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Az ut6bbi id6ben régész és allattenyészté kollégaink részérél egyre siirget6bb
igény merilt fel kilénboz6 anyagokban el6forduld D- és L-aminosavak szét-
valasztasara és pontos meghatarozasara. Az elmalt 25—30 év alatt tobben igen
sokféle modszert dolgoztak ki fossziliak aminosav racemizacion alapuld koranak
meghatarozasara, mely meghatarozasnak alapja az a felismerés, hogy az él6
szervezetet alkotd L-aminosavak az él6lény halala utan racemizalédva részben
D-aminosavakka alakulnak at. Meghatdrozva tehdt a D- és az L-aminosavak
mennyiségét példaul egy koviletben vagy egy me %kovesedett csontmintaban,
a minta kora —a kiil6nboz6 egyéb tényez6k (hdmeérséklet, a talaj pH-ja, nedvesseg
sth.) messzemen6 figyelembe vételével megbecsulheto Aliattenyészt6 kollé-
gainkat az alabbiak sarkaltak arra, hogy a D- és L-aminosavak meghatarozasaval
foglalkozzanak: A kér6dz6 allatfajokban a takarmany fehérjetartalmanak egy
része a bendben lebomlik és a keletkez6 ammoniabdl a bend6laké mikroorganiz-
musok felépitik sajat fehérjéiket, tehat a takarmany fehérjetartalmanak egy része
atalakul mikrobialis fehérjévé. Ez az atalakulas hasznos lehet akkor, ha az alacsony
biolégiai érték(i takarmanyfehérjébdl vagy NPN anyagokbol magasabb biolégiai
értékl baktériumfehérje keletkezik, ezzel szemben hatrdnyos a nagy bioldgiai
értékl takarmanyfehérjék bend6beli lebomlasa. A takarmanyfehérje benddbeli
lebomlasanak nyomonkovetésére az egyik legUjabban kifejlesztett modszer a
bendétartalom D- és L-alanin tartalmanak mérése, hisz a D-alanin csak a mikro-
biélisl fehérjeszintézis soran keletkezhet, a takarmanyfehérje D-aminosvakat nem
tartalmaz.

A fosszilidk kormeghatarozasanal leginkabb alkalmazott aminosav a D-
aszparaginsav és a D-allo-izoleucin, a bakteriélis fehérjeszintézis nyomonkdvetésére
pedig a D-alanin. Igényként meriilt fel a tobbi fehérjeépité aminosav fossziliakbol
tortén6 meghatarozasa, valamint annak kimutatasa, hogy vajon a bakterialis
fehérjeszintézis folyaman a D-alaninon kivil keletkezik-e mas D-aminosav is,
és ha igen felhasznalhaté-e ennek mérése a bakterialis fehérjeszintézis mennyi-
ségének becslésére. Fentiekre valaszt adni csak gy lehetséges, ha rendelkezésiinkre
all egy olyan eljaras, mellyel a D- és L-aminosavak szétvalasztasa és meghatarozasa
megoldhatd.

1. Irodalmi attekintés
A kilonféle anyagokbdl végzett aminosavmeghatarozas el6tt a mérendd
mintakat megfelelGen elG kell késziteni, a fehérjetartalmd frakciokat koncentralni,
a szennyezd anyagokat pedig elvalasztani szilkséges. A fehérjetartalmu tisztitott
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frakcidt az aminosavanalitikdban altalanosan hasznélt 6 molos sosavval 22—24
oran at 105—110 C°-on hidrolizaljak, a hidrolizis befejezésekor a sdsavat beparol-
jak, majd egy kation, illetve anioncserés tisztitds utan az ismételten beparolt
minta kesz a D- és L-aminosavak meghatarozasara.

Az aminosav enantiomerek szétvalasztasara és meghatarozasara tébb maod-
szert is kidolgoztak. A tiszta aminosavak racemizéciojanak tanulmanyozasara
hasznaltdk a polarimetriat, majd a kilénbdz8 enzimes technikak nyertek teret.
E mddszerek hibaja, hogy nem haszndlhatdk a D- aminosavak nyomnyi mennyi-
ségéinek kimutatasara, és igen jelentds hibaforras lehet az enzimekbél szarmazé
aminosavakkal térténé szennyezeés is.

A D- és L-aminosavak szétvalasztasara az egyik leggyorsabb mddszer a gaz-
kromatografia. Az enantiomereket szét lehet valasztani egy megfeleld aszimmetrikus
reagensel létrehozott diasztereomer-par forméaban, vagy az illékonnya tett szar-
mazékot egy optikailag aktiv all6 fazison lehet szeparalni. A gazkromatografias
technikat ma mar olyan tokéletesre fejlesztették, hogy az enantiomerek meg-
hatarozasanak hibaja kisebb mint 5%, és a reprodukalhatésag is rendkivil jo.

