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A fehérje triptofan enantiomereinek meghatarozasa
Dr. Csap6 Janos

A kutatds célja megfeleb analitikai modszer kidolgozdsa a triptofan-enangoek
meghatarozasara, és a modszer alkalmazhatdésagasgélata.

A munkatervben vallaltuk a lehetséges hidrolizismddszerek vizegalddPLC elvalasztasi
technika kidolgozésat és validalasat a triptofaartiomerek meghatarozasa szempontjabaol.
Vdéllaltuk tovabba, hogy a kidolgozott moédszer sagjtvel vizsgaljuk a triptofan
racemizaciojat kulénbdz kortalmények kozott modelloldatokban, valamint glisizer- és
takarmany-alapanyagokban (széja, kukorica).

Munkatervt 61 val6 eltérések:

Munkaterviinkben vallaltuk, hogy megvizsgaljuk aptisfan racemizaciojat széjaban, ill.
kukoricdban termikus kezelések hatasara. A modgsfttés sordn azonban nem siker(lt
olyan hidrolizismodszert talalnunk, ami lebet tette volna a mintak analizisét, azok magas
szénhidrat-tartalma miatt. Helyettilk magas feharjalmu, allati eredét alapanyagokban
hataroztuk meg a triptofan-enantiomerek mennyiségét

A kutatasi eredményekaz alabbiak:

1. Analitikai médszerfejlesztés

El6sz6r egy analitikai mdédszert kellett kidolgozni gp-Enantiomerek elvalasztaséara, hiszen
enélkdl a hidrolizismddszereket sem tudtuk volnagwimsgalni. A Trp-enantiomerekb
OPA-val és TATG-vel képeztink szarmazékokat, ésggzlétrejo\b diasztereoizomereket
akiralis alléfazisu oszlopon, forditott fazisu fatjékkromatografias rendszerben valasztottuk
el egyméstol. A mddszerfejlesztésnél kétféle stahdhlattal dolgoztunk az egyéb aminosav-
szarmazeékok interferenciajanak Kiszse érdekében. Az egyik oldat csak D- és L-Tr-t,
masik az élelmiszerfehérjékbefeirduld tobbi aminosav D- és L-enantiomerjét tan@tta.

Az elvalasztas optimalasa soran valtoztattuk abfédls mirbségét, a mozgofazis
Osszetételét, ezen belll a szerves fazis aranyahidéségét (metanol, acetonitril, vagy
mindkett). Miutan a modszerfejlesztést befejeztik, elvéiglezaz analitikai maddszer
validalasat is.

2. Hidrolizismo&dszerek vizsgalata
Az élelmiszer- és takarmanyfehérjékbedf@ldulé aminosavak kozul talan a triptofan (Trp)
mennyiségének pontos meghatarozasa a legnehezeiibbAaminosavval szemben, a Trp
fehérjelancbdl val6 felszabaditdsahoz nem alkalaitézaiz elterjedten hasznalt 110 °C-on, 24
oréig, 6 M sdsavoldattal végzett hidrolizis, migeTrp teljesen elbomlik ilyen kértlmények
kozott. A Trp-bomlas csokkentése céljabdl a "kldas? fehérje-hidrolizis modszerét
modositani kell. Ez egyrészt Ugy valosithatd meggyha szokdsos savas kétegjegyhez
redukaldszereket adunk, a masik megoldas lugoggidrdrolizismddszerek alkalmazéasa.
Annak ellenére, hogy a lugos hidrolizismodszerekrgdményeket adnak a Trp-tartalom
meghatarozasa esetén, jelen kutatas feltételeit el@giti ki, hiszen a ligos kézeg az
aminosavak racemizaci6jat felgyorsitia, igy az segyenantiomerek mennyiségi
meghatarozasat lehetetlenné teszi. Ezért a tripf@ntiomerek meghatarozasahoz savas
hidrolizismodszer alkalmazasa szlikséges.
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2.1. Merkapto-etan-szulfonsavas hidrolizis

Merkapto-etan-szulfonsav jelenlétében nem alakuliak az aminosavak OPA-TATG
szarmazékai, melynek valoségithe oka az volt, hogy a TATG helyett a MES képzett
szarmazékot az OPA-val és a Trp-nal. A MES elté&sdi, illetve szulfhidril-csoportjanak
atalakitasa céljabol tdobb modszerrel probalkoztuBkiszér a MES-bdél réz-merkaptid
csapadekot képeztiink, majd a csapadekot centréfssgll eltavolitottuk, és a feltluszé oldat
aliguot részével végeztik el a szarmazékképzésinban a Trp-szarmazékok jelét a
merkaptidok eltavolitasa utan nem észleltik.

