 7130 496 406 796 51,7 818 607 752 1,5 201 27,5 412 339 565 412 714
Int. egység/pM  Fl 1,52 1,57 1,82 1,82 1,96 1,68 1,92 125 1,06 1,08 1,14 1,00 1,21 1,05 1,35 0,80




pH=9 pH=7 pH=9 pH=7 pH=9 pH=7 pH=9 pH=7 pH=9 pH=7 pH=9 pH=7 pH=9 pH=7 pH=9 pH=7
glu asn gln thr arg met trp ile

pH=9 pH=7 pH=% pH=7 pH=9 pH=7 pH=% pH=7 pH=% pH=7 pH=9 pH=7 pH=9 pH=7
asp ser ala tyr val phe len

11. abra. Az 1. csoportba tartoz6 OPA/MPA/aminosav-szarmazékok valaszjelvaltozasa a re-
akcio6ido és az oldat pH értékének fliggvényében
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12. Abra. A 2. csoportba tartozé aminosavak (hisztidin, B-éianin, ornitin, glicin, GABA és
lizin) OPA/MPA-szarmazékainak fluoreszcencias detektalasu kromatogramjai az oldat pH ér-
tékének fiiggvényében (Fekete: pH = 7,2; Piros: pH = 9,3).

A vizsgalat kdzéppontjadban 1évo, a 2. csoportba tartozd aminosavak esetében mar 7
perces reakcididé mellett is szignifikans kiilonbségeket lehetett észlelni és megallapithato,
hogy a pH = 7,2-es reakciokdzegben a bomlas sebessége sokkal nagyobb, mint pH = 9.3-nal.
A tobbi, egy csucsot adé aminosavat is ugyanazon koriilmények kozott vizsgaltuk. Az adatok
jol mutatjak, hogy a szarmazékok stabilitasa sokkal nagyobb pH = 9,3-nél. Erdekes modon, az
1. csoportba tartoz6 aminosavak koziil kivételt csak az alanin és a threonin képez, amelyek
UV vélaszjelei szokatlanul gyorsan csokkentek pH = 7,2-nél. Az alanin pH = 7,2-nél 6 6ra
mulva a felére csokken, mikdzben pH = 9,3-ndl a stabilitas csak a hibahataron beliil valtozik.
A threonin, amely pH = 7,2-nél 60%-os bomlast szenved el, mig pH = 9,3-on gyakorlatilag
stabilnak tekinthetd. Fontos megjegyezni, hogy az irodalomban talaltunk olyan cikkeket, ame-
lyekben pH = 7-nél, s6t pH = 5-nél dolgoztak, és csak a mi munkank vilagit ra arra, hogy az

optimalis pH = 9,3.
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6.2.6. Az OPA/MPA és OPA/NAC reagensdsszetétel valtoztatasanak hatasa a stabilitasra.

Munkam kovetkezd 1épéseként az OPA és a tiolvegylilet ardnyat valtoztattuk, mikdz-
ben az OPA és az aminosavak aranyat allando, 1:20 értéken tartottuk. Itt is az id6 fliggvényé-
ben vizsgaltuk a 2. csoportba tartoz6 aminosavak atalakulasat. Az OPA/tiol aranyt az 1 : 0,5,
az 1 :3 ésaz 1: 10 széles tartomanyban valtoztattuk (13. és 14. abra). A kapott eredmények
egyontetiien azt mutattdk, hogy a termékstabilitas a nagyobb NAC koncentracional jelentds
mértékben nétt. Mig az alacsony 1:0,5 OPA/tiol aranynal a bomléas gyors és az atalakult szar-
mazékok jelentds mértékben keletkeznek, addig az 1:10 OPA/tiol arany mellett csak par sza-
zalékos csokkenést mértiink.

1.0

1.0 1.0
1 o]
—| 1 OPA/NAC/GABA —‘ OPA/NAC/GABA 1 OPA/NAC/GABA
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M |
i |
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| ] 3 6ra
| Il —~G oOra
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|\ ;
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I 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

retencios ido, perc

13. abra. A 2. csoportba tartoz6 y-aminovajsav (GABA) OPA/NAC-szarmazékanak fluoresz-
cencias detektalasi kromatogramjai a reagens Osszetételének és a kdlcsonhatas idejének fligg-
vényében
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14. abra. A 2. csoportba tartozé glicin OPA/MPA-szdrmazékanak fluoreszcencids detektalasu
kromatogramjai a reagens Osszetételének és a kdlesdnhatas idejének fliggvényében

Mivel még az 1:10 OPA/tiol arany sem szoritotta vissza az els6dleges termék atalaku-
lasat, az OPA/tiol aranyt az 1:50 értékig noveltik (15. és 16. abra). Ezek a vizsgalatok azt

mutattak, hogy az OPA/tiol arany tovabbi ndvelésétol jelentds valtozas nem varhato (15. és
16. tablazat).
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15. abra. A 2. csoportba tartoz6 aminosavak (hisztidin, B-alanin, ornitin, glicin, GABA ¢és
lizin) OPA/NAC-szarmazékainak fluoreszcencias detektalasti kromatogramjai a reagens 0sz-
szetételének fliggvényében
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15. tablazat. Az OPA/MPA~NAC/aminosav-szarmazékok stabilitdsa és kromatografids paraméterei a reakcio-
idd fliiggvényében (7 perc, 3 ora, 6 oOra).

aminosav Ret OPA/MPA/AA =20/10/1 OPA/MPA/AA = 20/60/1 OPA/MPA/AA =20/200/1

1dé Valaszjel (%) RR Valaszjel (%) RR Vilaszjel (%) RR

Tperc 36ra 6 6ra Tperc 3 6ra 6 o6ra Tperc  36ra 6 o6ra

GLYO 1,65 2,5 1,5 1,1 11,4 4,2 2,4 2,1 10,5 2,4 4,1 52 10,9
GLY1 2,05 89,6 39,2 20,8 13,6 90,2 60,1 46,9 13,5 94,7 79,4 73,7 13,5
GLY2 2,63 79 59,3 78,1 18,4 5,6 37,5 51,0 18,9 29 16,5 21,1 17,0
Int. egység/pM F1 5,41 5,86 5,58 5,37 6,06 5,94 5,02 5,40 5,27

uv 0,40 0,40 0,37 0,39 0,41 0,40 0,36 0,39 0,39
GABAO 1,95 0,3 0,3 0,4 - 0,1 0,2 0,4 59 0,2 0,7 1,1 -
GABALI 2,05 87,2 27,0 12,5 15,1 92,5 46,2 31,6 12,8 95,3 74,8 69,5 13,2
GABA2 3,62 12,5 72,7 87,1 18,8 7,4 53,6 68,0 18,5 4,5 24,5 29,4 19,4
Int. egység/pM F1 5,29 7,19 6,96 5,14 6,16 5,62 4,99 5,04 4,38

uv 0,37 0,41 0,38 0,38 0,40 0,36 0,38 0,37 0,30
B-ALAO 1,88 - 0,1 0,3 5,0 0,1 0.3 0.4 6,4 0,1 0,7 1,6 7,7
B-ALA1 2,01 90,4 34,4 17,5 13,1 92,3 55,8 42,8 13,0 96,5 82,3 79,5 13,3
B-ALA2 3,43 9,5 65,5 82,2 18,3 7,6 43,9 56,8 18,5 3.4 17,0 18,9 17,5
Int. egység/pM F1 5,06 6,65 6,69 5,17 5,82 5,30 5,09 4,93 4,20

uv 0,38 0,41 0,39 0,39 0,38 0,35 0,38 0,36 0,31
ORNO 1,60 - - 0,5 - 2,0 1,3 0,8 - 0,4 0,7 1,0 53
ORNI1 2,00 - - 2,9 - 6,1 5,0 58 58 3.4 6,9 10,5 2,0
ORN2 2,55 71,5 13,5 8,5 1,7 61,9 23,7 14,6 1,6 66,6 18,5 18,2 1,7
ORN3 3,27 21,7 85,6 87,9 4,1 14,7 69,4 77,3 3,8 7,1 40,8 47,5 3,9
ORN4 2,32 0,8 0,9 0,2 - 15,3 0,6 1,5 1,6 22,5 33,1 22,8 1,7
Int. egység/pM F1 1,12 1,98 1,17 1,21 1,90 1,76 1,18 1,43 1,35

[9AY% 0,56 0,59 0,53 0,64 0,65 0,59 0,64 0,62 0,57
LYS1 2,02 - 0,2 0,5 - 1,4 5,4 7,8 - 0,8 73 15,1 -
LYS2 2,63 76,2 9,3 2,4 2,0 81,6 17,9 8,2 2,0 87,3 39,6 27,8 2,0
LYS3 4,88 23,8 88,2 92,4 5,1 17,0 74,1 79,5 5,0 11,9 52,3 55,8 4,6
LYS4 3,03 - 2,3 4,7 - - 2,6 4,5 - - 0,8 1,3 -
Int. egység/pM F1 1,59 3,20 3,25 1,64 2,98 3,11 1,62 2,16 2,17

uv 0,70 0,73 0,68 0,72 0,75 0,71 0,70 0,69 0,63

OPA/NAC/AA =20/10/1 OPA/NAC/AA =20/60/1 OPA/NAC/AA =20/200/1

GLYO 1,61 5,6 42 3,5 11,3 4,6 4,7 4,0 12,6 32 38 3,9 10,7
GLY1 1,99 91,3 66,6 51,4 12,4 92,4 67,9 54,7 12,8 95,5 86,4 81,8 12,9
GLY2 2,61 3,1 29,2 45,1 14,4 3,0 27,4 41,3 14,7 1,4 9,8 14,3 12,9
Int. egység/pM F1 4,65 5,57 5,80 5,54 5,45 5,10 5,14 5,25 5,17

uv 0,44 0,43 0,40 0,41 0,41 0,40 0,40 0,41 0,40
GABAO 1,68 0,4 0,8 0,9 10,1 0,3 0,6 0,6 9,3 0,5 1,3 1,7 7,0
GABAL 2,03 95,6 61,5 43,6 12,0 95,8 68,0 53,5 11,9 97,8 88,3 83,3 -
GABA2 3,02 4,0 37,7 55,5 13,3 3,0 27,4 45,9 12,4 1,7 10,4 15,0 -
Int. egység/pM F1 4,69 5,33 5,55 4,63 5,03 5,11 4,70 4,83 4,73

uv 0,40 0,43 0,44 0.39 0,42 0,41 0,39 0,39 0,38
B-ALAO 1,65 32 3,1 3,0 10,0 3.4 3.4 32 10,5 1,8 2,8 33 10,2
B-ALAl 1,99 94,3 67,4 51,8 11,7 93,7 70,0 57,6 11,6 96,6 87,9 84,3 11,7
B-ALA2 2,61 2,5 29,5 452 12,6 2,9 26,6 39,2 12,2 1,6 9,3 12,4 13,6
Int. egység/pM F1 4,72 5,28 5,43 4,58 4,92 4,79 4,70 4,78 4,60

uv 0,42 0,44 0,45 0,39 0,42 0,41 0,40 0,41 ,039
ORNO 1,25 1,3 1,1 0,9 53 0,4 0,3 0,5 3,7 4,6 4,8 4,7 7,6
ORNI1+2 1,67 89,9 47,6 30,3 1,8 91,5 51,6 353 1,7 90,6 77,9 71,3 2,0
ORN3 2,34 8,8 51,3 68,8 2,8 8,1 48,1 64,2 2,9 4,8 17,3 24,0 2,8
Int. egység/pM F1 1,04 1,36 1,51 1,06 1,37 1,47 1,45 1,54 1,57

uv 0,58 0,60 0,61 0,63 0,64 0,63 0,69 0,70 0,69
LYSI 2.00 - - - - - 0,5 1,7 - - 1,8 42 -
LYS2 2,99 92,9 443 26,4 1,9 92,2 42,8 26,0 1,8 95,9 70,0 56,8 1,9
LYS3 6,68 7,1 55,7 73,6 39 7.8 56,7 72,3 3.8 4,1 28,2 39,0 4,0
Int. egység/pM F1 1,36 2,01 2,29 1,37 1,96 2,25 1,52 1,74 2,33

UV 0,72 0,75 0,76 0,74 0,81 0,78 0,76 0,76 0,75
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16. tablazat. Az OPA/ MPA~NAC/aminosav-szarmazékok stabilitasa és kromatografias paraméterei a reakcididd figgvényében (7 perc, 3 ora, 6 6ra).

