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ABSTRACT

Diastereoisomers of L- and D-tryptophan were formed with a chiral reagent I-thio-f-D-glucose
tetraacetate (TATG) and o-phthaldialdehyde (OPA) and they were separated from the derivatives of the other
amino acids that occur in food proteins on an achiral column by high performance liquid chromatography.
Mercaptoethanesulfonic acid, which is an adequate agent for hydrolyzing proteins, made the derivatization
with OPA and TATG impossible, contrary the reaction completed in the presence of p-toluenesulfonic acid,
but the oxidative losses during hydrolysis is significant.
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1. BEVEZETES

Az élelmiszer- és takarmanyfehérjékben el6forduld aminosavak koziil talan a triptofan (Trp) mennyisé-
gének pontos meghatarozasa a legnehezebb. A tobbi aminosavval szemben, a triptofan fehérjelancbol valo
felszabaditasdhoz  nem  alkalmazhat6  az  elterjedten  hasznalt 110 °C-on 24  6raig
6 M sosav-oldattal végzett hidrolizis, mivel a triptofan szinte teljesen elbomlik ilyen koriilmények kdzott. A
triprofan oxidativ atalakulasanak megel6zése céljabol tiolcsoportot tartalmazd védéanyagokat lehet a sdsavas
elegyhez adni [5], [7]. Egy masik lehetdség, hogy so6sav helyett p-toluolszulfonsavat alkalmazunk (PTS), és az
indolcsoport védelme érdekében 3-(2-aminoetil)indolt (triptamint) adunk a savas oldathoz [6]. A hidrolizist
végre lehet hajtani merkapto-etan-szulfonsavval is (MES), ahol a hidrolizal6o agens egyben reduktiv csoportot
is tartalmaz [9]. A legjobb Trp-kitermelést a lagos kdzegli barium-hidroxidos vagy natrium-hidroxidos
hidrolizismodszereknél mérték [8], [1]. Amennyiben nem feladatunk meghatarozni a Trp-tartalmon beliil a D-
¢és az L-enantiomerek aranyat, utobbi modszereket célszerli alkalmazni a triptofan felszabaditasara a fehérje-
lancbol. A hidrolizis soran alkalmazott erésen lugos kozeg azonban az L/D-arany megvaltozasat okozhatja,
ugyanis élelmiszer- és takarmanyfehérjékben az aminosavak jelentds racemizacigjat figyelték meg ligos keze-
1és hatasara [4], ezért ha az enantiomerek meghatarozasa a cél, savas hidrolizismodszereket kell alkalmazni.

A triptofan fehérjelancbol torténd felszabaditasat kdvetden az enantiomerek elvalasztasat €s mennyiségiik
meghatarozasat kell megvalositani. Egy lehetséges megoldds, hogy az analizis el6tt az aminosav-
enantiomerekb8l OPA (o-ftalaldehid) és TATG (1-tio-pB-D-gliikkdz-tetraacetat) reagensekkel diasztereoizomer-
parokat képeztiink, melyek akiralis all6fazisi oszlopon is elvalaszthatoak, és fluorescens jeliik detektalhato. A
tobbi fehérjealkoté aminosav elvalasztasat mar megvaldsitottak a fenti modszerrel [3], [2].

A kutatas célja az volt, hogy egy folyadékkromatografias moddszert dolgozzunk ki a D- és az
L-Trp-tartalom meghatarozasara, valamint megvizsgaljuk, hogy melyik hidrolizismodszer alkalmazasa a leg-
célravezetobb a triptofan fehérjébol valo felszabaditasara, a racemizacid és az egyéb oxidacios veszteségek
szempontjabol. Tovabba célul tliztiik ki annak vizsgalatat, hogy milyen mérték(i az L-Trp racemizacioja, illet-
ve bomlasa kiilonb6z6 pH-ju oldatokban torténé melegités hatasara.
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2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Szarmazékképzés és analizis

A kémiai analizist a Kaposvari Egyetem Allattudomanyi Karanak Kémiai-Biokémiai Tanszékén végez-
tikk el. A triptofan-enantiomerekbél OPA (o-ftalaldehid) és TATG (1-tio-f-D-gliikoz-tetraacetat) reagensekkel
diasztereoizomer-parokat képzeztiink [3], [2], majd forditott fazisi oszlopokon (Superspher 60 RP-8e, vagy
Purospher RP-18e alléfazis, 125mmx4mm i.d.) valasztottuk el ket egymastol. A mozg6 fazis foszfatpuffer
(39 mM, pH=7)—-metanol—acetonitril elegy volt, az optimalas utani végsd dsszetételt lasd a kdvetkezo fejezet-
ben. Az analiziseket MERCK-Hitachi gyartmanyt, LaChrom tipusi nagyhatékonysagt folyadékkroma-
tograffal végeztiik. A detektalas soran a diasztereoizomerek fluoreszcens jelét mértiik (Aey: 325nm, Aepy:
420nm).