Az enantiomerek szétvalasztasara és meghatarozasara egyre inkabb teret
nyer Ujabban a folyadékkromatografia. Weinstein ésWeiner (|1984) az aminosavak-
boi a fluoreszkal6 5-dimetil-amino-naftalin-I-szulfonil (danzil) szarmazékot képez-
ték és forditott fazisu folyadékkromatografiaval az N,N’-di-n-propil-L-alanin és
rézacetat kiralis toltet alkalmazasaval az dsszes fehérjealkoté aminosav D- és
L-enantiomerjét szét tudtak valasztani egy mintabdl. Marfey (1984) az I-fluor-2,4-
dinitrofenil-5-L-alanin-amid segitségével —mely egy igen reakcioképes fluoratomot
tartalmaz —diasztereomer szarmazekokat hozott Ietre, melyek folyadékkromatog-
rafiaval szétvalaszthatok. Biologiailag aktiv anyagok optikai tisztasaganak ellen-
Orzésére kilonbozd direkt folyadékkromatografias madszereket is kidolgoztak.
E mddszer lényege a kirdlis oszlop - mely kémiailag kotott L-hidroxiprolin-Cu2+
komplexbdl all, és a mozgo fazis, mely Cu2+ ion tartalmu vizes oldat. A staciondris
fazis alkalmazéasadval mod nyilik mindazon vegytiletek optikai tisztasaganak
ellen6rzésére, melyek kelat komplexeket képeznek a Cu2+ ionokkal, mint amilyenek
példaul az aminosavak. A maédszer hibaja, hogy egyszerre csak egy aminosav
D- és L-alakjat lehet vele meghatarozni.

A fehérjeépit6 aminosavak kozll a hidroxiprolin és a treonin mellett az
izoleucin az, amely két aszimmetria centrummal rendelkezik. Az izoleucinbdl a
racemizacio soran keletkez6 D-alloizoleucin —mely az izoleucin diasztereomerje —
a rutinszerlien alkalmazott ioncserés aminosavanalizis sordn az izoleucin és a
metionin kdzott elual, azoktol jol elvalo és jol értékelhetd csicsot ad. Az a-helyzet(
szénatom racemizacidjat, a D-alloizoleucin képzd&dését a peptidszintézis folyaman
igen behatéan tanulményozta Bodanszky és Conklin (1967). Vizsgaltdk tébbek
kozott a sosavas hidrolizis és a kiilonbdzé harmadrendl aminok hatasat a racemi-
zaciora. Az izoleucint és a D-alloizoleucint aminosavanalizatorral vélasztottak el
egymastél. Manning és Moore (1968) ugyancsak egy ioncserés oszlopkromatografias
eljarast irtak le a D- és L-aminosavak szétvalasztasara és mennyiségi meg-
hatarozasara. Az eljarast els6sorban a peptidszintézis soran felhasznalt aminosavak
sztereokémidi tisztasadganak ellendrzésére dolgoztak ki, de a mddszer jol hasznal-
haté az L-aminosav mellett nyomokban el6fordul6 D-aminosav mennyiségi meg-
hatarozasara is. A modszer lényege egy L-aminosav N-karboxianhibridnek a vizs-
géaland6 D- és L-aminosavakkal lejatszddo reakcidja, melynek sordn diasztereomer
dipeptidek keletkeznek, melyek alkalmasak az ioncserés szétvalasztasra. A dipep-
tidek el&allitdsara a Hirschmann és munkatarsai (1967) altal leirt eljarast alkal-
maztak, melynek soran az N-karboxi-a-aminosav anhidridet vizes kozegben
0—2 °C kozoétt pH = 10,2—10,4 tartoméanyban adtak a vizsgalandé aminosavhoz.
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A fenti reakciokorilmények minimalis valtoztatdsaval az 0Osszes fehérjeépitd
aminosavbdl 90% koriili Kitermeléssel tudtak diasztereomer dipeptideket el6-
allitani, és igy a D- és L-aminosav tartalmat meghatarozni. Fenti modszert alkal-
mazva, Manning és Moore (1968) 21 mol aminosavtartalmd mintakbél 1000 rész
L-aminosav mellett 1rész D-aminosavat is ki tudtak mutatni.

Izumiya és Muraoka (1969) a peptidszintézis soran bekdvetkezd racemizacio
mérésére egy egyszeri modszert dolgozott ki, melynek az a lényege, hogy a Gly-
L-Ala dipeptidet —a peptidszintézisnél alkalmazott kisérleti kériilmények kdzott —
L-leucinnal kapcsoltak. Amennyiben a kisérleti korilmények nem vezetnek
racemizéciohoz, akkor a racemizacié terméke a Gly-L-Ala-L-Leu tripeptid, ha
viszont a szintézis soran racemizacio kovetkezik be, Ugy a keletkeezett D-L-izomer
aminosavanalizatoron vagy ioncserés vékonyrétegen az L-L-szarmazéktol elvalaszt-
hatd és kvantitative merhet6. Mivel a D-L-izomer alacsonyabb Rf érték( ill.
késébb eludl, a megjelend két csucs (illetve lemezen két folt) kozil az els6 az L-L-,
a méasodik a D-L-izomernek felel meg.