Aminosav Retenc. uv Fl detektalas UV detektalis Fl detektilas UV detektalis F1 detektilis UV detektalas
Ido* Max OPA/NAC = 1/3** OPA/NAC = 1/50*** OPA/MPA = 1/50%**
(perc) (nm) Valaszjel (%)**** Valaszjel (%)**** Valaszjel (%)**** Valaszjel (%)**** Valaszjel (%)**** Valaszjel (%)****

7 prec 3 ora 6 ora 7 prec 3 ora 6 6ra 7prec 3 o6ra 6 6ra 7 prec 3 ora 6 6ra 7prec 3 éra 6 6ra 7prec 3 éra 6 6ra
GLYO 5,88 334 0,1 0,1 0,1 0,6 0,8 0,8 1,0 2,3 33 0,2 0,8 1.4 - - - - - -
GLY1 6,43 334 95,5 82,3 75,4 97,0 84,4 74,9 97,7 92,7 90,7 99,3 96,2 95,0 93,5 97,1 96,4 94,0 96,5 94,9
GLY2 7,88 339 4,2 17,6 24,5 2,4 14,8 24,3 1,3 5,0 6,1 0,5 3,0 3,6 6,5 2,9 3,6 6,0 35 5,1
Int. Egy./pM 5,4 5,6 5,74 04 045 0,45 5,30 5,54 5,68 0,42 0,42 0,42 513 4,58 4,27 0,41 0,39 0,37
GABAO 6,13 334 0,1 0,3 0,5 0,1 0,3 0,5 0,4 1,6 2,8 0,2 0,7 1,2 - - - - - -
GABALI 6,93 334 96,6 80,3 68,9 96,3 80,5 68,9 98,2 92,3 90,3 99,3 96,7 95,9 83,4 79,5 77,3 87,5 78,0 70,6
GABA2 7,88 339 33 19,4 30,6 3,6 19,2 30,4 1.4 6,1 6,9 0,5 2,6 2,9 16,6 20,5 22,7 12,5 22,0 29,4
Int. Egy./pM 5,01 51 523 04 043 0,43 4,89 5,14 522 0,40 0,40 0,40 578 5,34 4,83 0,40 0,39 0,38
B-ALAO 7,62 334 - - - - - 0,2 1,8 3,0 0,5 1,6 2,4 0,8 1,1 0,3 - 1,5 34
B-ALA1 8,68 334 96,( 84,2 78,5 949 85,7 78,5 97,0 94,2 92,5 97,3 95,6 95,6 93,8 95,6 93,8 99,5 95,7 93,5
B-ALA2 12,32 339 4,0 15,8 21,5 5,1 14,3 21,5 2,8 4,0 4,5 1,9 33 33 32 33 32 0,5 2,8 3,1
Int. Egy./pM 4! 4,69 4,79 04 042 0,42 4,68 4,77 4,83 513 4,49 4,49 3,91 4,49 3,91 0,39 0,35 0,31
HISO 5,70 334 43 4,7 4,8 5,0 5,7 5,7 - - - - - - - - - - - -
HIS1 8,12 334 40,% 41,5 44,1 64,0 65,0 64,1 46,1 47,7 49,4 77,4 75,9 75,9 75,1 75,9 75,1 86,3 84,3 81,1
HIS2 12,07 353 55,2 53,8 51,1 31,0 293 30,2 53,9 52,3 74,2 22,6 24,1 24,1 24,9 24,1 24,9 13,7 15,8 18,8
Int. Egy./pM 3¢ 3,65 3,48 03 033 0,33 1,94 3,33 258 2,78 4,75 4,75 4,75 4,75 4,75 0,19 0,33 0,34
ORNX1 9,80 334 - - - - - 24,4 0,18 - - - - - - - - -
ORNI1 13,08 334 88.,: 66,1 53,9 96,2 80,1 69,3 75,6 93,7 55 67,8 91,2 91,2 89,5 91,2 89,5 73,1 94,8 94,2
ORN2 13,40 339 11,¢ 339 46,1 3.8 19,9 30,7 - 6,3 94,5 0,6 7,5 7,5 9,0 7,5 9,0 1,0 3,9 4,7
ORN3 14,98 334 - - - - - - - - 31,4 1,3 1,3 1,5 1,3 1,5 25,9 1,3 1,1
Int. Egy./pM 1( 1,2 1,35 05 059 0,59 1,10 1,37 - 1,45 1,23 1,23 1,07 1,23 1,07 0,62 0,56 0,46
LYSXI1 7,58 334 - - - - - 4,6 2,0 0,60 - - - - - - - - -
LYSI 8,92 334 93,3 62,6 46,6 96,5 75,8 61,7 94,5 90,8 1,2 83,0 84,4 84,4 82,7 84,4 82,7 86,4 91,8 90,9
LYS2 9,48 339 6,7 37,4 53,4 3,5 24,2 38,3 0,9 7,2 99,6 2,6 14,0 14,0 15,6 14,0 15,6 1,3 7,0 7,9
LYS3 11,63 334 0,0 - - - - - 0,4 14,4 1,6 1,7 1,7 1,6 1,7 12,3 1,2 1,2
Int. Egy./pM 2,03 2,4 2,66 08 082 0,81 2,19 2,26 0,76 19 1,79 1,44 1,44 1,79 1,44 0,63 0,59 0,47

Jelolések: * = Az OPA/NAC-szarmazék retencios ideje (a megfeleld OPA/MPA-szarmazék par masodperccel késobb elualodik); ** = [OPA]/[NAC]/[AA] = 20/60/1 (ahol 1
=107); *** = [OPA]/[NAC]/[AA] = [OPA]/[MPA]/[AA] =20/1000/1 (ahol 1 = 10°%); **** =%, ateljes valaszjelben kifejezve.
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6.2.7. OPA/tiol/N-a-védett-L-lizin- és OPA/tiol/N-g-védett-L-lizin-szarmazékok stabilitasanak

vizsgadlata

A kutatasainkban jelent6s elérehaladast hozott az N-a-védett-L-lizin €s az N-g-védett-L-lizin
OPA/tiol-szarmazékainak vizsgéalata. Az aladbbi két a-védett és két e-védett lizinvegytiletet
vizsgaltuk: N-a-acetil-L-lizin és N-g-acetil-L-lizin, N-a-benziloxikarbonil-L-lizin és N-¢-

formil-L-lizin (16. Abra).

a-helyzetben védett lizin g-helyzetben védett lizin
H
x /N COOH HoN COOH

itt szarmazékolhaté

NH, HN
~x

X = MeC(0)-, BnOC(0O)- X = MeC(O)-, HCO-

16. abra. N-o és N-g-védett-L-lizin

Hasonlosaguk ellenére, a két kiilonb6z6 helyen védett OPA/tiol/lizin-szarmazékok tel-
jesen eltérd stabilitast mutattak. A kisérletekbdl egyértelmiien latszik (17. Tablazat.), hogy az
g-védett lizinek az 1. csoportba tartozé (egy csticsot add) aminosavakhoz hasonléan egy stabil
szarmazekot adnak, mig az a-védett lizinek mar a 2. csoportba tartozo (két csucsot ado) ami-
nosavakhoz hasonldan viselkednek, azaz az elsdként keletkezé6 OPA/tiol-szarmazékok atala-

kulnak a védécsoport mindségétol fiiggetleniil.

17. tablazat. Szubsztitualt lizinek OPA/MPA-szarmazékainak stabilitdsa és tulajdonsagai a reakcioido fliggvé-
nyében, F1 és UV detektalasok alapjan

Aminosavak{ Ret. Ido, Valaszjel %, F1 Vilaszjel %, UV
Reakcié id6=> Percl 7p 36 66 7p 36 66
N-a-Ac-L-LYS1 7,92 87,4 39,3 26,3 86,2 43,1 29,4
N-a-Ac-L- LYS2 9,00 12,6 60,7 73,7 13,8 56,9 70,6
Int Egység/pM: 5,89 6,01 4,59 0,40 0,36 0,27
N-o-Z-L- LYS1 10,42 91,2 44,7 33,6 90,6 46,5 35,9
N-o-Z-L- LYS1 11,02 8,8 55,3 66,4 9,4 53,5 64,1
Int Egység/pM: 4,57 4,42 3,36 0,28 0,26 0,19
N-g-Ac-L- LYS1 7,38 100 100 100 100 100 100
Int Egység/pM: 5,12 5,15 5,13 0,37 0,37 0,36
N-g-formil-L- LYS1 7,23 100 100 100 100 100 100
Int Egység/pM: 512 5,13 510 0,36 0,37 0,37

Jelolések: Ac = acetil, Z = benziloxi-karbonil
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Hasonlo kisérletet végeztiink szubsztitudlt glicinekkel is (glicilalanil, glicilglicin, glicin-
benzil-észter), ahol — az aktualis szubsztituenst6l fiiggetleniil — a glicinnél tapasztalt bomlas-
sal megegyez6 képet kaptunk, azaz a reakcididd elérehaladtaval ugyanannyi masodlagos ter-
mek jelenik meg (18. tablazat). Az egyetlen kiilonbség csak abban mutatkozik, hogy mig a
glicilalanil és a glicilglicin lassabban, a glicin-benzilészter viszont gyorsabban bomlik, mint a

szubsztitudlatlan glicin.

18. tablazat. Szubsztitualt glicinek OPA/MPA-szarmazékainak stabilitasa és tulajdonsagai a reakcioido fiiggve-
nyében, F1 és UV detektalasok alapjan.

Aminosavak{ Ret. Vilaszjel %, F1 Vilaszjel %, UV RR
Reakciéid6= idé, 7p 36 66 7p 30 66

percl
GLYO 4,2 2,4 2,1 4,7 3,5 3,6 10,5
GLY 1 6,23 90,2 60,1 46,9 90,8 65,6 548 13,3
GLY 2 7,58 5,6 37,5 51,0 4,5 30,9 41,6 18,9
Int Egység/pM: 537 6,06 5,94 039 041 0,40
Glicilalanil0 6,02 0,2 2,8 4,6 0,2 2,9 4,9 12,1
Glicilalanill 6,83 932 71,7 61,1 96,8 83,7 75,7 4,6
Glicilalanil2 8,13 6,6 25,5 34,3 3,0 134 194 10,4
Int Egység/pM: 1,92 2,26 2,24 040 041 0,39
Glicilglicin0 5,83 0,4 3,3 5,0 - 32 5,0 5,6
Glicilglicinl 6,33 95,0 71,3 62,0 98,0 843 774 4,5
Glicilglicin2 8,15 4,6 25,4 33,0 2,0 12,5 17,6 10,8
Int Egység/pM: 1,80 2,14 2,20 040 041 0,39
Glicin-benzilészterl 6,37 88,8 632 55,6 27,8 29,6 29,6 13,7
Glicin-benzilészter2 7,97 4,2 28,4 35,8 0,81 104 154 16,7
Glicin-benzilészter3 9,55 2,0 4.4 43 6,9 37,1 394 0,96
Glicin-benzilészter4 10,40 - 1,9 3,3 - 4.8 8,4 2,7
Glicin-benzilészter5 12,30 5,0 2,1 1,0 64,5 18,1 7,2 1,03
Int Egység/pM: 1,79 2,52 2,58 040 0,39 0,36

Ezekkel a kisérlettel egyértelmiien igazoltuk, hogy az egy és két vagy tobb terméket
ado aminosavak és aminok viselkedések kozotti kiillonbséget az aminocsoporthoz kapcsolddo
alkilcsoport rendiiségével magyarazhatjuk. Ha az aminocsoport egy metiléncsoporthoz kap-
csolodik (—CH»>—NH,), akkor a vegyiiletet prim.-alkilaminnak, ha pedig az aminocsoport egy
metincsoporthoz kapcsolddik (>CH-NH,), akkor szek.-alkilaminnak nevezziik.

