Kutlan Diana

Az aminosavak és aminok kolcsonhatasa orto-
ftalaldehiddel. A termékek stabilitasa, a reakcid

mechanizmusa és analitikaja.

Doktori értekezés

ELTE-TTK Kémia Doktori Iskola
vezetd: Inzelt Gyorgy, D.Sc.

Analitikai, kolloid- és kornyezetkémia, elektrokémia
programvezeté:

témavezet6:
Perlné-Molnar Ibolya, D.Sc., egy. tanar

ELTE Analitikai és Szervetlen Kémiai Tanszék

2006



BEVEZETES

Az ¢l6 szervezet legfontosabb alkotéelemei a természetes aminosavak. Az
aminosavak a fehérjék és peptidek épitokovei, s mint ilyenek alapveté bioldgiai és
biokémiai folyamatokban vesznek részt. Fontos szerepiik van a nitrogén-anyagcserében
¢s a nitrogén raktarozasdban. Napjainkban 20, illetdleg 21 aminosavat tartanak szamon,
mint alapvetd épitdelemeket, jollehet, ezeken kiviil még szdmos €16 szervezetekbdl izolalt
természetes aminosav létezik (mint példaul a B-aminosavak, ornitin, hidroxiprolin stb.).
Az aminosavak, kvalitativ és kvantitativ elemzése rég felmeriilt igény, lehetdség adva a
peptidek és fehérjék aminosav-0sszetételének megallapitisara. Ezzel parhuzamosan az
egyes biokémiai folyamatok vizsgalatat, kiilonféle anyagcsere-folyamatok zavaranak
nyomonkovetését is szolgaljak. Az aminosavak bomlasi termékei, az abiogén illetdleg a
biogén aminok, szdmos élelmiszeripari ellenérzés fontos célpontjai. Az aminosav-amin
atalakulasi folyamatainak nyomon kdvetése szamos természetes matrix (borok, sz6l0k és
sorok, sajtok) esetében mindennapos analitikai feladat. Az aminosav/amin arany
mindségi és mennyiségi meghatarozéasa ¢élelmiszerek mindségi jellemzésére és eredetére
adnak felvilagositasat. Fontos megemliteni, hogy a buiniligyi korbonctan esetében is ezek
az adatok segitenek a halal bealltanak becsléséhez. Erthet6 tehat, hogy az aminosavak és
aminok gaz és ioncsere (IEC) kromatografias elemzését mar igen koran megoldottak.

A szarmazékképzés optimalis feltételeinek kutatésa jelenleg is folyik az Analitikai
Kémiai Tanszéken. A disszertdciom soran a folyadékkromatografias (HPLC)
szarmazekképzések egy népszeri modjanak az OPA/MPA és a OPA/NAC reagens

optimalasaval foglalkoztam, majd az optimalt mdédszer alkalmazhatésagat mutattam be.



CELKITUZESEK

Az OPA/tiol szarmazékképzd szer nagy népszerliségnek Orvend az aminosavak

analitikdjaban, amit az 1992 ¢és 1998 kozott megjelent 141, ezzel foglalkozo publikécio is

igazol. Szdmos példa mutatja, hogy ez az igen kozkedvelt és hatékony szarmazékkészitd

reagens bizonyos aminosavak esetében jelentdsen bomlékony OPA/tiol-szdrmazékokat

adott, és a termékek kis stabilitdsa a meghatarozasok reprodukalhatosaga szempontjabol

hatranyos. Doktori munkam céljaként az alabbi kérdésekre kerestem a valaszt:

1.

Elsédleges feladatomnak tartottam, hogy az irodalom alapjan kitiintetett, kis
stabilitdsunak mindsitett glicin, y-amino vajsav, B-alanin, hisztidin, ornitin és lizin
viselkedésének okat megtalaljam.