A rendelkezésiinkre all6 szakirodalmat oOsszevetve laboratériumunk lehet6-
ségeivel dontottiink Ggy, hogy a peptidkémiaban az utdbbi években lejatszédott
fejlédés figyelembevételével egy ioncserés oszlopkromatografias mddszert dol-
gozzuk ki a D- és L-aminosavak diasztereomer dipeptid alakban torténé elvélasz-
tasara. A mddszer kidolgozéasanal arra térekedtiink, hogy az altalunk leirt kisér-
leteket egy aminosavanalizatorral rendelkezd laboratériumban reprodukalni
lehessen, a modszer lehet6leg egyszer(i Iépésekbdl alljon és sorozatvizsgalatra is
alkalmas legyen. Fentiek figyelembevetelevel a D- és L-aminosavak szétvalasz-
tasara és meghatarozasara altalunk javasolt mddszer az aldbbi Iépéseket tartal-
mazza:

- aminta el6készitése;

- amintaban levs fehérje sésavas hidrolizise;

- az aminosavak szétvalasztasa ioncserés osziopkromatogréafiaval;

- a diasztereomer dipeptidek szintézise;

- a diasztereomer dipeptidek szétvalasztasa és meghatarozésa.

2. Anyagok és modszerek

2.1. A felhasznalt anyagok

Médszeriink leglényegesebb épése a diasztereomer dipeptidek szintézise
és szétvalasztdsa. Mivel az oldatban végzett peptidszintézisekben manapsag
is az egyik legaltalanosabban alkalmazott modszer az aktiv észteres kondenzacio
(a reakci6 csaknem kvantitativ, a termék tisztitasa egyszer(), mi is ehhez a méd-
szerhez folyamodtunk. Figyelembe véve azt, hogy a meghatérozni kivant amino-
savak szétvélasztdsa, valamint a diasztereomer dipeptidek elvéalasztasa is vizes
kozegben torténik, az aktiv észterek kozil az N-hidroxiszukcinimid észterre
(ONSu) esett valasztasunk, hisz ezek az észterek vizes kdzegben is kivaléan kap-
csolnak és a kapcsolas folyaman keletkezd melléktermék az aminosav analizist
nem zavarja. A kovetkezG_lépésként azt kellett eldonteni, hogy az aktiv észteres
kondenzacié folyaman milyen csoporttal védjik az acilezG aminosav amino-
csoportjat. Mivel az L-L illetve L-D dipeptidek aminosav analizatorral térténd
meghatarozédsa el6tt a védécsoportot - hogy a mérendd vegyilet ninhidrin
pozitiv legyen - el kell tavolitani, valasztasunk a tere. butil-oxi-karbonil-csoportra
(BOC) esett, A BOC-csoportot egyrészt konny( kiépiteni, masrészt a dipeptid-
szintézis utdn a véddcsoport hasitasa trifluorecetsavval vagy 1 molos jégecetes
sosavval kénnyen megoldhato.
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A védbcsoport és az aktiv észter kivalasztasa utan azt kellett elddnteni, hogz
melyik legyen az aci’ez6 aminosav a rendelkezésre alld fehérjeépit6 aminosaval
kozul. Mivel fontos, hogy az acilez§ aminosav aszimmetria centrummal rendel-
kezzen valamint a kapcsolas a lehet6 legrovidebb id6t vegye igénybe, valasztasunk
az alaninra (Al4) esett. Az elmondottak megval6sitasara szintetizaltuk a tere.
butil-oxi-karbonil-L-alanin-N-hidroxi-szukcinimid-észtert (terc.-BOC-L-Ala-ONSu)
a peptidkémiaval foglalkozé kézikdnyvekben leirt modon (Bajusz, 1980).

Az aktiv eszter szintézise utan kristalyos aminosavakbol (standardek) illetve
az aminosavanalizatoron elvalasztott egyes aminosavakbdl allitottuk el§ a diasz-
tereomer dipeptideket.