A védett lizinnel kapott eredményeket altalanosithatjuk a tobbi aminosavra és aminra.
A kisérletek szerint egy prim.-alkilamin tipusu vegyiilet (2A. csoportba tartozé aminosavak:
glicin, B-alanin, GABA, lizin, ornitin) OPA/tiol-szdrmazéka idében bomlik, mig egy szek.-
alkilamin (1. csoportba tartozé aminosav) stabil szairmazékot ad, tehat nem vesz részt bomlési
reakcioban. A 2B. csoportba tartozé hisztidin esetében feltehetden mas tipustt bomlasi reakci-

orol beszélhetiink.
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6.3. Modellvizsgialatok az OPA/MPA~NAC/amin-szarmazékok képzédési mechanizmu-

sanak tanulmanyozasara

Az aminok ¢és diaminok fontos szerepet jatszanak a bioldgiai szervezetekben, szamos
ilyen vegyiilet biologiai jelz6ként viselkedik. Amin és diamin tipusu vegyiiletek, mint hulla-
mérgek is ismertek, ezért megbizhatd mindségi €s mennyiségi analizisiikre az orvostudo-
manyban €s a torvényszeéki kutatdsokban is sziikség van. Ezen tilmenden, e vegyiiletek méré-
sével, a borok és sorok mindségére és szarmazasara is lehet kovetkeztetni.

Az irodalmat attekintve megallapitottuk, hogy sokan foglalkoznak az aminok bioldgiai
matrixokbol torténd analizisével, ahol aminok és diaminok egyaranteléfordulnak. Az itt al-
kalmazott analitikai modszerek nagyjabol megegyeznek az aminosavak esetében hasznaltak-
kal. Mivel sok aminnak, tobbek kozott a biogén aminoknak, nincs kromofor csoportja, tehat
az UV detektor szamara lathatatlanok, ezért az aminok HPLC-s analizisében is a szarmazék-
képzési modszerek terjedtek el. Ezen a teriileten is alkalmaztak, az altalunk tanulmanyozott

OPA/tiol reagenst, jollehet az aminosavakhoz viszonyitva kisebb mértékben.

6.3.1. Az irodalomban leggyakrabban hasznalt 1 : 3 OPA/tiol reagensarany alkalmazadsa az

aminok esetében

A kutatasainkat el6szor az 1 : 3 OPA/tiol reagensarannyal kezdtiik el az aminok és diaminok
homolog soranak vizsgalata soran. Elsddlegesen megallapithatd, hogy az OPA/tiol szarma-
zékképzési modszer az aminok esetében is jol alkalmazhato, bar a kapott kisérleti adatok sze-
rint ebben az esetben is ugyanolyan atalakulasi folyamatok jatszédnak le, mint a CH,—NH,
molekulaegységet tartalmazo aminosavak esetében, azaz a prim.-alkilamin-csoportot tartal-
maz6 vegyliletek elsddleges OPA/tiol-szarmazéka tovabb reagal és a kromatogramban tobb

termék észlelhetd.

Tapasztalataink szerint az elsédlegesen keletkezd OPA/tiol-szarmazék bomlési sebes-
sége nagymértékben fligg az alkillanc hosszatol, azaz minél hosszabb a szénlanc, annal las-
sabb az elsOdleges termék atalakuladsa. Ezt jol szemlélteti, hogy az OPA/tiol = 1:3
reagensarany mellett a metil-aminbol képzddd esetében az elsddleges szarmazék azonnal to-
vabb alakul és 3 dra alatt teljesen eltiinik, mig a butil-amin elsédleges terméke, illetve az en-
nek atalakulasbol eredé masodlagos termék 6 dra reakcididé utdn is mérhetd. Az aminosa-

vaknal mar megfigyelt atalakulas tehat a butil-amin esetében is jelentkezik, de ellentétben a
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metil-aminnal, a masodlagos termék és a focsucs 0sszege idoben allando, tehat a dsszegzésen

alapulo modszer a butil-aminnal alkalmazhato, mig a metil-aminnal nem.

6.3.2. Az altalunk javasolt, megnévelt (1:10 és 1:50) OPA/tiol reagensarany alkalmazasa az

aminok esetében

Az aminok atalakulasi sebessége még gyorsabb, mint az aminosavaké, s6t még az Osszeada-
sos mddszer sem alkalmazhaté minden esetben. Az aminok mérése ezért a hagyomanyos 1:3
OPA/tiol reagensarannyal még nehezebb (19. tablazat). Az aminosavakra kidolgoztunk egy
olyan reagensosszetételli OPA/tiol szdrmazékképzo reagenst (6.2.6. fejezet), ahol 1:3 helyett
1:10, illetve 1:50 reagensaranyt alkalmazunk 1:20 aminocsoport/OPA reagensfelesleg mellett.
Ezt a modszert alkalmazva gyakorlatilag teljesen vissza tudtuk szoritani az elsddleges
OPA/tiol-szarmazékok bomlasat. Ugy terveztiik, hogy ezt a mar j6l bevalt médszert kiprobal-
juk az aminok mérésére is.

Az 1:10 reagensaranyt alkalmazva, az aminok OPA/tiol-szdrmazékainak atalakulasat
csak kis mértékben tudtuk csdkkenteni. Ezért vizsgalatainkat a megnovelt 1:50 OPA/tiol
reagensaranyt alkalmazva folytattuk (18. tablazat, 17. és 18. dbra). Ez az 1:50 reagensarany
jelent6s stabilitasndvekedést eredményezett. Az adatok azt mutattak, hogy az 1:3 illetve az
1:10 arany helyett az 1:50 reagensarany az aminok meghatarozasara, 7 perces reakcioidé mel-

lett kivaloan alkalmazhato.
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19. tablazat. Az alifids aminok és az etanolamin OPA/NAC- és OPA/MPA-szarmazékainak stabilitdsa és kromatografias para-
méterei a reakcidido és a reagensodsszetétel fliggvényében (7 perc, 3 ora, 6 Ora)

Amin Ret Fluoreszcens detektalas

id6 [OPA]:[NAC]=1:3 [OPA]:[NAC] = 1:50 [OPA]:[MPA] = 1:50

(perc) Valaszjel (%)* Valaszjel (%)* Vilaszjel (%)*

90Omp Tperc 36ra 66ra 90mp Tperc 36ra 66ra Tperc 3o6ra 6o6ra

Etanolaminl 1,35 989 98,6 97,7 97,9 100 100 100 100 100 100 100
Etanolamin2 1,65 1,1 1,4 2,3 2,1 - - - - - - -
Fl 4,07 3,79 2,99 2,20 3,96 3,71 3,62 3,54 3,90 3,36 2,98
uv 0,37 0,35 0,25 0,19 0,36 0,35 0,34 0,32 0,37 0,32 0,29
Metil-aminl 1,85 93,8 82,0 38,5 42,4 99,1 97,9 96,4 96,4 98,2 96,5 97,2
Metil-amin2 326 6,2 18,0 61,5 57,6 0,9 2,1 3,6 3,6 1,8 3,5 2,8
Fl 4,68 4,50 0,86 0,11 4,55 4,35 3,39 2,76 4,51 2,84 1,89
uv 0,42 0,41 0,079 0,014 0,40 0,38 0,28 0,21 0,39 0,25 0,17
Etil-amin1 2,58 945 93,1 43,5 28,1 100 99,7 99,4 99,3 94,8 92,7 91,3
Etil-amin2 387 55 6,9 56,5 71,9 - 0,3 0,6 0,7 52 7,3 8,7
F1 4,42 4,44 4,33 3,37 4,41 4,40 4,04 3,76 4,48 3,68 3,09
uv 0,39 0,40 0,38 0,29 0,38 0,42 0,38 0,35 0,40 0,33 0,28
Izopropil-amin 3,83 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Fl 4,25 4,82 4,74 4,67 2,73 4,81 4,69 4,89 3,90 4,83 4,77
uv 0,37 0,44 0,43 0,42 0,25 0,42 0,42 0,42 0,34 0,42 0,42
Propil-aminl 4,17 982 95,0 533 37,6 100 99,5 98,2 98,1 98,5 97,7 97,7
Propil-amin2 5,71 1,8 5,0 46,7 62,4 0,5 1,8 1,9 1,5 2,3 2,3

F1 4,69 4,71 4,82 4,18 4,57 4,56 4,34 4,19 5,04 4,32 3,72
UV 0,41 0,43 0,43 0,37 0,39 0,40 0,38 0,36 0,44 0,37 0,32




19. tablazat. Folytatas

Amin Ret Fluoreszcens detektalas

1d6 [OPA]:[NAC]=1:3 [OPA]:[NAC] = 1:50 [OPA]:[MPA] = 1:50

(perc) Valaszjel (%)* Vélaszjel (%)* Vélaszjel (%)*

90Omp Tperc 36ra 66ra 90mp Tperc 36ra 66ra Tperc 3o6ra 606ra

terc- butil-amin 4,85 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Fl 0,58 0,71 1,33 1,29 0,029 0,050 0,45 0,68 0,055 0,46 0,69
uv 0,17 0,23 0,42 0,41 0,007 0,014 0,14 0,21 0,016 0,14 0,21
szek-butil-amin 547 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Fl 434 423 419 415 1,74 2,63 4,18 422 227 334 3,18
uv 0,39 0,38 0,38 0,39 0,16 0,33 0,38 0,38 0,28 0,41 -
izobutil-aminl 588 98,9 98,5 83,9 74,1 100 99,7 97,8 97,6 98,8 96,1 96,0
izobutil-amin2 6,88 1,1 1,5 16,1 25,9 - 0,3 2,2 2,4 1,2 3,9 4,0
Fl 4,01 4,06 4,31 4,48 4,37 4,30 421 4,13 431 3,85 3,38
uv 0,34 0,39 0,40 0,41 0,38 0,39 0,38 0,37 0,39 0,34 0,30
butil-aminl 6,23 983 94,2 50,3 33,9 100 99.4 97,7 97,6 98,7 97,1 97,1
butil-amin2 7,15 1,7 5,8 49,7 66,1 - 0,6 23 2,4 1,3 2,9 2,9
Fl 4,07 4,04 4,18 3,62 4,02 4,06 3,88 3,68 3,96 3,24 2,71
uv 0,37 0,38 0,38 0,32 0,36 0,38 0,36 0,34 0,37 0,30 0,25
izoamil-amin| 7,71 99,8 96,3 72,1 58,5 100 99,2 97,5 97,6 nd nd nd
izoamil-amin2 8,06 0,2 3,7 27,9 41,5 - 0,8 2.5 2,4 nd nd nd
Fl 4,46 4,28 4,41 430 430 4,24 4,07 3,84
Uv 0,40 0,42 0,43 0,42 0,41 0,42 0,40 0,38

Jelolések: [OPA]:[MPA~NAC]:[AA] = 20:60:1 vagy 20:1000:1 (10°); * = az &sszes szarmazék valaszjele, nd = nincs meghatarozva
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17. abra. A butil-amin (A), a propil-amin (B), az etil-amin (C) és a metil-amin (D) bomlasa
az ido fiiggvényében (7 perc, 3 ora, 6 ora), kiillonboz6 OPA/NAC reagensarany mellett.
[OPA]:[NAC]:[AA] = 20:60:1 és [OPA]:[NACJ:[AA] = 20:1000:1 (ahol 1 = 107°)
reagensarany mellett
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[OPA)NAC]=1/3 [OPAJ[NAC]=1/50
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18. abra. A putreszcin (A), a kadaverin (B), a tiramin (C) €és az agmatin (D) bomlasa az ido
figgvényében (7 perc, 3 ora, 6 ora), kiillonb6z6 OPA/NAC reagensaranyok mellett;
[OPA]:[NAC]:[diamin] = 20:60:1 és [OPA]:[NAC]:[diamin] = 20:1000:1 (ahol 1 = 1079)
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6.3.3. Az altalunk javasolt megnévelt (1 : 50) OPA/tiol reagensarany alkalmazadsa a diaminok

esetében

Az aminok és a diaminok OPA/tiol-szarmazékainak stabilitdsa kozott viszonylag nagy
kiilonbség van, a diaminok szarmazékai még gyorsabban alakulnak at masodlagos termékek-
ké, mint az aminok, és esetenként négy atalakulasi terméket adnak.