Vizsgalataim a kolcsOnhatasok sztochiometridjanak megismerésével indultak.
Szigoruan azonos kisérleti koriilmények kozott a termékek UV abszorbanciajanak
¢s fuoreszcencids intenzitdsanak egyidejii nyomonkovetése utjan.

Folytatasként, a reakcidtermékek azonositast HPLC-MS moédszerrel készitettiik.

A termékek Osszetételének ismeretében a kolcsonhatas mechanizmusara tettliink
javaslatot.

A kolesOnhatasok sztéchiometriai feltételeinek ismeretében, mind az aminosavak,
mind az aminok mérési feltételeit optimaltam.

Az aminosavak ¢és aminok kiilon-kiilon optimalt szarmazékkészitése ¢és
kromatografids elvalasztasa eredményeként az aminosavak ¢€s aminok egy
oldatbol, egyetlen felvételbdl torténd meghatdrozasnak feltételeit teremtettem
meg.

Kutatdsaim gyakorlati hasznositasaként 20 aminosavat és 17 amint tartalmazo
modell oldatot, valamint borok és s6rok 0sszetételét elemeztem.

A dolgozat két részben taglalja az elért eredményeket. Az elsé részben a OPA/tiol

szdrmazék képzési modszer optimalasanak folyamatit és a keletkezd termékek

szerkezetének felderitését és a termékek atalakulasi mechanizmusat mutatom be kiillon az

aminosavakra ¢és az aminokra, majd az els6 részben ismertetett eredmények és

kovetkeztetések alkalmazéasaval egy 1) HPLC-s modszert dolgoztunk ki 20 aminosav és

17 amin elvalasztasara. 2



AZ ERTEKEZESBEN FOGLALT UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Sokoldaluan bizonyitottuk az OPA/MPA ¢és az OPA/NAC szarmazékképzo
reagenseknek a kromatografias elemzés szempontjai szerinti legfontosabb jellemzdit.
Megéllapitottuk, hogy az Aaltalunk vizsgélt aminosavakat az elsddlegesen képzddott
szarmazékok bomlékonysaganak fliggvényében két f6 csoportba sorolhatjuk. Az elsd
csoportba az egy, mig a mdasodik csoportba a HPLC vizsgalat sordn tobb csticsban
eludlodd aminosavak tartoznak. Az utdbbi csoportba hat aminosav tartozik: a glicin, -
alanin, lizin, orinitin, y-amino-vajsav ¢s a hisztidin. FEls6ként készitettiik el az
OPA/MPA~NAC/aminosav-szarmazékok stabilitdsanak és HPLC tulajdonsagainak
azonos feltételek kozotti, részletes 6sszehasonlitasat.

2. A masodik csoportba tartozd aminosavak esetében sikeriilt az elsddlegesen
keletkezd ~ OPA/tiol-aminosavszarmazékok  4talakulasanak  iddbeli  véltozasat
meghatarozni. Az elsédleges szarmazék jele csokken, mig a masodlagos termékeké nd.
Megallapitottuk, hogy a masodik csoportba tartoz6 aminosavak esetében az elsédlegesen
keletkez0 OPA/tiol/aminosav-szarmazék HPLC csucsainak és az ebbdl keletkezd
masodlagos csucsoknak az Osszege iddben allando. Ezzel bizonyitottuk, hogy a
masodlagos termékek az elsddlegesen keletkezd szarmazékok atalakulasabol keletkeznek.
Ez az eredmény lehetové teszi a mdsodik csoportba tartozd, bomlékonynak tartott
aminosavak esetében is a kvantitativ és megbizhatdé meghatarozast.

3. Megallapitottuk, hogy az elsddlegesen keletkez6 OPA/tiol/aminosav-szarmazék
atalakulési sebessége szamottevoen nem filigg a reagens és az aminocsoport molaranyatol.