2.2. A szulfonsavas hidrolizisek

A para-toluol-szulfonsavas (PTS) hidrolizisnél 5 cm® 3 M 0,2% 3-(2-amino-etil)indol (triptamin) tar-
talmu PTS oldatot adtunk a kb. 15 mg fehérjét tartalmazé mintahoz (juh hemoglobin). Ezt kdvetden az orvosi
ampulldba nitrogéngazt vezettiink két percig, leforrasztottuk, majd 11012 °C-on tartottuk 24 o6ran keresztiil.
Ezt kovetden 4 M-os NaOH-oldattal semlegesitettiik, majd 25 cm’-es mérélombikba téve desztillalt vizzel
higitottuk, ezt kdvetden még 6tszordsére higitottuk. A hidrolizist elvégeztiik triptamint nem, csak PTS-t tar-
talmaz6 oldatokkal is.

A merkapto-etan-szulfonsavas (MES) hidrolizist kovetden a MES-t el kell tavolitani, hogy ne zavarja a
szarmazékképzési reakciot. Ennek érdekében harom modszert probaltunk ki. El8szér 5 cm® 0,5 M-os CuSO,-
oldatot adtunk 5 cm® MES oldathoz (0,01 mmol D- és 0,01 mmol L-Trp, 4,5 mmol MES), majd a szuszpenzi-
ot centrifugaltuk (4000 g, 20 perc). A feliiluszo pH-jat 5 és 6 kozé allitottuk be 4 M NaOH-oldattal.

A masodik proba soran a MES-oldatot (3 cm’3 M MES:; 0,01 mmol D- és 0,01 mmol L-Trp) haromszo-
rosara higitottuk, majd 3 cm’ oxidald oldatot adtunk hozza, mely 30 w/v %-os H,0, és 85 w/v %-os hangya-
sav 1:9 aranyu (v/v) elegyébdl allt. Ezt kovetéen 50 °C-on 5 percig melegitettiik az oldatot, majd hiitést kove-
téen a visszamarado perhangyasav megkotése céljabol 0,52 g natrium-metabiszulfitot adtunk hozza.

A harmadik alkalommal a MES-oldat 1 cm’-ét (1 cm’ 3 M MES-oldat és 0,01 mmol D-, valamint 0,01
mmol L-Trp desztillalt vizzel 5 cm’-re kiegészitve) 25 cm’-es lombikba tettiik. A pH-t 2-re, 6-ra, illetve 9-re
allitottuk be 4 M NaOH-oldattal (egy kontrollmintat is készitettink pH-beallitas nélkiil), majd 20 cm® desztil-
1alt vizet és 1 cm’ 0,1138 g/cm’ (0,612 mmol) jodecetsav-oldatot adtunk hozza.

2.3. A triptofantartalmu oldatok hékezelése

Az 1 mg/crn3 L-Trp-t tartalmazé oldatok pH-jat (3; 5; 7; 9; 11) 6 M sosav oldattal, illetve 4 M NaOH-
oldattal allitottuk be. Az oldatokat orvosi ampullaba tettiik és a leforrasztas el6tt 2 percig nitrogéngazzal 6bli-
tettiik, majd 1001 °C-on 0; 5; 10; 20; 40; 60 percig, illetve 2; 4, 8; 12; 24; és 48 oraig melegitettiik.