A diaminoknal is megvizsgaltuk a kiilonb6z6 reagensaranyoknak az éatalakulds sebes-
ségére gyakorolt hatasat. A kapott eredmények nagyon hasonloak voltak azokhoz, amelyeket
az aminok vizsgalata soran kaptunk. Mig az 1:3 reagensarany mellett az elsddlegesen keletke-
z6 OPA/tiol-szarmazék gyorsan tovabb alakul (19. abra), addig az 1:50 reagensarany alkal-
mazasaval jelentdsen vissza tudtuk szoritani az atalakulasi reakciok sebességét, nagymérték-
ben javitva ezzel az analitikai modszert (19. abra). Az 1:50 arany sem biztositotta azonban az
elsddleges termékek stabilitasat, de 7 perces reakcioidok esetén a modszer analitikailag hasz-

nalhatonak bizonyult.
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[OPA}/[MPAJ=1/3
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19. abra. Az 1,3-propilén-diamin (A), putreszcin (B) és kadaverin (C) bomlasa az id6 fligg-

vényében (7 perc, 3 ora, 6 ora). [OPA]:[MPA]:[diamin] = 20:60:1 (ahol 1 = 10_9)
reagensarany mellett. *szennyez6
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6.4. Az OPA/tiol/aminosavak-szarmazékok atalakulasi termékeinek szerkezete és kelet-

kezésiik mechanizmusa

6.4.1. Az aminosavak, védett aminosavak és aminok OPA/tiol-szarmazékainak HPLC vizsga-

latabol levonhato kovetkeztetések

Doktori dolgozatom célja nem csupan az OPA/tiol szarmazékképzé moddszer paramé-
tereinek tanulmanyozésa és a modszer javitasa volt, hanem a 2. csoportba tartozé aminosavak
kémiai atalakuldsanak részletes feltérképezése is. Lattuk, hogy szamos kisérleti paraméter,
mint pl. az OPA/tiol reagensarany, a pH és a reakcioidé nagymértékben befolyasoljak az at-
alakulasi reakcio sebességét. Ebben a fejezetben foglalom 6ssze az atalakulas mechanizmusa-
nak részletes ismertetését, illetve azt, hogy az altalunk alkalmazott szarmazékolasi koriilmé-
nyek és paraméterek miként és miért szoritjak vissza a nem kivant reakciot.

Egyértelmiinek tiint, hogy az atalakulasi termékek szerkezetét HPLC-MS moddszerrel
hatarozzuk meg. Sajnos els6 kutatdsi partneriinkkel nem sikeriilt haszndlhaté eredményeket
elérni, ezért a kutatdsainkat parhuzamosan folytattuk sajat laboratoriumunkban. El6szor ugy
gondoltuk, hogy az aminosav C-terminalis karboxilcsoportja jatszik fontos szerepet a 2. cso-
portba tartozd6 aminosavak kémiai atalakulasaban. Annak érdekében, hogy ezen elgondola-
sunkat igazoljuk, C-terminalison védett aminosavakat vizsgaltunk a mar ismertetett reakcio-
koriilmények kozott: [OPA]/[tiol] = 1 : 3. Két C-terminalison védett aminosavat, a glicin-
benzil-észtert és a lizin-benzil-észtert OPA/tiol reagenssel szarmazékokka alakitottuk és vizs-
galtuk ezen szarmazékainak atalakulasat. Ezekben az esetekben is a fékomponens mellett leg-
alabb egy atalakult terméket mértiink. Annak érdekében, hogy a karbonilcsoport hatasat telje-
sen kizarjuk, még egyszeriibb vegyiiletekhez nyultunk, amelyek semmilyen formaban nem
tartalmaznak C=0 szerkezeti elemet. gy keriiltek érdeklédésiink kdzéppontjaba az aminok,
ami mas szempontbdl is szerencsés valasztasnak bizonyult, ugyanis az aminok, mint azt az
el6z6 fejezetekben targyaltuk, igen fontos célpontjai az analitikai vizsgélatoknak. Amint a 6.3
fejezetben mar bemutattuk, az aminok szarmazékai szintén tobb cstcsban eludlodnak, hason-
16 atalakulasi reakciot mutatva, mint a 2. csoportba tartozo aminosavak.

A fent emlitett eredményekbdl kitlint, hogy a 2. csoportba tartozo (t6bb csticsot ado)
aminosavak, illetve az aminok esetében a reagalé NH, csoport mellett a-helyzetben mindig
CH,; csoport van (NH,-CH,-), vagyis a glicin (NH,-CH>-COOH), a B-alanin (NH,-CH,-CH,-
COOH) és a GABA (NH,-CH>-(CH;),-COOH), a diaminocsoporttal rendelkez6 ornitin (NH,-
CH>-(CH,),-CHNH,-COOH) ¢s lizin (NH,-CH,-(CH;);-CHNH,-COOH), illetve az aminok
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esetében a NH,-CH,-R vegyiiletek OPA/tiol-szarmazékai mind tobb cstucsban elualédnak. Ezt
az igen fontos megfigyelést mi kozoltiik eldszor az irodalomban, és ez a felismerés végiil el-

vezetett az OPA/tiol-szarmazékok atalakulasanak mechanizmusahoz.

6.4.2. Az aminosavak és aminok OPA/tiol-szarmazékainak és atalakult termékeinek HPLC-MS

vizsgalata [3]

Mivel mind az elsédlegesen képzddd szarmazékok, mind az ezekbdl képzddott atala-
kult termékek bomlékonynak bizonyultak, nem volt esély arra, hogy ezeket az atalakulési
termékeket izolalni tudjuk, ezért a szerkezetfelderitéshez ujra HPLC-MS vizsgalatokat kez-
deményeztiink kiilsé laboratoriumok bevonasaval. El6szor az OPA/MPA reagenssel készitett
szarmazékok HPLC-MS analizisére keriilt sor a hollandiai DSM laboratériumaban, Ynze
Mengerink révén. Sikeriilt az 6sszes, elsddlegesen keletkezo és az azokbol képzodé atalakula-
si termékek molekulaionjait, illetdleg azok jellemzd fragmentumionjait meghatarozni (20.
tablazat). A kapott eredmények mindkét segédreagens (MPA és NAC) alkalmazasa mellett
azonos kovetkeztetésekhez vezetettek. Az els6dlegesen keletkez6 OPA/tiol-szarmazék m/z ér-
téke a vart OPA + tiolvegyiilet + aminosav(amin) — 2 molekula viz dsszetételre, azaz a megfe-
lel6 izoindolszarmazék képzddésére utal, amelyet Simons és Johnsons a 1970-es évek végén
NMR-rel azonositottak. Az attér6 ujdonsag a 2. csoportba tartozd aminosavakbol és
aminokbol keletkezd, atalakuldsi termékek molekulatomegének azonositasa volt. Az elsd
eredményeket egy holland kollégaval egyiittmiikodve sikeriilt elérniink, az OPA/NAC rea-
genssel atalakitott modellvegyiiletek HPLC-MS vizsgalatait mar itthon végeztiik [3].

Az atalakult termékek m/z értéke kivétel nélkiil minden esetben azt mutatta, hogy az
elsddlegesen képzddo izoindolszarmazék egy tovabbi OPA molekulaval reagalt. A HPLC-MS
felvételekbol egyértelmiien kideriilt, hogy az atalakulasi termékként jelentkez6 GLY2,
BALA2, HIS2, GABA2, ORN3 ¢s LYS3 molekulatomege minden esetben egy OPA molekula
molekulatdmegével tébb [3], mint a kisebb retencids id6vel érkezé kiindulasi szarmazékaik
(AMINOSAV1), melyek a mar jol ismert és vart 1-(R'-tio)-2-(R-metil)izoindol szerkezetet
mutattak (20. tablazat ¢és Fiiggelék).
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20. tablazat. Az aminosavak és aminok OPA/MPA- és OPA/NAC-szarmazékainak fragmentacioja: HPLC/MS(ESI) vizsgalatok alapjan (Mopa = 134,1; Mypa = 106,1;
MN AC— 163 2)

Mw _ Elsédleges OPA/MPA szirmazékok ionjai Atalakult OPA/MPA szirmazékok ionjai
Aminok{ MH® MH' MH'- MH" MH' MH' MH  20PA  OPA Specidlis
Aminosavakl szamolt  talilt COO  m/z=105 @ +OPA +OPA +MPA +H' fragmens
-H,0 -2H,0 %
glicin 75,1 280,3  280,0 175,0 4140 3960  280,0 135,1 278,2
B-alanin 89,1 2943 294,0 189,1 428,0 4100 2940 3380
lizin 1462 5556 5552 5110 405,1# 689,0 67,0 5550  338,0
g-amino- 1312 3364 3361 2920 231,1 470,1 4522 3361 135,1
kapronsav
M Elsédleges OPA/NAC szarmazékok ionjai Atalakult OPA/NAC szarmazékok ionjai
Aminok{ MH®  MH'  MNa' MH" MH® MNa® MH'  MNa® MNa' MH®  MNa®  Specislis
Aminosavakl szamolt  talalt m/z=129 = +OPA +OPA +OPA +OPA  +OPA  +20PA +OPA fragmens
-H,0 +Na +2Na ok

glicin 75,1 3374 337,1 3590 208,0 4712 493,1 4530 278,9
B-alanin 89,1 3514 35L,1 3730 2220 4851 5072 4672 279,1
GABA 103,1 3654 3651 387, 236,1 528,6 5212 4812 5431 564,8 279,1
hisztidin 1552 4175 4173  4614& 310,3
ornitin 132,1 6557 6553 6772 - 7892 8112 7713 8332 8552
lizin 1462 6698 6693 6914 - 8033 8253 7853 8473 869,3
g-amino- 1312 3935 3933 4153 264,3 527,6 5274 5094 5494 5714
kapronsav
n-propil-amin 59,1 321,4 321,3 3433 192,2 455,5 477,4 4374 499.4
putreszcin 88,2 611,5  611,5 6335 - 7456 767,6 7276  789,6 811,5 879,5  901,6 600,6*
kadaverin 1022 6255 6255 6475 - 759,6  781,6 7416  803,6 825,6 893,7 9156 614,6%
agmatin 1302 3925 3924 4144 263,3 526,5
tiramin 1372 3995 3994 4213 270,3 533,5 5554 5154 5775
spermidin 1452 4075 — — — — — 505,64

Jelolések:: Mw = molekulatdmeg; [OPA]/[MPA~NAC]/[AA~amin]=20/60/1, 1 = ~1x10°%; vastagon jelolt=jellemz6 ionok; *= a putreszcin és kadaverin atalakult termékei-
hez tartozo6 fragmens ionok; **=Specialis fragmens ionok = MH" + OPA(-H,0-R,-R,); 600,6%=m/z = 879,5-279,1; 614,6¥=m/z=893,7-279,1; 405,1#=MH —
(COO+MPA); 461,4&= MNa" + Na; 505,64=MH" + OPA—2H,0
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6.4.3. Az NH-CH, csoportot tartalmazo aminosavak és aminok OPA/tiol-szarmazékai atala-

kulasanak mechanizmusa

Az elézéekben vazolt eredmények alapjan javasoltuk az OPA/tiol-szarmazékok atala-
kuldsanak mechanizmusara. Feltételezésiink szerint (21. abra) az OPA/tiol-szarmazék (IT)
izoindolvaz nitrogénjével szomszédos CH, csoport (az aminosav o szénatomja) lazitott vagy
’savas’ hidrogénje révén bazisos kozeg ()pH = 9,3) hatasara konnyen deprotonalddhat(Il —
III). A keletkezo III karbanion a tovabbiakban nukleofilként reakcidba tud 1épni egy ijabb

OPA molekulédval, ami végiil egy izobenzofuranvaz kialakulasahoz vezet (IV — V — VI).