2.2. A fehérjealkot6 aminosavak szétvalasztasa és meghatarozasa

A csontmintdk illetve a bend6folyadék nyersfehérje tartalméat KjeI-nges-
16200 gyors nitrogénelemz6vel hataroztuk meg, majd a nyers-fehérje tartalom
figgvényében 100—1000 mg anyagot (kortlbelil megfelel 10—20 mg fehérjének)
6 molos s6savval 24 6rén &t hidrolizaltunk. A hidrolizis befejeztével a s6sav oldatot
liofilezéssel eltavolitottuk a mintabol, majd a vizes feloldas soran kivalt szilikatokat
centrifugélassal valasztottuk el a szabad aminosav tartalmud folyadéktdl. A nyert
oldat alkalmas az izoleucin és a D-allo-izoleucin meghatarozasara ioncserés oszlop-
kromatografiaval, illetve ugyanezzel a modszerrel a fehérjealkoté aminosavak
szétvalasztasdra. A meghatarozast illetve a szétvalasztast LKB 4101 tipusd
aminosavanalizatorral és a hozza kapcsolt LKB frakcidszeddvel végeztik. Az egyes
aminosavaknak megfeleld kémcsdveket beazonositottuk majd liofilezéssel szari-
tottuk. Ezt kdvetben az egyes aminosavakbol vagy egyenfént, vagy néhany
aminosavat dsszekeverve hoztuk létre a diasztereomer dipeptideket.

2.3. A diasztereomer dipeptidek szintézise

A szintetikus aminosavat vagy az aminosavanalizatorral elvalasztott és lio-
filezéssel beszaritott maradékot vizben feloldottuk Ugy, hogy az oldat koncent-
racidja 1-10% kordl legyen minden aminosav esetén. Az oldat pH-jat egy-két
kristaly natrium-hidrogén-karbonat hozzaadasaval pH = 8-ra allitottuk be majd
hozzadadtuk az Ala dioxan-viz 1: 1 elegyében feloldott, 2 —2,5-szeres foloslegben
lev6 védett aktiv észterét, 2 6ran &t rdzattuk a reakcidelegyet szobahémérsekleten
egy razogépen, majd 2 oOra utan a reakcidelegyet liofilez6vel beszaritottuk. Ez
utan a BOC-véd6csoportot 1 molos jégecetes sosavval hasitottuk le (reakcididd
1 6ra) majd ismételt liofilezés kdvetkezett. A liofilezés utan az alanil-dipeptideket
pH = 2,2-es citrat pufferben oldottuk fel, majd megfelelé higitas utan az oldatot
vittlk az aminosavalalizator ioncseréld oszlopara a diasztereomer dipeptidek
elvalasztasara. Az elmondottakat az aldbbi reakcidegyenletekkel foglalhatok
0ssze:

BOC- L- Alda- ONSu+H,N- CH- R PH- 80 1 Megecetes
| 2 ora sosav, 1o0ra

COOH
DL —aminosav
H R H H
HN- C- CONH- C- COOH + H.N- C- CONH- C- COOH
CH3 H CH3 R

L-D dipeptid L -L dipeptid
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2.4, Az alanil-dipeptidek szétvalasztasa és meghatarozasa

Az 1 abra a DL-Asp, a 2. dbra a DL-Glu, a 3. dbra a DL-Ala, a 4. dbra a DL-
Val, az 5. dbra a DL-lle, a 6. dbra pedig a DL-Phe aminosavakbol képzett L-L
illetve a D-L alanil diasztereomer dipeptidek szétvalasztasat mutatjak. Az
elvalasztas koriilményei az alabbiak voltak:

Készilék:

Az ioncserél oszlop mérete:

Az joncserél§ gyanta:
Puffer &ramlési sebesség:

Ninhidrin aramlési sebesség:

Oszlop hémérséklet:

Puffer A: pH = 3,25;
Puffer B: pH = 425,
Natrium-hidroxid:
Equilibralas:
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LKB Biochrom 4101
500X 6 mm
Chromex UA —8-as
80 cm3ora
40 cm36ra
60 percig 50 °C, majd 70 °C

az analizis végéig
Na molaritas = 0,2; 25 perc

” 0,2 az analizis végeéig

0,4 mdlos; 15 perc
Puffer A; 45 perc



2/a abra.
Narancs PG aktivitas
apH fuggvényében

2 Elelmiszervizsgélati Kézlemények

A PG

(10°/[2.g]eh)

2. ébra.
Paradicsom

PG aktivitas

a pH flggvényében

paradicsom

narancs

3. abra.
Paradicsom,
narancs PG akti-
Vitds a h6mérsék-
let figgvényében
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4. 4bra. A
Paradicsom, narancs
PG aktivitds az enzim
koncentréacio