3. EREDMENYEK ES ERTEKELES

3.1. A triptofan-enantiomerek elvalasztisa az élelmiszerfehérjében eléfordulé aminosavaktol

Annak ellenére, hogy az aminosavak analizisét megel6zi a hidrolizis, el6szor egy analitikai modszert
kellett kidolgozni a Trp-enantiomerek elvalasztasara, hiszen enélkiil a hidrolizismodszereket sem tudtuk volna
megvizsgalni. A Trp-enantiomerekbdl OPA-val és TATG-vel képeztiink szarmazékokat, és az igy 1étrejovo
diasztereoizomereket akiralis allofazist oszlopon, forditott fazisi folyadékkromatografids rendszerben valasz-
tottuk el egymastol. A modszerfejlesztésnél kétféle standardoldattal dolgoztunk az egyéb aminosav-
szarmazékok interferenciajanak kiszlirése érdekében. Az egyik oldat csak D- és L-Trp-t, a masik az élelmi-
szerfehérjékben eléfordulo tobbi aminosav L- €s D-enantiomerjét tartalmazta. Az elvalasztas optimalasa soran
valtoztattuk az allofazis mindségét, a mozgdfazis dsszetételét, ezen beliil a szerves fazis aranyat és minOségét
(metanol, acetonitril, vagy mindketto).
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1. tablizat
Gradiens-0sszetétel az L- és D-triptofan OPA-TATG szarmazékainak elvalasztasara az élelmiszerfehér-
jékben eléforduld tobbi aminosav szarmazékaitol
Oszlop: Purospher RP-18¢; 125 mm x 4 mm, aramlasi sebesség: 1 cm’min”

1d6 Metanol Foszfat puffer Acetonitril
(min) (v/Iv%) (39 mM, pH=7,0) (v/v%) (v/v%)
0 20 80 0
120 20 45 35
130 20 45 35
135 20 80
140 20 80

Az L- és D-triptofan OPA-TATG szarmazékainak elvalasztasat az élelmiszerfehérjékben eléforduld tobbi
aminosav szarmazékaitol az 1. abra, Trp-szarmazékok elvalasztasat kinagyitva pedig a 2. abra mutatja.
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1. abra

Az L- és D-triptofan OPA-TATG szarmazékainak elvalasztasa az élelmiszerfeherjékben elofordulo
tobbi aminosav szarmazékaitol, a teljes kromatogram

Oszlop: Purospher RP-18e; 125 mm x 4 mm, Gradiens program: az 1. tablazatban leirtak alapjan, az aramlési sebesség: 1
3.1
cm’-min’ .
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2. abra
Az L- és D-triptofan OPA-TATG szarmazékainak elvdlasztasa az élelmiszerfeherjékben elofordulo
tobbi aminosav szarmazekaitol, a Trp-szarmazékok elvdlasztasat bemutato részlet.
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A diasztereoizomer-szarmazékok fluorescens jele kozott jelentds kiilonbség volt; az L-Trp szarmazéké
mintegy 2,4-szer nagyobb volt, mint a D-Trp-é. A kalibracios egyenes adatai a 2. tablazatban lathatéak. Az
alacsony koncentraciotartomanyban (14 ng L-Trp és 28 ng D-Trp/injektalas) a relativ szoras (RSD) 1,1 és
4,1% volt; a kozepes tartomanyban (140 ng L-Trp és 280 ng D-Trp/injektalas) ezek az értékek 3,7 és 1,9%
voltak; a magas koncentraciétartomanyban (276 ng L-Trp és 552 ng D-Trp/injektalas) 1,6 és 2,3%-nak adod-
tak (n=0).

2. tablazat

A kalibracios egyenes adatai a triptofan-enantiomerek OPA-TATG szarmazékainak fluorescens detekta-

lasa soran (ex.:325 nm, em.: 420 nm). A linearis tartomanyon beliil a kalibracios szintek szama 9 volt az
L- és 10 a D-triptofan esetében.

Aminosav  Linedris tarto-many  Korrelacios Meredekség Tengelymetszet Kimutatasi hatar
(nmol ml™") koefficiens (A) (B) (nmol ml™")
L-Trp 3-72 0,9998 12,6 -2,6 2,2
D-Trp 3-150 0,9996 5,3 -3,0 1,8

X = a kromatografias cstics magassaga (mV)/koncentracié (nmol-cm™)
Y = koncentracié (nmol-cm™)

3.2. A szulfonsavas hidrolizismédszerek vizsgalata

Merkapto-etan-szulfonsav jelenlétében nem alakultak ki az aminosavak OPA-TATG szarmazékai,
melynek valoszintisithetd oka az volt, hogy a TATG helyett a MES képzett szarmazékot az OPA-val és a Trp-
nal. A MES eltavolitasa, illetve szulthidril-csoportjanak atalakitasa céljabol tobb modszerrel probalkoztunk.
El6szor a MES-bol réz-merkaptid csapadékot képeztiink, majd a csapadékot centrifugalassal eltavolitottuk, és
a feliilluszo oldat aliquot részével végeztik el a szarmazékképzést, azonban a Trp-szarmazékok jelét a
merkaptidok eltavolitasa utdn sem észleltiik.