Rq
\S CHO
CHO (I
R1—SH = CHO
+ HZN—CHZ N—CH, —» N——(@l —
-H,0 -
CHO \R 2 \R
I

I

HO
R4
\S
/
N—-CH ——CH N—CH
=

VI
21. abra. A 2. csoportba tartozo amlnosavak ¢s NH,—CH; csoportot tartalmazé az aminok
OPA/tiol-szarmazékai atalakulasanak mechanizmusa

Mivel a CH csoportot tartalmazo szarmazékoknal nem tapasztaltunk mellékreakciot,
ezért feltételezhetd, hogy itt a tercier szénatom térbeli gatlasa miatt egy ujabb OPA molekula
mar nem fér el, igy csak a N-CH3 vagy az N—-CH, csoport jelenlétében indulhat el a targyalt
mellékreakcid. Az OPA/MPA~NAC/hisztidin-szarmazékban az aminocsoporttal szomszédo-
san o szénatom tercier jellegli (CH), ezért ebben az esetben az atalakulds méas mechanizmus
szerint jatszodik le.

Miutdan HPLC-MS vizsgalatokkal meghataroztuk a masodlagos atalakulasi termékek
szerkezetét és képzédésﬁk mechanizmusat, a tovabbiakban az atalakulas sebességét, igy a ke-
teni. Ebben az esetben ugyanis a kromatogram egyszertisodik, és a 2. csoportba tartoz6 ami-
nosavak, valamint az aminok is mennyiségileg meghatarozhatova valnak. A megoldast a rea-
gens Osszetételének és a szarmazékképzés koriilményeinek valtoztatasaban kerestiik, ezért

szisztematikusan vizsgaltuk az OPA/tiol/aminosav, illetve OPA/tiol/amin ardnyokat, majd a
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reakcio pH-janak hatasat. Ezen eredményeket a 6.3 fejezetben mar targyaltuk, ahol megallapi-
tottuk, hogy a reakcioelegy nagy tiolkoncentracidja jelentdsen csokkenti az elsddlegesen ke-
letkezd OPA/tiol-szarmazEk atalakulasat. Feltételezhetd, hogy az OPA a nagy feleslegben 1¢é-

vo tiolvegyiilettel a 22. dbran vazolt eldegyensulyban van.

R R R
\,
S Ns Ng
CHO + HS—R
-H,0 -H,0
+ HS—R —_— OH _—
CHO CHO
1 vil VII
OH lX/
R 2

22. abra. Feltételezett eldegyensuly az OPA ¢s a tiolvegyiiletek kozott.

Az egyensulyi torvény szerint a modositott médszeriinkben az [OPA] : [tiol] = 1 : 50 aranyu

tiolfelesleg az egyensulyt jobbra tolja el, igy csOkkentve a szabad OPA molekuldk, azaz az

crcr

OPA/tiol-szarmazékokkal valo reakcid sebességét, igy az elucio ideje alatt az elsddlegesen

keletkezett szarmazékok stabilnak mutatkoznak.
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6.5. Modellvizsgalatok az OPA/MPA~NAC/aminosav~amin-szarmazékok HPLC feltét-

eleinek optimalasara

Az el6z6 fejezetben bemutatott kutatasi eredmények lehetévé tették, hogy minél tobb
aminosavat és amint egymas mellett, egyszerre hatarozzunk meg. Mint a bevezetében emlitet-
tiik, mind az aminosavak, mind az aminok igen fontos és valtozatos markerekként szerepelnek
a biolodgiai szervezetekben, mivel az aminosavak a kiilonboz6 technologiai miiveletek soran,
biologiai uton dekarboxilezédhetnek aminokkd. Szamos szakteriileten igény van megbizhatd
analitikai modszerre az alabbiak szerint:

1. ¢élelmiszermindség-biztositas (borok, sordk, sajtok, gylimolcsok, aminosav- ¢és

amintartalma);

2. buniigyi korbonctan (hullamérgek mérése);

3. kornyezetvédelem (iparban alkalmazott aminok vizsgalata);

4. kozmetikaipar (adalékanyagok);

Munkam soran a borok, sordk és a borecet aminosav- és amintartalmat tanulmanyoztam,
azzal a céllal, hogy bemutassam az altalam kidolgozott analitikai modszer hatékonysagat, il-

letve korlatait. Osszesen 20 aminosav- és 17 aminkomponens elvalasztasat tiiztiik ki célul.

6.5.1. Irodalmi el6zmények

Az irodalom attekintése utan megallapithato, hogy az aminok és aminosavak egyiittes elemzé-

sére az alabbi modszereket alkalmazzak

1. Az aminosavakat ¢s az aminokat egy kiilon Iépésben elvalasztjak egymastol, majd ezeket
kiilon-kiilon elemzik kiilonboz6 analitikai technikakkal. E modszer nagy hatranya, hogy ido-
és pénzigényes, illetve bonyolult és nem automatizalhatd. Az aminosavakat €s az aminokat
egymastol extrahaldssal vagy ioncserével valasztjak el, ami jelent0s és reprodukalhatatlan
veszteségekkel jar.

2. Szamos esetben csak az aminok meghatarozasara volt sziikség. Ilyenkor sem tudtak azon-
ban elkeriilni, hogy az aminosavakat eltavolitsak a matrixbol, mivel ezeket minden biologiai

mintaban megtalalhatok és jelenlétiik zavarja a mérést.
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3. A harmadik ¢és a legegyszeriibb mddszer, ha egy kromatografis felvétel soran egyszerre si-

keriil analizalni mind az aminosavakat mind az aminokat.

Mi az utdbbi eljarast kivantuk tovébb fejleszteni. Osszesen 22 cikket talaltunk, ahol ezt az
egylittes mérést alkalmaztak. Az irodalomban talalt példakat tekintve, varhato gondot jelen-
tett, hogy sok esetben bonyolult 6sszetételi eluens rendszerrel dolgoztak, sokan hasznaltak
trietil-amin (TEA) illetve tetrahidrofurant (THF) szerves modositot az elvalasztas javitasara.
A PTC-szarmazékok esetében a sok komponens elvalasztasat egyik all6fazissal sem sikertilt

maradéktalanul megoldani.

A kovetkez6 részben roviden emlitek néhany irodalmi példat és ezek eredményeit.

1. Egy leirasban 90 perc alatt 26 aminosavat és amint valasztottdk el DABZYL-CI szarma-

z€kképzo6 segitségével, 70 °C-on (reakcididd 15 perc).

2. B6z ¢s munkatarsai Osszesen 16 aminosavat és amint 110 perc alatt tudtak elvalasztani,
FMOC-CI szarmazékképzéssel. E modszer eldnye az, hogy a szarmazékképzési eljaras révén
a mérések soran érzékeny detektalast tudtak alkalmazni. A modszer hatranya viszont, hogy a
maradék FMOC-CI reagensfelesleget ¢s az FMOC-OH és FM-OH mellékterméket a 3.1.1.3.

fejezetben (2. abra) mar ismertetett modszerrel kell eltavolitani.

3. Alberto és munkatdrsai 24 aminosavat és amint valasztottak el 50 perc alatt OPA/MCE
szarmazékképzési technika segitségével. A mddszer hatranya, hogy a reagens csak 24 oraig

hasznalhato, ezért nem automatizalhat6é konnyen.

4. Antolini és munkatarsai ionparkromatografiat alkalmazva 40 perc alatt 8 vegyiiletet valasz-

tottak el. A 215 nm-en végzett detektalds azonban nem szelektiv.

5. Szamunkra a legérdekesebb munkat japan kutatok cikkében talaltuk, ahol j reagenst hasz-
naltak. (Karbazol-9-il)-acetil-kloridot alkalmazva 25 vegyiiletet sikeriil elvalasztani 80 perc
alatt. A modszer eldnye hogy a mérés hibaja 5 % alatt van még pmol mennyiségli aminosav
mérésénél is. A mddszer jelentds hatranya azonban az, hogy a reagens feleslegétdl ecetsavol-

dat segitségével kell megszabadulni.
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6.5.2. Modszerfejlesztés az optimalis gradiens program kidolgozadsdra

Az OPA/MPA ¢s az OPA/NAC aminosav- és aminszarmazékainak elvalasztasara
szolgaldo HPLC-s mddszer optimalasa soran szamos kromatografids paramétert kellett figye-
lembe venniink és varidlnunk, hogy a megfelel6 analitikai eljarashoz jussunk.

. az alkalmazott eluensek osszetétele,
. az alkalmazott eluensek pH-ja,
. az alkalmazott eluensek koncentracioja,

. a gradiens program,

1

2

3

4

5. az aramlasi sebesség és ennek idOprofilja,

6. az elvalasztast végzo oszlop mindsége, fajtaja,
7. az elvalasztast végzo oszlop homérseklete,

8

. a detektalas modja.

Célunk az volt, hogy az altalunk kidolgozott modszerrel 37 vegyliletet, aminosavat és
amint egyidejiileg tudjunk minél rovidebb id6 alatt elvalasztani. Mivel az OPA/NAC-
aminosav- (1A. MODSZER) és OPA/MPA/aminosav-szarmazék (1B. MODSZER) elvélasz-
tasat mar elozéleg megoldottuk[1], ezért kiilon elvalasztdsi modszert dolgoztam ki az
aminokra. Tapasztalatunk szerint az aminok az aminosavak utan elualodnak, ezért a két mod-
szert egyesitettiik. Ezekben az esetben is parhuzamosan a Hypersil és Nucleosil RP Cg-as al-
lofazisokkal (3 és Spm szemcseméretii oszlopokkal) dolgoztunk.

A tovabbiakban 17 amin elvalasztasara két HPLC-s modszert dolgoztunk ki (2A. és
2B. MODSZER, 23. abra, 21. tablazat). A 2A. MODSZER esetében OPA/NAC szarmazék-
képzo reagenst alkalmaztunk, amellyel 17 amint 35 perc alatt sikeriilt alapvonal-elvalasztassal
elvélasztani. Mivel az OPA/NAC reagens alkalmazasa esetén az aminosavak enantiomerjei is
elvalnak, ezért kidolgoztam a 2B. MODSZERt, ahol OPA/MPA reagenst alkalmaztunk,
ugyanis ebben az esetben nincs kiralis szétvalas. Az elvalasztas ideje itt is 35 perc volt.

A két modszer 6sszehasonlitasa utjan megallapithato, hogy a 2A. MODSZER jéllehet
elénydsebb, mint az OPA/MPA reagenst alkalmazo 2B. MODSZER, de a természetes matri-
xokban jelenlévé aminosavak enantiomerjei miatt a 2A. MODSZER alkalmazasakkor renge-
teg komponens elvalasztasat kellene megoldani. Az itt bemutatott modszerek kivaloan alkal-
mazhatoak aminok elvalasztasara.

Az aminosavakra kidolgozott 1B. és az aminokra javasolt 2B. MODSZER egyszerii

egyesitése utdn azonban négy amin (metil-amin, hisztamin, etanolamin, agmatin) mas amino-
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savakkal egyiitt elualodott. Ezért az aminosavak €s aminok egyiittes elvalasztasa érdekében

tovabbi finomitast volt indokolt.