w20°C PG oldat aktivitasa a ta'rola'si

id6 es hémérséklet fiiggvényeben alma
a kiindulési értek '*/.-aban .
paradicsom

6. abra.
PE aktivitas
a PH fliggvényében
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A kromatogrammokat értékelve elmondhato, hog&/ mindegyik esetben 5 jol
elkilénilé ninhidrin pozitiv cstcsot kaptunk, melyek a kovetkez6k voltak: a
K iindulasi aminosav, az aktiv észterként felhasznalt alanin, az L-Ala-L-X dipeptid,
az L-Ala-D-X dipeptid és a kromatogramm végen az ammonia. Az 1. kromatog-
rammon j6l lathato, hogy az alkalmazott kromatografids korulmények kozott
az L-Ala-L-Asp az Ala vallcsicsaként jelenik meg a kromatogrammon, a két
diasztereomer dipeptid elvalasa ellenben igen jénak mondhaté. Ugyancsak igen
j6 az elvélas a Glu, az Ala, a Val, a Leu és a Phe esetében is. Az elvalast és az
értékelést semmilyen egyéb jelenlevé ninhidrin pozitiv vegyidet nem zavarja.
A bemutatott kromatogrammokon kiviil ugyancsak jo elvalast tapasztaltunk
az alanil diasztereomer dipeptidek esetében a Pro, a Met, az He és a Tyr esetében
is. lkercsucsként valik szet a Thr és a Ser, mig a bazikus aminosavakkal jelenleg
végezziik kisérleteinket.

A diasztereomer alanil-dipeptidek optimalis analizis korilményeit (h6-
mérséklet, pH) valamint a cstcsok helyzetét a kromatogrammon az 7. tablazatban
foglaltuk 6ssze. A 2. tablazat a kiindulasi anyagok és az analizalni kivant amino-
sav adatait tartalmazza.

1. tablazat

A kromatografalasl feltételek és a diasztereomer dipeptidek helye a kromatogrammon

Dipeptid Romerseniere A csles helyzete o8 N onyitva
oc (Ala = 1,00
L—Ala—D —ASp .o 50 33,50 1,05
L—Ala—L—Asp 50 36,75 1,16
L—Ala—D—Thr 50 36,25 1,14
L—Ala—L—Thr 50 37,25 1,17
L—Ala—D—Ser... 50 38,50 121
L—Ala—L—Ser .. 50 39,75 1,25
L—Ala—D—GIU ccoovvcccrree 50 41,25 1,30
L—Ala—L—G lu 50 42,50 1,34
L—Ala—D —Pro 50 42,00 1,32
L—Ala—L—P 10 .orverrrrrcrrrrrree 50 43,75 1,38
L-Ala-D-Ala.. 55 44,00 1,39
L—Ala—L—A l4... 55 46,00 1,45
L—Ala—D —V al 60 51,25 1,61
L-Ala-L-Val. 60 53,25 168
L -Ala-D -Met 65 54,25 1,71
L—Ala—L—Met 65 56,25 177
L—Ala—D—lle 70 62,00 1,95
L—Ala—L—lle 70 66,50 2,09
L—Ala—D —Leu 70 64,25 202
L—Ala—L —Leu 70 68,00 2,14
L—Ala—D —TYl e, 70 76,25 2,40
L-Ala-L-Tyr 70 78,50 2,47
L—Ala—D—Phe .. 70 80,00 2,52
L—Ala—L—Phe .o, 70 82,75 2,61
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ul mu

7. &bra. PE aktivitds a h6mérséklet fliggvényében

2. tablazat
A kiindulasi anyagok helye a kromatogrammon

A csucs helyzete A csucs helyzete

Aminosav (perc) Aminosav (perc)
Asp 18,25 Val 38,25
Thr 20,25 Met 42,00
Ser.. 21,25 lie 44,25
Glu 23115 Leu 45]5
Pro 25,25 T?]/r 51,25
Ala 31,75 Phe 52,75

A tablazat adatait értékelve megallapithatd, hogy az aminosavakat illetve
a diasztereomer dipeptideket csoportositani lehet a csucs helyzete alapjan, tehat
csoportokba lehet osztani azokat az aminosavakat, melyek egymas elvalasztasat
nem zavarjak, amelyeket tehat egy Iépésben meg lehet hatarozni. Ezek a csoportok
a kovetkez6k:

- Asp, Ser, Pro, Ala
- Thr, Glu, Ala

- Ala, Val, lle

- Ala, Met, Leu

A 7. &braa Thr, Glu és Ala, a 8. abra pedig a Val és lle aminosavakbdl kapott
diasztereomer dipeptidek elvalasztdsat mutatja. Az abrabol lathatd, hogy az
elvalasok jok, a csucsok jol értékelhet6k, a mennyiségi meghatarozast tehat
semmilyen kérulmény nem zavarja.
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3. Az optikai izomer aminosavak meghatarozasanak pontossaga diasztereomer
alanil dipeptid forméaban

A mddszer kidolgozasa utan kilénboz8, altalunk el6allitott szintetikus
aminosavkeverékkel D- és L-aminosav oOsszetételét hataroztuk meg. Mérési ered-
ményeinket a 3. tablazatban foglaltuk dssze. A tablazatban kdzdltekhez hasonl6an
minden altalunk vizsgalt aminosav analizisét minden koncentraciéban 5 ismét-
léssel elvégeztiik, kozilik azonban csak néhanyat emeltlink ki.