4. Bizonyitottuk, hogy az els6dlegesen keletkezd OPA/tiol/aminosav-szarmazék
valaszjele/stabilitdsa nagymértékben fiigg a reakciokozeg pH-értékétol: a savas
tartomdnyban nagyobb, mig ligos tartomanyban kisebb az atalakulds sebessége.
Eredményeink alapjan, a pH=9,3 a kdlcsonhatasok optimalis pH értéke.

5. Megallapitottuk, hogy az elsddlegesen keletkezé6 OPA/tiol/aminosav-szarmazék
stabilitasa az [OPA] : [tiol] reagensaranytol fiigg. Mig az [OPA] : [tiol] = 1 : 3 arény
esetében az atalakulas igen jelentds (7 perc alatt mar jelentds mértékii), addig az 1 : 10-es

illetve az 1 : 50-es reagensarany mellett az atalakulds 6 6ra mulva szamottevden kisebb.



Ez, az altalunk elsoként leirt tapasztalat lehetdséget nyujtott arra, hogy az aminok
esetében az elsddleges OPA/tiol/aminosav-szarmazékot stabilizaljuk.

6. Egyiittmtikodés keretében, HPLC-MS technikéval sikeriilt meghatarozni a masodik
csoportba tartozd aminosavak elsddleges OPA/tiol/aminosav-szarmazékaibdl keletkezo
masodlagos termékek Osszetételét. A masodlagos termékek molekulatémege mindig az
els6dlegesen keletkezett termék molekulatomegénél egy OPA molekulatomegével volt
nagyobb: M(elsddleges termék) = AA+OPA+tiol-2H,0O; M(masodlagos termék) =
M(elsédleges termék)+OPA. EbbOl nagy biztonsaggal az aldbbi kémiai szerkezetet

valoszintsitettiik:
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7. Az atalakult termék kémiai szerkezetének ismeretében a kovetkez6 mechanizmust

tételeztuk fel.
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8. Megallapitottuk és bizonyitottuk, hogy szamos amin esetében a mar ismert
szerkezetli és keletkezési mechanizmust, masodlagos termék megjelenését a jelenlévo
magas tiolkoncentracio jelentdsen csokkenti, igy vizsgalataink szerint, szdmos amin
esetében, az [OPA] : [tiol] = 1 : 50 reagensarany és a pH = 9,3-as reakciokozeg az

optimalis.



9. Az aminosavak OPA/tiol-szarmazékképzési reakciojanak tanulmanyozdsa soran
elért eredmények ismeretében a még bomlékonyabb OPA/tiol-szarmazékot adé mono-,
di- és polyaminok OPA/tiol-szarmazékait stabilizalni tudtuk.

10. Egy 51 perces kromatografias elvalasztassal megoldottuk 20 aminosav és 17 amin
egyidejli  mindségi-mennyiségi meghatarozasat egy kvaterner eluens rendszer
segitségével.

11. Végiil, az altalunk kidolgozott OPA/MPA-szarmazékészitést és kromatografias

elvalasztast borok és sGrok aminosav- és amintartalmanak mérésére hasznositottuk.

AZ EREDMENYEK GYAKORLATI ALKALMAZASA

Ezeket az analitikai modszereket az ¢élelmiszeriparban gyakran ¢€s eldszeretettel
alkalmazzak a mindség ¢és a technoldgia ellendrzésére, mivel az aminosavak a kiilonb6z6
technologiai miiveletek sordn bioldgiai uton dekarboxilezddhetnek kéaros aminokka.
Munkam sordn én a borok, sO6rok és a borecet aminosav- és amintartalmat
tanulmanyoztam, azzal a céllal, hogy valos igényeket kielégito és gyakorlati munka soran
demonstraljam az altalam kidolgozott analitikai moddszer hatékonysagat ¢és korlatait.
Osszesen 20 aminosav és 17 amin komponens elvalasztasat oldottuk meg rovidnek
mondhat6, 51 perces kromatografids futtatds alatt. A moddszer reprodukélhatosaga és

kimutatési hatara is kivalonak mondhato.
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