21. tablazat. Modell oldatok amin tartalmanak egyiittes elemzése és reprodukalhatosagi vizsgalata: OPA/MPA
(2B modszer) szarmazékként fluoreszcencias intenzitasuk alapjan

Aminosavak Integrator egység / 1pM aminosav**
+Aminok{ ﬁet s a
[OPA]/[MPA]: 6, | Injek@lt | g 010 | 16,04:1° | 33,80:1° | 67,78:1° | Attags | RSP
. T Percl pMU %
[AA+amin] =
1 etanolamin 4.15 760 1,87 1,86 1,85 1,82 1,85 1,2
2 hisztamin 5.30 700 1,75 1,78 1,65 1,73 1,73] 32
3 metil-amin 6.65 610 1,90 1,88 1,76 1,80 1,84] 3,6
4 agmatin 8.00 666 1,43 1,47 1,48 1,56 1,49 3,7
5 etil-amin 10.08 637 1,55 1,73 1,73 1,66 1,67] 22
6 izo-propil-amin | 13.60 799 0,672 1,00 1,14 1,33 n.a.
7 propil-amin 14.42 666 2,22 2,40 2,32 2,55 2,341 4,1
8 tiramin 15.13 677 2,34 2,44 2,35 2,41 241 2,0
9 putreszcin 15.83 642 1,05 1,01 0,95 0,98 1,000 43
10 kadaverin 18.60 664 1,24 1,28 1,25 1,28 1,26] 1,7
11 izo-butil-amin | 19.53 587 1,80 1,92 1,94 2,05 1,96] 3.1
12 butil-amin 20.35 674 1,76 1,89 1,86 1,90 1,85] 1,9
13 izo-amil-amin | 23.85 728 1,58 1,62 1,56 1,61 1,59 1,7
14 feniletil-amin | 24,35 684 1,92 2,07 2,02 2,09 2,05| 1,6
15 hexil-amin 29.03 607 1,50 1,60 1,56 1,60 1,57] 3,0
16 heptil-amin 31,79 594 1,64 1,73 1,65 1,71 1,68] 2,6
17 oktil-amin 33,55 557 1,59 1,64 1,59 1,65 1,62 2,0

Jelolések:**=legaldbb harom kisérlet atlagértéke; #eltéré mollaranyok mellett mérve; [OPA/MPA]:[AA]" =
8,97:1; 17,93:1; 35,87 és 71,74:1; [OPA]a'b‘C‘d: 1,01x10-7M; 1-17 = megegyezik az aminok kromatogramjain
szerepld szamokkal; a délt betiik az atlagba nem voltak beszamolva; pM®= Az aminok 6sszegének legmagasabb
mennyisége 10 pl-t injektalva; n.a. = nincs atlagolva
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23. Abra OPA/NAC/amin- (A: 2A. MODSZER) és OPA/MPA /amin-szdrmazékok (B: 2B.
MODSZER) elvalasztasa HPLC-vel az optimélt modszerekkel. A csucsok szdmozasa meg-
egyezik az 17. tablazatéval

A 1B. MODSZER és a 2B MODSZER egyesitése utan (3. MODSZER) kideriilt, hogy
ez az eljaras elsOre nem jart sikerrel, ugyanis az aminok tobbnyire a vart helyen az aminosa-
vak utan jottek, de a mar emlitett négy amin (metil-amin, etil-amin, etanolamin, hisztamin)
becsuszott az aminosavak kozé, és kromatografias csucsaik atfedtek az aminosavak csucsai-

val. A tovabbiakban ezért egyiitt kellett optimalni a modszert. Hosszas kisérletezés utdn sem
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sikeriilt a 3. MODSZERben alkalmazott koriilményekkel az 6sszes egyiittes eliiciot megolda-
ni. Mivel az emlitett szokasos biner eluens rendszerrel (1B+2B. MODSZER), ami, egy vizes
puffert (A eluens) és acetonitrilt (B eluens) jelent, nem sikeriilt kielégitd eredményt elérni,
ezért attértlink a kvaterner rendszer hasznalatara. Végiil sikeriilt egy négy eluensbél allo (5.9.3
fejezet) kvaterner rendszerrel 20 aminosavat és 17 amint egymas mellett 53 perc alatt elva-
lasztani (24. abra, 22. tablazat). Az optimalas soran hasznositottuk azt a megfigyelést, hogy

NSV

az atfedo csucsokat.
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22. tablazat. Modelloldatok aminosav (piros) és amin (fekete) tartalmanak egyiittes elemzése és reprodukalhato-
sagi vizsgalata: OPA/MPA szarmazékként fluoreszcencias intenzitasuk alapjan. A 17: hisztidin, 26: izopropil-
amin, 27: ornitin, 28: tiramin, 30: izobutil-amin, 35: hexil-amin, 36: heptil-amin és 37: oktil-amin vegyiileteket
nem tiintettiik fel a tablazatban, mert a vizsgalt bioldgiai mintakban nem szerepelnek

Ablazatban Aminosa- Integrator egység / 1pM aminosav**

vak Ret.

?3;,‘:?‘/‘;1'\‘4% NE i,‘l‘;c U I“’p‘*;‘;ﬁ“ 8,47:1* | 16,94:1" | 33,89:1° | 67,78:1¢ | Atlag# lf,iD
[AA+amin]"=

1 aszparaginsav 2.12 363.4 2.81 2.70 2.90 2.80 2.80 3.0
2 glutaminsav 2.78 392.8 3.44 3.57 3.77 3.74 3.63 4.0
3 aszparagin 6.87 320.0 3.26 3.24 3.54 3.53 3.39 4.6
4 szerin 7.53 191.3 3.76 3.61 3.99 4.15 3.88 5.1
5 glutamin 11.48 74.8 3.73 3.96 4.09 4.10 3.97 4.3
6 glicin 12.72 225.7 4.09 4.10 431 442 4.23 3.9
7 treonin 14.72 351.5 3.03 3.05 3.31 3.29 3.17 4.8
8 f-alanin 15.80 397.6 2.10 2.09 2.21 2.29 2.17 4.4
9 alanin 16.80 1003 3.40 3.39 3.58 3.47 3.46 2.5
10 arginin 17.02 1795 4.76 491 5.05 4.89 4.90 2.6
11 GABA 17.58 1439 3.73 3.80 3.90 3.99 3.85 3.0
12 tirozin 19.18 355.6 3.86 3.80 4.15 4.03 3.96 3.9
13 etanolamin 22.05 543.9 6.66 6.73 7.09 6.99 6.87 3.0
14 valin 22.77 383.8 3.36 3.20 3.52 3.38 3.36 3.8
15 metionin 23.05 400.0 2.19 2.11 2.21 2.17 2.17 2.7
16 triptofan 25.26 293.5 9.93 9.53 10.08 9.69 9.80 2.7
18 fenilalanin 26.45 361.0 5.06 447 4.60 4.43 4.50 2.0
19 metil-amin 26.67 89.1 4.14 3.83 3.97 3.85 3.95 4.2
20 izoleucin 27.03 364.0 3.33 3.55 3.66 3.67 3.55 4.2
22 leucin 28.08 179.0 4.74 4.68 5.00 5.09 4.88 3.9
23 agmatin 28.85 189.5 3.07 3.08 3.13 3.17 3.11 2.3
24 lizin 30.12 182.0 1.27 1.27 1.24 1.29 1.26 2.7
25 etanolamin 30.75 44.9 4.30 4.06 4.09 4.19 4.16 2.7
26 spermin 39.00 491.1 10.26 | 10.16 9.82 10.05 10.07 2.6
29 kadaverin 42.58 46.9 3.01 2.94 291 n.a. 2.95 1.9
31 butil-amin 43.50 47.6 3.27 3.13 3.16 n.a. 3.18 2.0
32 putreszcin 43.98 103.7 9.26 9.39 7.84 n.a. 8.49 8.7
33 feniletil-amin 45.32 96.9 5.87 5.85 5.87 5.72 5.81 1.3
34 izo-amil-amin 46.08 103.1 5.21 5.13 5.03 n.a. 5.12 2.0

Jelolések:**legalabb harom kisérlet atlagértéke; #eltéré mollaranyok mellett mérve [OPA/MPA]:[AA]"=8,97:1;
17,93:1; 35,87 és 71,74:1; [OPAT*>*= 1,01x10-7M; 1-17 = megegyezik az aminok kromatogramjain szerepld
szamokkal; a d6lt betlik az atlagba nem voltak beszdmolva; pM*= Az aminok 6sszegének legmagasabb mennyi-
sége 10 pl-t injektalva; n.a. = nincs adat
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24. abra Az aminosavak és aminok OPA/MPA-szarmazékaik elvalasztasa modelloldatokbol
(3. MODSZER). A cstcsok szamozasa megegyezik a 22. tablazatéval. 17: hisztidin, 26:
izopropil-amin, 27: ornitin, 28: tiramin, 30: izobutil-amin, 35: hexil-amin, 36: heptil-amin, 37:
oktil-amin
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6.6. Sor- és bormintidk amin- és aminosavtartalmanak meghatarozisa OPA/MPA-

szarmazékként (3. MODSZER)

Biologiai mintak, mint példaul borok és s6rok aminosav- illetve amindsszetétele, illet-
ve amin/aminosav aranya igen fontos paraméterek ezen italok mindségére és életkorara vo-
natkozdan. Az érési folyamatok soran, az ugynevezett bioldgiai eredetli dekarboxilez6dési fo-
lyamatok révén az aminosavakbdl aminok képzddnek, jellegzetes zamatot vagy idénként un-
dort keltd izt produkalva. A szakemberek a fent emlitett paraméterek ismeretében képesek
pontosan kdvetkeztetni az italok alabbi jellemzdire:

1. akészités idejére,

a készités helyére,
a bor korara,

2
3
4. amindségére: igazi vagy hamisitvany,
5. akészités modjara,

6

a felhasznalt alapanyagokra vonatkozdan.

Az aminok mennyiségének €s mindségének meghatarozasa és ismerete egészségiigyi
szempontbdl is fontos, mivel a hisztidin aminosav dekarboxilezett szarmazéka, a hisztamin al-
lergiat okozo6 vegyiilet, és egyes embereknél sulyos rohamokat is kivalthat.

Munkam soran, haromféle sor (Dreher 1 = lager; Dreher 2 = klasszik; Dreher 3 = bak)
és haromféle bor (egy fehér és két voros) €s egy borecet vizsgalataval teszteltiik a modszeriin-
ket. Eredményeinket réviden Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy kidolgozott mddszeriinket
(3. MODSZER) az emlitett osszes biologiai mintan hatékonyan és gyakorlatilag probléma-
mentesen tudtuk alkalmazni. Az eredményeket a 23. tablazatban és a 25-26. abran foglal-

tam Ossze.
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23. tablazat. Mintak aminosav (piros) és amin (fekete) tartalmanak egylittes elemzése és reprodukalhatdsagi
vizsgéalata OPA/MPA-szdrmazékként fluoreszcencids intenzitdsuk alapjan

Aminosav és Amin{

Aminosav és Amin mg/L

Minta=> Sorok Borok Borecet
Dréherl | Dréher2 | Dréher3 | Hofpills | Fehér Virosl Viros2