3. tablazat

Kulonboz6 keverékek D- és L-aminosavtartalméanak meghatarozasa alanil diasztereomer
dipeptid forméban

Elmélgfi érték Mért érték A Sz6ras Variacioés
A vizsgalt % mérések koefficiens
anyag 4
D L D L s@ma p L D L
Glutaminsav 50 50 48,2 51,8 5 1,59 éﬁ_’]l_ 3,30 3,11
25 75 26,4 73,1 5 8,% 3,67 2,89
5 95 58 94,3 5 A 2,62 3,62 3,84
1 99 0,95 98,7 5 0,043 2,74 4,53 2,78
Alanin 50 50 51,0 493 5 1,62 1,58 3,18 3,21
25 75 25,2 75,1 5 1,05 2,05 4,17 2,73
5 95 4.6 94,3 5 0,24 2,74 5,22 2,91
1 99 1,10 98,8 5 0,055 2,90 5,00 2,94
Valin 50 50 51,1 49,7 5 1,74 1,63 3,41 3,28
25 75 23,9 76,1 5 1,08 2,14 4,52 2,81
5 95 51 93,9 5 0,26 2,81 5,10 2,99
1 99 1,06 99,1 5 0,062 2,91 5,85 2,94
Izoleucin 50 50 50,1 51,1 5 1,69 1,72 3,37 3,37
25 75 25,6 74,8 5 0,99 2,23 3,87 2,93
5 95 49 94,6 5 0,32 2,62 6,53 2,77
1 99 0,98 98,9 5 0,051 2,84 5,20 2,87

A tablazat adataibél megallapithatd, hogy ndévekvd koncentracioval csdkken
a_variacios koefficiens nagysaga, tehat a nagyobb koncentracié tartomanyban
né a meghatarozas pontossaga. Ennek ellenére még a legkisebb koncentraciok
esetében sem éri el a variacios koefficiens értéke a 10-et, tehat a mddszer meg-
bizhatd, reprodukalhatésaga megfeleld.

4, Kovetkeztetések

Annak ellenére, hogy a nagyhatékonysagu folyadékkromatografids modszerek
egyre inkabb teret nyernek az optikailag aktiv vegyiletek szétvalasztasaban
és meghatarozasaban, laboratoriumunk — és a hazankban miikod6 mintegy
30 aminosavanalizatorral rendelkezd takarmanyvizsgal6 laboratérium — adott-
sagaihoz alkalmazkodva dolgoztunk ki ioncserés oszlopkromatografias meg-
hatarozast D- és L-aminosavak mennyiségi meghatarozasara.

Az 1 és 3. tabldzatban koz6lt adatokbol megéllapithatd, hogy a tere. BOC-
L-Ala-ONSu igen jol hasznalhaté a diasztereomer dipeptidek szintézisére, s a
kapcsolas utan a tere. BOC- csoportot kénny( eltavolitani, az alanil dipeptidek
egymastol jol elvalnak, a maédszer szérasa alacsony, a variaciés koefficiens az
esetek tdbbségében ot alatt van. Az aminosavak megfeleld csoportositasava
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lehet6ség nyilik arra, hogy egy lépésben tdbb (két-hdrom) aminosav D- és L-
izomerjét lehessen meghatarozni. A mddszer egyetlen hatranya az ioncserés
oszlopkromatografias elvbll adodo viszonylagos lassusag, hiszen pl. egy minta
D- és L-Phe tartalmanak meghatarozasa majdnem 90 percet vesz igénybe. Ked-
vezObb természetesen a helyzet, ha - mint az pl. a 7. dbran is lathatd - egy
Iépésben 3 kiilonb6z6 aminosav D- és L-izomerjét hatarozzuk meg, hiszen igy
egy aminosavra csak mintegy 30 percnyi id6 jut.

Fenti hianyossag ellenére a modszer alkalmas a legalabb 1%-ban jelenlevé
D- (vagy L-) aminosav kimutatasara a 99%-ban szerepl6 L- (vagy D-) aminosav
mellett. Mddszeriinket ajanljuk mindazon laboratériumoknak, melyek rendel-
keznek aminosav analizatorral és szintetikus aminosavak, peptidek vagy ter-
mészetes anyagok D- és L- aminosavait kivanjak meghatarozni.

*

A szerz6k héalas koszonetét mondanak Ferenczi Richardnak a Szent-Oyorgyi
Albert Orvostudomanyi Egyetem Orvosvegytani Intézete munkatarsanak a védett
aktiv észterek elGallitdsdban nydujtott segitségeért.

Kdszonettel tartozunk az Orszagos Mlszaki Fejlesztési Bizottsag Fehérje-
program Irodajanak az anyagi tamogatasaért.