Ezt kovetéen a MES-t perhangyasavval diszulfonsavva oxidaltuk. Mivel a perhangyasav reagalhat a
triptofannal, és feleslege a szarmazékképzo reagensekkel is, az egész folyamatot ugyanolyan koriilmények
kozott megvalositottuk alaninnal (Ala) is, melynek oldallanca (R-csoportja) nem érzékeny az oxidativ atalaku-
lasokra. A perhangyasav feleslegét natrium-metabiszulfittal kotottiik meg. Ilyen koriilmények kozott sem je-
lent meg a Trp és az Ala diasztereoizomer szdrmazékainak a jele a kromatogramon, tehat sem a Trp, sem az
Ala OPA-TATG szarmazéka nem alakult ki detektalhaté mennyiségben a MES perhangyasavas oxidacioja és
a perhangyasav-felesleg megkotését kovetd szarmazékképzés soran. A Trp esetében valdszinlisithetd az
oxidativ atalakulas N-formil-kinureninné.

Legvégiil a MES-t jodecetsavval karboxi-metil-szarmazékka alakitottuk at, de a Trp-nak csak egy kis
re. Vizsgaltuk, hogy megfeleld volt-e az oldatok pH-ja a szarmazékképzéskor (pH=9,5), de nem tapasztaltunk
eltérést. Kiprobaltuk a MES-OH-oldat szarmazékképzés elotti semlegesitését, a pH 2-re, 6-ra, illetve 9-re alli-
tasat, de egyik esetben sem tapasztaltuk a diasztereoizomer-parok jelintenzitdsanak novekedését.

Para-toluol-szulfonsav jelenlétében a szarmazékképzés megfelel6 moédon végbement, azonban csupan
PTS jelenlétében a Trp visszanyerése nagyon alacsony. Juh hemoglobint 3 M PTS-oldatban hidrolizalva az
eredeti Trp-tartalomnak minddssze 44+2%-at kaptuk vissza. Amennyiben a Trp indolgy(irtijének megvédése
érdekében triptamint adunk az oldathoz [6], a szarmazékképzés — valosziniileg a triptamin aminocsoportja
miatt — nem megy végbe. Terveink kozott szerepel a 3-(3-indolil)propionsav kiprobalasa, mely a szarmazék-
képzés szempontjabol indifferens.

3.3.A hékezelés hatasa a Trp bomlasara és racemizacidjara kiilonb6zé pH-ju vizes oldatokban

A szabad L-Trp racemizacidja nem volt jelents az alacsonyabb pH-ju oldatokban (pH=3-7). A D-Trp
mennyisége 12 o6ras forralas utan kezdett el novekedni (3. abra), de a D-L atalakulas mértéke kisebb volt, mint
1%.
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Az L-Trp mennyisége egy napos hokezelést kdvetden 2—5%-kal csokkent. A racemizacidohoz képest a
tobbi atalakulasi/bomlasi folyamat nagyobb szerepet jatszott a Trp-tartalom csokkenésében.
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3. abra

A D-Trp-tartalom novekedése 100 °C-os hontartds hatdasdra 7-es és 11-es pH-ju vizes oldatokban

4. OSSZEFOGLALAS

A kutatas soran megvaldsitottuk a triptofdn-enantiomerek elvalasztasat az élelmiszer-fehérjékben eld-
fordul6 egyéb aminosavaktol. Az aminosav-enantiomerekb6l 1-tio-B-D-glukéz-tetraacetattal és o-
ftalaldehiddel diasztereoizomereket képeztiink, majd a tobbi aminosav zavard hatasanak kisz{irése érdekében
elvégeztiik a forditott fazist nagyhatékonysagu folyadékkromatografias elvalasztas optimalasat. A legnagyobb
kitermeléssel jaroé savas fehérjehidrolizis-modszerek koziil merkapto-etan-szulfonsav jelenlétében nem megy
végbe a szarmazékképzési reakcid, ezzel szemben a para-toluol-szulfonsavas hidrolizist kdvetden a szarma-
z€kképzés megvalosithato, de a Trp bomlasa szamottevd. Kiilonbozé pH-ju modelloldatokban az L-triptofan
vesztesége 2 €s 5% kozott valtozott 24 6ras forralas utdn. Az oxidativ bomlas mellett (pH=9 és 11) a parcialis

crer
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