1 Aszparaginsav 6,30 3,98 0,34 5,68 8,12 4,04 3,08 4,78
2 Glutaminsav 7,02 8,98 2,76 10,9 18,3 4,16 4,48 8,88
3 Aszparagin 3,94 0,38 0,44 4,98 5,66 1,14 0,56 2,22
4 Szerin 2,24 0,92 0,44 3,36 5,80 1,06 1,98 1,04
5 Glutamin 1,78 1,26 1,24 0,90 - 20,9 - 1,30
6 Glicin 16,6 14,4 7,20 3,28 7,50 1,94 2,68 9,04
7 Treonin 0,46 0,34 0,30 2,36 3,24 2,16 1,78 0,38
8 f-Alanin 1,52 1,36 1,00 0,46 1,36 0,20 0,064 0,46
9 Alanin 20,6 27,6 16,3 11,2 18,3 5,20 6,90 21,10
10 Arginin 7,42 20,9 17,5 21,5 50,0 2,56 1,62 21,30
11 GABA 32,4 40,5 30,6 7,72 16,6 3,00 6,90 21,50
12 Tirozin 16,9 12,5 6,16 3,28 3,70 0,76 0,88 14,00
13 Etanolamin 3,58 4,70 4,04 4,26 5,56 2,30 2,06 3,44
14 Valin 14,2 12,3 2,26 2,76 3,08 1,40 2,44 12,00
15 Metionin 3,62 1,60 0,46 1,66 1,52 0,20 0,32 1,46
16 Triptofan 3,84 4,28 5,14 2,78 5,44 0,40 4,64
18 Fenilalanin 15,9 10,7 1,66 4,84 424 1,04 1,80 15,10
19 Metil-amin 0,58 0,20 0,16 0,18 0,20 0,060 0,12 0,26
20 Izoleucin 6,96 4,28 0,22 1,96 1,98 0,84 1,12 4,24
22 Leucin 12,4 9,18 - 6,64 7,68 2,30 1,88 9,00
23 Agmatin 13,0 12,1 9,76 - - - - 18,20
24 Lizin 4,90 10,9 - 12,5 14,0 4,30 4,24 9,26
25 Etanolamin 0,18 0,14 - 0,34 0,64 0,20 0,40 0,10
26 Spermin - - - 0,88 0,14 0,080 0,060 -
27 Spermidin 0,44 0,14 0,74 5,18 1,34 0,56 0,42 0,32
28 Tiramin 1,16 0,52 - - - - 1,34 1,04
29 Kadaverin 1,00 1,36 0,08 0,38 1,22 0,38 20,20 2,04
30 Izobutil-amin 0,06 - - 0,040 0,14 - - 0,040
31 Butil-amin 0,06 - - 0,040 0,14 - - 0,040
32 Putreszcin 2,06 0,90 - 1,40 1,26 0,14 - 1,56
33 Feniletilamin 0,24 0,14 0,036 0,040 0,16 - 0,22 0,12
34 Izoamil-amin 0,14 0,04 0,034 0,24 0,18 0,20 0,52 0,14
Osszes Aas: mg/L 201,5 206,5 108,9 121,7 187,6 60,9 69,0 189,1
10-9 M/10pL*® 50,3 51,6 27,2 30,4 46,9 15,2 17,3 47,3

Jelolések:**legalabb harom kisérlet atlagértéke; #eltéré mollaranyok mellett mérve [OPA/MPA]:[AA]" = 8,97:1;
17,93:1; 35,87 és 71,74:1; [OPA]a'b‘C'd= 1,01x10-7M; 1-17 = megegyezik az aminok kromatogramjain szerepld
szamokkal; a d6lt betiik az atlagba nem voltak beszamolva; pM®= az aminok Osszegének legmagasabb mennyi-
sége 10 pl-t injektalva; n.a.=nincs adat
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25. abra. Sormintak OPA/MPA/aminosav- és OPA/MPA/amin szarmazékainak elvalasztasa
(3. MODSZER). A csucsok szamozasa megegyezik az 18. tablazatéval. 17: hisztidin, 26:
izopropil-amin, 27: ornitin, 28: tiramin, 30: izobutil-amin, 35: hexil-amin, 36: heptil-amin, 37:
oktil-amin
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26. abra. Bormintak OPA/MPA/aminosav- és OPA/MPA/amin-szarmazékainak elvalasztasa
(3. MODSZER). A csticsok szamozasa megegyezik az 18. tablazatéval. 17: hisztidin, 26:
izopropil-amin, 27: ornitin, 28: tiramin, 30: izobutil-amin, 35: hexil-amin, 36: heptil-amin, 37:
oktil-amin
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7. OSSZEFOGLALAS

7.1. Célkitiizések és vizsgalati médszerek

Bizonyos OPA/tiol/aminosav-szarmazékok kutatocsoportunk altal is tapasztalt bomlasi ké-
pessége mar régota ismert az irodalomban, és ezt igen komoly hatranyként tartjdk szamon.
Megfigyelték, hogy ezen bomlékony aminosavszarmazékok esetében a tobbi aminosavnal
megszokott,  elsddlegesen  keletkez0 ~ OPA/tiol/aminosav-szarmazékok  (,,izoindol-
aminosavak”™) néhany perc alatt, részben masodlagos termékekké alakulnak at, amelyek a
kromatogramban 1j csucsként jelentkeznek. Doktori munkam sordn ezen bomlasi vagy atala-
kulasi reakcioik vizsgalatat tliztem ki célul, az irodalom részletes és alapos attanulmanyozasa
utan feladataim a kovetkezok voltak:

1. Az irodalomban alkalmazott modszerek elsajatitasa és reprodukalasa.

2. Az OPA/tiol/aminosav-szarmazékok képzodési és atalakulasi folyamatainak idébeli (ki-
netikai) kovetése.

3. Tanulmanyozand6 tovabba, az OPA/tiol/aminosav-szarmazékok atalakulasi sebességé-
nek fiiggése a szdrmazékoloszer és aminosav molaranyatol.

4. Vizsgalandd a reakcioelegy pH-janak hatasa az elsddlegesen keletkezo
OPA/tiol/aminosav-szarmaz¢k atalakuldsara.

5. Szintén tanulmanyozzuk a szarmazékképzO szer reagensosszetételének ([OPA]:[tiol]
arany) hatasat.

6. HPLC-MS mddszer alkalmazasa a masodlagosan keletkez6, atalakult termékek moleku-
latomegének és kémiai szerkezetének felderitésére.

7. Az ismert kémiai szerkezet ismeretében javaslat a masodlagos termékek keletkezési me-
chanizmusara.

8. Kisérlet a masodlagos termékek képzddésének visszaszoritasara.

9. Az elért eredmények felhasznaldsa a még bomlékonyabbnak tartott OPA/tiol/amino-
szarmazekok bomlasdnak megel6zésére.

10. Az irodalomban talalt példadk alapjan igen fontosnak tiint az aminosavak €s aminok
egymas melletti meghatarozasi HPLC-s modszerrel, ezért célul thztiik ki, hogy a legtobb ami-
nosavat €s biologiailag fontos amint egy kromatografias futtatas alatt elvalasszunk.

11. A 10. pontban kidolgozott analitikai modszerrel valés mintak (borok, s6rok) aminosav-

¢s amintartalmanak meghatarozasa, egyben tesztelve modszer alkalmazhatosagat.
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7.2. Az értekezésben foglalt ij tudomanyos eredmények

1. Az irodalomban az aminosavak és aminok szarmazékolasara az [OPA]:[tiol] = 1:3 rea-
gens-molaranyt alkalmaztak. Sokoldaltan felderitettik az OPA/MPA ¢és az OPA/NAC szar-
mazeékképz6 reagenseknek a kromatografias elemzés szempontjai szerinti legfontosabb jel-
lemz6it. A masok altal publikalt eredményeket megbizhatdan reprodukalni tudtuk és megalla-
pitottuk, hogy az altalunk vizsgalt aminosavakat az els6dlegesen képzddott szdrmazékuk
bomlékonysaganak fliggvényében két {6 csoportba sorolhatjuk. Az elsé csoportba az egy
csucsban, mig a masodik csoportba a HPLC vizsgalat soran tébb cstucsban elualodé aminosa-
vak tartoznak (az utdbbiak a glicin, B-alanin, lizin, orinitin, y-amino-vajsav €s a hisztidin). El-
soként végeztiik el az OPA/MPA~NAC/aminosav-szarmazékok stabilitasanak ¢s HPLC tulaj-
donsagainak azonos feltételek kozotti, részletes sszehasonlitasat.

2. A 2. csoportba tartoz6 aminosavaknal sikeriilt az els6dlegesen keletkez6
OPA/tiol/aminosav-szarmazékok atalakulasanak idobeli lefutasat (kinetikajat) meghatarozni.
Az elsédleges szarmazék jele csokken, mig a masodlagos termékeké nd. Megallapitottuk,
hogy a 2. csoportba tartozd aminosavak esetében az elsddlegesen keletkezd
OPA/tiol/aminosav-szarmazék HPLC csucsainak és az ebbdl keletkez6 masodlagos cstucsok-
nak az Osszege idoben allando. Ezzel bizonyitottuk, hogy a masodlagos termékek az elsddle-
gesen keletkez0 szarmazék atalakula atjan jonnek létre. Ez az eredmény lehetdvé teszi a 2.
csoportba tartozé aminosavak, bomlékonynak tartott szarmazékai esetében is a kvantitativ és
megbizhato meghatarozast.

3. Megallapitottuk, hogy az elsédlegesen keletkezd OPA/tiol/aminosav-szarmazékok at-
alakulasi sebessége nem fiigg a reagens és az aminocsoport molaranyatol.

4. Kimutattuk, hogy az elsddlegesen keletkezd OPA/tiol/aminosav-szarmazék stabilitdsa
nagymeértékben fiigg a reakciokdzeg pH-jatol: savas tartomanyban nagyobb, mig lugos tarto-
manyban kisebb az atalakulas sebessége. Eredményeink alapjan, a pH = 9.3-as kozeget java-
soljuk, mint optimalis pH értéket.

5. Megallapitottuk, hogy az elsédlegesen keletkezd6 OPA/tiol/aminosav-szarmazék stabili-
tasa az [OPA] : [tiol] reagensaranytol fligg leginkabb. Mig az [OPA]:[tiol] = 1 : 3 arany jelen-
1étében az atalakulas igen jelentds (7 perc alatt mar nagy mértéki a bomlas), addig az 1:10-es
illetve 1:50-es reagensarany mellett az atalakulds 6 6ra mulva sem jelentds. Ez, az altalunk el-
soként kozolt, jelentdsnek tekinthetd eredmény lehetéséget nyujtott arra, hogy az elsddleges

OPA/tiol-szarmazékot stabilizaljuk.
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6. Kooperaci6 keretében, HPLC-MS technikaval sikeriilt meghatarozni a 2. csoportba tar-
toz6 aminosavak elsddleges OPA/tiol/aminosav-szdrmazékaibol keletkezé masodlagos termé-
kek molekulatomegét. Ez mindig az elsddlegesen keletkezett termék molekulatomegénél egy
OPA molekulatomegével volt nagyobb: M(elsddleges termék) = AA+OPA+tiol-2H,0;
M(masodlagos termék) = M(elsédleges termék)+OPA. Ennek alapjan nagy biztonsaggal az

alabbi kémiai szerkezetet valdszintsitettiik:
HO
- Ns o
o0
N—CH
=~ \R

7. Az atalakult termék kémiai szerkezetének ismeretében a kovetkezd képzddési mecha-

nizmust tételeztik fel:

R4 R
\S 1\s CHO
CHO (I
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\ -H,0
CHO R &t B |
I

o\ HO
R4 Ry
\s ©o \s o)
/
= H20
N—CH —_— N—-CH N—CH
R
v VI

8. Megallapitottuk, hogy a mar ismert mechanizmus szerint képz6dd, a mérést zavard, ma-
sodlagos termék megjelenését a jelenlévd magas tiolkoncentracido képes visszaszoritani, igy
vizsgalataink szerint az [OPA] : [tiol ] = 1 : 50 reagensarany és a pH = 9.3-as reakciokozeg az
optimalis.

9. Az aminosavak OPA/tiol reagenssel kivaltott szarmazékképzési reakciojanak eredmé-
nyes tanulmanyozésa révén a még bomlékonyabb OPA/tiol-szarmazékot adé mono-, di- és
poliaminok OPA/tiol-szarmazékait is stabilizalni tudtuk.

10. Megoldottuk 20 aminosav és 17 amin egy kromatografias futtatas alatti elvalasztasat 51
perc alatt egy kvaterner eluens rendszer segitségével.

11. Az altalunk kidolgozott HPLC-s rendszert sikeresen alkalmaztuk valdsagos biologiai

mintak, borok és sorok aminosav- és amintartalmanak mérésére.
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7.3. Az eredmények gyakorlati alkalmazasa

Az aminosavak és aminok egymas mellett torténd meghatarozasa szamos gyakorlati mun-
kaban fontos szerepet jatszik, mivel ezek a vegyiiletek igen fontos €s valtozatos markerekként
szerepelnek a biologiai szervezetekben. Szamos szakteriileten nagy igény van egy jol miko-
do6, reprodukalhato, gyors €s megbizhaté modszerre, amelynek segitségével a bioldgiailag
fontos aminosavak és aminok mindsége és mennyisége meghatarozhato.