(Dr. Csapd Janos tudomanyos fémunkatars. Agrartudomanyi Egyetem
(Keszthely) Allattenyésztési Kar Kaposvar. 7401 Dénesmajor 2. Pf. 16.).
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D- ES L-AMINOSAVAK ELVALASZTASA ES MEGHATAROZASA
IONCSERES OSZLOPKROMATOGRAFIAVAL DIASZTEREOMER
DIPEPTID FORMABAN

I. AZ ALANIL DIPEPTIDEK SZETVALASZTASA ES MEGHATAROZASA

Csap6 J., Penke B. és Csapdné Kiss Zs.

A szerz6k ioncserés oszlopkromatografias moédszert dolgoztak ki a D- és L-
aminosavak meghatarozasara diasztereomer dipeptid formaban. A fehérjetartalmu
minta 6 molos sosavas hidrolizisét kovet6en az egyes aminosavakat LKB 4101-es
automatikus aminosav-analizatorral és a hozza kapcsolt LKB frakcioszeddvel
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valasztottak szét, majd a liofilezést kdvetben az egyes aminosavakbdl t. BOC-
L-Ala-ONSu aktiv észterrel alani! dipeptideket szintetizaltak. Az alanil dipep-
tidek egymastol és a kiindulasi aminosavaktol is jol elvaltak: a D- és L-aminosavak
meghatarozasa ebben a formaban pontos, csak Kissé hossz (33 —83 perc). A meg-
hatarozas pontossaga kielégit6, a variacios koefficiens értéke 4-6% kozott alakul.
Maddszeriiket ajanljak mindazon laboratdriumoknak, melyek rendelkeznek amino-
avanalizatorral és szintetikus aminosavkiegésziték, petidek vagy természetes
nyagok D- és L-aminosavait kivanjak meghatarozni.

SEPARATION AND DETERMINATION OF D- AND L-AMINO ACIDS
BY IONE EXCHANGE COLUMN CHROMATOGRAPHY IN FORM
OF DIASTEREOMER DIPEPTIDE 1. SEPARATION AND DETERMINA-
TION OF ALANILE DIPEPTIDES

Csap6, J., Penke, B. and Csap6-Kiss, Zs.

The authors worked out ione exchange column chromatography method
for determination of D- and L-amino acids in form of diastereomer dipeptide.
The individual amino acids were separated by means of LKB 4101 automatic
amino acid analyser and LKB fraction pick-up and then were synthetized alanile
dipeptides by means of BOC-L-Ala-ONSU active ester. The alanile-dipeptides
separated good from each other and starting amino acids as well. The determination
of D- and L-amino acid is correct in this form but long (33-83 minutes). The
accuracy of the method is appropriate, coefficient of variation is 4-6%. The
authors offer their method for laboratories.

PA3AENIEHVE N ONPEAENEHWE D- n L-AMWUHOKWC/IOT
B AMACTEPEOMEP AUMNEMNTNAHOW ®OPME C NMPUMEHEHNEM
MOHOOBEMEHHOWM KOJTOHYATOU XPOMATOIPA®UN |.
PASOAENEHNE W OMPEAENEHUNE ANAHUN OVMENTLNAOB

A. Yano, 6. lMNMeHke, XX. YanoH3-Kuwwuww

ABTOpbl pa3paboTann MeTof, WMOHOOOMEHHOW KOMOHYaTol  XpomaTorpagum
4ona onpegeneHus D- u L-aMUHOKWUCIOT B fiMacTepeomep AWNENTUAHON (opMe.
Mocne ruaponusa 6 MOMbHOW COMSIHOM KUCMOTON cogepkalleil 6enok npobbl,
C TMOMOLLKD aBTOMATUYECKOr0 amMHOKUCNOTHOro aHaimnsatopa LKB 4101 u
MOLK/OYEHHOTO K HeMy (hpakumoHHoro cbopHuka LKB 6bi10 npoBefeHo pas-
[eNeHve OTAeNbHbIX aMWHOKWCNOT, 3aTeM Mocne NMouan3auum u3 OTAeNbHbIX
aMUHOKMCNOT M akTuBHOro sgwmpa BOC-L —Ala — ONSu 6bM  CUHTe3W-
pOBaHbl afaHun AUNenTuabl. AnaHwui  OUNEnTUAbl XOPOLIO OTAENANMCL [Apyr
OT [jpyra a TakXe OT WCXOAHbLIX aMVHOKUCIIOT; onpegeneHne D- un L-aMuHoKucnoT
B Takoii (hopme SIBNSIETCA TOYHBIM, HO HEMHOFO MPOAODKUTENLHBLIM (33 —38 munyT).
TOYHOCTb MOpefienieHnst Bbina  yL0BNETBOPUTENBHON, 3HAYeHWEe BapyaLyIOHHOTO
Ko3(hhrLmeHTa Haxogunocb B WHTepBane 4-6% . Pa3paboTaHHbI MeTog 6bin
Npef/ioKeH aBTopamy BCEM TeM /1abopaTopuaM, B KOTOPbIX WMMEETCH aMWHOKWC-
NOTHBIA aHa/M3aTop M KOTOpble XenatT MPOoBOAWTL onpegeneHns D- u L-amu-
HOKWC/IOT CUHTETUYECKMX aMUHOKMCIOTHLIX JOMOMHUTENEN, NeNTUA0B U HaTypab-
HbIX BELLECTB.
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TRENNUNG UND BESTIMMUNG VON D- UND L-AMINOSAUREN
MIT DER IONEN-AUSTAUSCH-SAULENCHROMATOGRAPHIE
IN FORM VON DIASTEREOMERDIPEPTID I. TRENNUNG
UND BESTIMMUNG VON ALAMILDIPEPTIDEN