Ilyen teriiletek:

1. élelmiszermindség-biztositds (borok, sordk, sajtok, gylimolcsok aminosav- és

amintartalma);

2. biniigyi korbonctan (hullamérgek mérése);

3. komnyezetvédelem (iparban alkalmazott aminok vizsgalata);

4. kozmetikaipar (adalékanyagok).

Ezeket az analitikai mddszereket az élelmiszeriparban gyakran és eldszeretettel alkalmaz-
zék a minOség €s a technologia ellendrzésére, mivel az aminosavak a kiilonb6z6 technologiai
miveletek soran biologiai uton dekarboxilezOdhetnek karos aminokka. Munkdm soran én a
borok, sorok és a borecet aminosav- és amintartalmat tanulmanyoztam, azzal a céllal, hogy
valos igényeket kielégitd és gyakorlati munka soran demonstraljam az altalam kidolgozott
analitikai modszer hatékonysagét és korlatait. Osszesen 20 aminosav és 17 amin komponens
elvalasztasat oldottuk meg révidnek mondhatd, 51 perces kromatografids futtatas alatt. A

modszer reprodukalhatosaga és kimutatasi hatara is kivalonak mondhato.
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F2. abra. A glicin OPA/NAC reagenssel torténd szarmazékolasa soran kapott elsddleges és

masodlagos csucsok HPLC-MS vizsgalata

101



- OPA/MPA-f-alanine]|

OPA/MPA-B-alanine2|

oz L"A"‘-"-'“‘H--HJI_,__

i

- , \ . .
o 25 5 T4 n s i

"WEEDT BPC, imesG. 373 5423 of EWIEDECA0A IO D AM-ES, Pos Scan

3 [OPA/MPA-B-alaninel]

00

o 294=MH!=[OPA}/[MPA)/[B-alanine}-2H,0
|

N %

R R e N o m

WSO 5P, lime=12.809.14,059 of EVDOEMA000I_0801.D  APH-ES, Pos, Scan

oo - % OPA/MPA-B-alanine2]
w0 ¢ | 428=MH+[OPA]
410=MH*+{OPA]-H,0
wl 1
:

)
hu-l;ui :..ultu |iJAJIJAﬁL«,JI-iiA

tﬂﬂ 4
raag

™

-'_E=:I?=1

ﬂd.lddjmiﬂ

F3. abra. A B-alanin OPA/MPA reagenssel torténd szarmazékolasa soran kapott elsddleges és
masodlagos csucsok HPLC-MS vizsgalata
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F4. abra. A B-alanin OPA/NAC reagenssel torténd szarmazékolédsa soran kapott elsddleges és

masodlagos csucsok HPLC-MS vizsgalata
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F5. abra. A lizin OPA/MPA reagenssel torténd szarmazékolasa soran kapott masodlagos csu-
csok HPLC-MS vizsgalata
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F6. abra. A lizin OPA/NAC reagenssel torténd szarmazékolasa soran kapott masodlagos csi-

csok HPLC-MS vizsgélata
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F7. abra. A GABA OPA/NAC reagenssel torténd szarmazékolasa soran kapott elsddleges és
masodlagos csticsok HPLC-MS vizsgalata
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F8. abra. A hisztidin OPA/NAC reagenssel tortén0 szarmazékolasa soran kapott elsddleges
¢és masodlagos csucsok HPLC-MS vizsgalata
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F9. abra. A ornitin OPA/NAC reagenssel torténd szarmazékolasa soran kapott elsddleges és
masodlagos csucsok HPLC-MS vizsgalata
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F10. abra. Az g-aminokapronsav OPA/MPA reagenssel torténd szarmazékolasa soran kapott
elsddleges €s masodlagos csticsok HPLC-MS vizsgalata

109



AT: 000 - 059 L ﬁm-l
1oo- BI’AIN AC-S-ACAZE Wireng®
b o012

OPA/NAC-e-ACAT |

'Y 024 0492 100 147 114 3,
L1} (X ] 1.0 15 a0 18 rn L1 ] o 45 [ 1] (1] [ 1] “E . To s L]
Tima fu)
0I0410-1202539-271 RT. 4.62<4,78 AN: 13 58: 78 180443, 5.15-5.55 HL: J.58E4

T: (9,0] + o ESI sld=25.00 Full mes | 120.00-
W3 DPANAC-s-ACAI|

453 393 3=MH'=[OPA)/[NAC)/[e-ACA]-2H,0

7.2

4s02
10 1402 N 1 HE] i LE‘H:“J H 1038 820, 8343
v ”j:' 0635 7
(T m.-n. .I“H,ll 1'!&4&" l,&“ s M,I:] - l..'ll,!“ I.-"r*Lm o015 ,d.,,_

TIMI0-1Z0436453 BT: 5.69-5.04 AV: 1B 5Bc 110 4,85-5.35, 6157,18 NL: 0.54E4
T: [0 + EEE;‘ *id=25.00 Full ms | 120,00-550,00)

100 IOPA/NAC-g-ACA2|
5404
s 527.6=MH'+[OPA]
g ' 509.4=MH!+[OPA]-H,0
. TR |
T2
§ 2142
82 g4 :
o n NP BT 0 o O L G2
200 00 409 500 600 o
wE

F11. abra. Az g-aminokapronsav OPA/NAC reagenssel torténd szarmazékolasa soran kapott

elsddleges €s masodlagos csticsok HPLC-MS vizsgalata
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F12. abra. A propil-amin OPA/NAC reagenssel torténd szdrmazékolasa soran kapott elsddle-

ges és masodlagos csucsok HPLC-MS vizsgalata
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F13. abra. A pureszcin OPA/NAC reagenssel torténd szarmazékoldsa soran kapott elsddleges
¢s masodlagos csticsok HPLC-MS vizsgélata
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F14. abra. A kadaverin OPA/NAC reagenssel torténd szarmazékoldsa soran kapott elsddleges

¢s masodlagos csucsok HPLC-MS vizsgalata
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F15. abra. Az agmatin OPA/NAC reagenssel torténd szarmazékolasa soran kapott elsddleges

¢és masodlagos csucsok HPLC-MS vizsgalata
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F16. abra. A tiramin OPA/NAC reagenssel torténd szarmazékolasa soran kapott elsédleges

¢és masodlagos csucsok HPLC

-MS vizsgalata
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F17. abra. A spermidin OPA/NAC reagenssel torténo szarmazékolasa soran kapott masodla-

gos csucsok HPLC-MS vizsgalata
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Kutlan Diana
Az aminosavak és aminok kolcsonhatasa o-ftalaldehiddel.
A termékek stabilitdsa, a reakcié mechanizmusa és analitikaja.

(Doktori értekezés)

Az irodalomban az aminosavak és aminok szarmazekka alakitasara hasznalt egyik legnépszeriibb
szarmazékképzo reagens az OPA/tiol-kombinacid: szamos irodalmi utalds tortént arra, hogy az ezek-
bol képzodott, olyan fontos amino savak, mint a glicin, b-alanin, g-aminovajsav, hisztidin, ornitin és
lizin, valamit az alifds n-aminok homoldég soranak tagjai nem stabilak. Munkank soran sokoldaltan
vizsgaltuk az OPA/MPA- és az OPA/NAC-szarmazékképzd reagenseknek a kromatografias elemzés
szempontjai szerinti legfontosabb jellemzo6it. Megallapitottuk, hogy az altalunk vizsgalt aminosavakat
az elsddlegesen képzodott szarmazékuk bomlékonysaganak fiiggvényében két f6 csoportba sorolhat-
juk. Az els6 csoportba az egy csucsban, mig a masodik csoportba a HPLC vizsgalat soran tobb cstcs-
ban elualodo, bomlékony szarmazékot add aminosavak tartoznak. Az utdbbi csoportba hat jelen-
tés/fontos aminosav tartozik. Elsoként készitettiik el az OPA/MPA~NAC/aminosav-szarmazékok sta-
bilitasanak és HPLC tulajdonsagainak azonos feltételek kozotti, részletes 6sszehasonlitasat. A masodik
csoportba tartozd aminosavak esetében sikeriilt az elsodlegesen keletkezo OPA/tiol/aminosav-
szarmazékok atalakulasanak idébeli atalakulasat meghatarozni. Bizonyitottuk, hogy a masodlagos
termékek az elsddlegesen keletkezo szarmazék atalakulasabol keletkeznek. Megallapitottuk, hogy
(i)-az elsddlegesen keletkez6 OPA/tiol/aminosav-szarmazék atalakulasi sebessége fligg a reakciokozeg
pH értékétdl (savas tartomanyban nagyobb, lugos tartomanyban kisebb az atalakulas sebessége), va-
lamint
(i1)-az [OPA] : [tiol] reagensaranytdl (az [OPA] : [tiol] = 1 : 3 ardny esetében az atalakulas igen jelen-
tds, az 1 : 10-es illetve 1 : 50-es reagensarany mellett az atalakulds szamottevoen kisebb. Ez az ered-
mény lehetOséget nyujtott arra, hogy az elsddleges OPA/tiol-szarmazékot stabilizaljuk. HPLC-MS
technikaval sikeriilt meghatarozni a masodlagos termékek molekulatomegét, aminek ismeretében
javaslatott tettiink az atalakult masodlagos termékek szerkezetére és keletkezésének mechanizmusara.
Az aminosavak OPA/tiol-szarmazékképzési reakcidjanak tanulmanyozasa soran elért eredmények is-
meretében a még bomlékonyabb OPA/tiol-szarmazékot addé mono-, di- és polyaminok OPA/tiol-
szarmazékainak tulajdonsagait leirtuk €s stabilizalni tudtuk. Az aminosavak és aminok kiilon-kiilon
optimalt szarmazék-készitése és kromatografias elvalasztasa eredményeként az aminosavak és aminok
egy oldatbol, egyetlen felvételbdli meghatarozasnak feltételeit teremtettem meg.

Kutatasaim gyakorlati hasznositasaként 20 aminosavat és 17 amint tartalmaz6 modell oladatot, va-

lamint borok és s6rok osszetételét elemeztem.
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Diana Kutlan
Behaviour characteristics, stabilities and reaction mechanism of o-phthaldehyde derivatives of
amino acids and amines.

(PhD Thesis)

The one of the most frequently used derivatization reagent for amino acids and amines proved to be
o-phthalaldehyde in the presence of various SH-group containing additives. Based on detailed litera-
ture overview it turned out that OPA derivatives of selected primary amino group containing com-
pounds are particularly unstable. In order to find out the reason and background of these low stabilities
of selected important amino acids - such as glycine, B-alanine, y-amino butyric acid, histidine, or-
nithine, lysine - systematic stoichiometric studies were performed. To obtain comparable experimental
data derivatizations have been performed under thoroughly unified reaction conditions. Investigations
carried out as a function of the reaction time, varying the molar ratios of the OPA/SH, the
OPA/primary amines and also the SH additives resulted in unambiguous phenomena. Data obtained
proved that the primary amino group containing compounds could be classified into two main groups:
the single, and the more than one derivative providing compounds. Based on the comparison in the de-
rivatization of several primary amino group containing compounds it could be confirmed, that

(1) all those compounds that do have in their initial structure the -CH,-NH, moiety are furnished
more than one derivative, while,

(i1) the =CH-NH, moiety containing ones are providing a single and stable derivative.

This experience was completed by the definition of the composition of derivatives, applying on line
HPLC-MS measurements. These studies revealed that in cases of the multiple derivatives providing
primary amino group containing amino acids and amines

(1) their initially formed OPA derivatives are the classical isoindoles, while,

(i1) their transformed versions contain by one OPA molecule more. These experimental experi-
ences leaded to the unified reaction mechanism proposal that do explain all those uncertainties that,
until our principle, could not be explained. As an analytical consequences of the principle, applying
extended molar ratios of OPA to the SH additives (OPA/SH-additive=1/50), resulted in increased sta-
bility also of the —CH,-NH, moiety containing primary amines.

The utility of the method development was confirmed with the identification and quantification of

beers and wines, natural matrices containing amino acids and amines, simultaneously.
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