Csapd, J. und Mitarb.

Verfasser haben eine Methode mit der lonenaustausch-Saulenchroma-
tographie zur Bestimmung der D- und L-Aminosduren in Form von Diastereo-
merdipeptid ausgearbeitet. Nach der Hydrolyse der eiweilhaltigen Probe wurden
die einzelnen Aminosduren mit einem automatischen Aminosdureanalysator
LKB 4101 und mit dem damit verbundenen Fraktionssamler LKB getrennt.
Dann nach der Liofilisation wurden aus den einzelnen Aminosauren mit dem
aktiven Ester BOC-L-Ala-ON Su Alanildipeptide synthetisiert. Die Alamil-
dipeptide waren voneinander und auch von den Ausgangsaminosduren gut
trennbar, wobei die Bestimmung der D- und L-Aminosduren in dieser Form
exakt, aber etwas zu langwierig (33 bis 83 mint) ist. Die Genauigkeit der Methode
ist zufriedenstellend, der Variations-koeffizient betrégt 4 bis 6%. Die Methode
wird allen Laboratorien empfohlen, die Uber Aminosdureanalysator verfligen
sowie D- und L-Aminoséuren in den synthetischen Aminosaurezusatzstoffen,
in Peptiden oder natirlichen Stoffen bestimmen wollen.

KULFOLDI LAPSZEMLE
Szerkeszti: Molnar Pal

GESLER, M.: Megjavitja-e a tervbe vett eurdpai ellendrzési rendszer az élelmiszer-
feligyelet hatékonysagat?

(Verbessert das vorgesehene Euro?]éische Kontrollsystem die Effektiritat der
Lebensmitteliberwachiings?) Fleischvirtschaft 69 (1989) 1, 45—50.

Az Eurdpai Gazdasagi Kozosség (a tovabbiakban: EGK) a kozos belsG piac
megvalositasara torekszik az 1992 —93 évekre, amit politikai szikségszeriiségnek
tart. A kozos belsé piac a fogyasztdk szamara azzal, az el6nnyel fog jarni, hogy
a kilonbdzd élelmiszerek még szélesebb korl kinalatabol valaszthatnak.

Ha az EGK az élelmiszerek szabadabb, nem korlatozott fogalméat akarja
eléri, akkor az alabbi feltételeket kell teljesitenie.

1 Az élelmiszertorvény lényeges részeinek dsszhangjat meg kell teremtenie.

2. A torvényt mindenegyes tagorszagnak azonos modon kell alkalmaznia.

3. A torvény alkalmazasat mindenitt a kell6 mértékben és egységes alap-

elvek szerint kell feltgyelni.

A Német Szovetségi Koztarsasag ennek megvaldsitasaban alkotéan kivan
kozrem(ikodni és igényli, hogy a fogyasztok vedelmenek szinvonalat Grizzék meg,
hisz ezt orszagukban kedvezoOnek tartjak.

Az élelmiszertermel6k elsddleges felel6sségének a belsd piac egészében hang-
sulyt kell adni.

Torekedni kell arra, hogy
az egészség védelmét,

a fogyasztok megtévesztésének kizarasat,
az eldalliték helyszini és bizonylatokra is kiterjed6 ellenérzését,
a hat6sagi és a jovahagyott laboratériumok munkajat,

- a szilkséges hatosagi intézkedések jogat
a tovébbiakban javitani lehessen a meglevd ellenérz6 kapacitasok gondosabb,
céltudatosabb kihasznalasaval.

Munkamegoszté egyuttm(ikddés és automatikus adatfeldolgozés segitségével
a hatosagi elelmiszerfelugyeletet még alkalmasabba kell tenni a fogyasztok
érdekében kidolgozasra keriil§ szigord el8irdsok betartasanak ellendrzésere.

Szarvas T. (Budapest)
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