Ezt kdveten a MES-t perhangyasavval diszulfonsavva oxidalMivel a perhangyasav
reagalhat a triptofannal, és feleslege a szarmapaklkkeagensekkel is, az egész folyamatot
ugyanolyan kortlmények kozétt megvaldsitottuk alaal (Ala) is, melynek oldallanca (R-
csoportja) nem érzékeny az oxidativ atalakulasoRrgoerhangyasav feleslegét natrium-
metabiszulfittal kotottik meg. llyen koralményekzkifit sem jelent meg a Trp és az Ala
diasztereoizomer szarmazékainak a jele a kromatoagratehat sem a Trp, sem az Ala OPA-
TATG szarmazéka nem alakult ki detektalhaté merghsen a MES perhangyasavas
oxidacioja és a perhangyasav-felesleg megkotésétikd@Gzarmazéekképzés soran. A Trp
esetében valészirithet) az oxidativ atalakulas N-formil-kinureninné.

Legvégul a MES-t j6decetsavval karboxi-metil-szazéika alakitottuk at, de a Trp-nak
csak egy kis hanyada alakult &t OPA-TATG szarmazg€léls a TATG koncentraciéjanak
novelése sem vezetett eredmeényre. Vizsgaltuk, hoggfeleb volt-e az oldatok pH-ja a
szarmazékképzéskor (pH=9,5), de nem tapasztaltii@iést. Kiprébéltuk a MeS-OH oldat
szarmazeékképzeésadli semlegesitését, a pH 2-re, 6-ra, illetve 9{li¢agat, de egyik esetben
sem tapasztaltuk a diasztereoizomer-parok jeliitiesemak ndvekedését.

2.2. Para-toluol-szulfonsavas hidrolizis

A MES hidrolizis nehézségei miatt, bar ez adjagadgyobb kitermelést a triptofanra a savas
modszerek kdzil (szarmazékképzés nélkil, ioncem@Aspkromatografival meghatarozva), a
tovabbiakban a para-toluol-szulfonsavra (PTS) kotrédunk. Magas fehérjetartalmu juh
hemoglobin és savofehérje koncentratum mintakoneztég el a hidrolizismddszerek
vizsgalatat. A kisérletek soran harom kilénbosszetétdl hidrolizald elegyet hasznaltunk.
Megvizsgaltuk a Trp visszanyerést 3 M-os PTS cddlaB M-os 0,2% 3-(2-amino-etil)indol
(triptamin) tartalmu PTS oldattal, illetve szint8éM-os PTS oldattal 3-(3-indolil)-propionsav
jelenlétében (a fehérje — 3-(3-indolil)-propiongémegaranya 1 volt) elvégzett hidroliziseket
kéveten. A vizsgalatokhoz kb. 15 mg fehérjét tartalmamintat mértink be orvosi
ampulldba, majd 5 cit adtunk hozza a hidrolizal6é reagetisbAz ampullakba két percig
nitrogéngazt vezettink, majd leforrasztottuk, é8+P1°C-on tartottuk 24 oran keresztil. Ezt
kéveten 4 M-os NaOH oldattal semlegesitettiik és 28-esnméslombikba téve desztillalt
vizzel jelre toltottik, majd otszordseére higitottuk

PTS jelenlétében a szarmazékképzés medfetéidon végbement (1. abra / C). Tisztitott
fehérje (juh hemoglobin) mintat vizsgalva azonbanhkaptuk, hogy csupan PTS jelenlétében
a Trp-visszanyerés rendkivil alacsony, mindossze egdeti Trp-tartalom 44+2%-a.
Amennyiben kovettilk a szakirodalomban leirtakat,aésiptofan indolggirijének vedése
érdekében triptamint adtunk az oldathoz, a szarkk&pzés — valoszikeg a triptamin
aminocsoportja miatt — nem megy vegbe (1. abra/ B)

A PTS hidrolizisek kozul a legkedu#z eredményt azoknal a mintaknal kaptuk, ahol
veédsreagensként 3-(3-indolil)-propionsavat alkalmazték.triptofanhoz hasonlé szerket
vegyllet ugyanis nem rendelkezik aminocsoporttpl,d szarmazékképzésnél jelenléte nem
okoz problémat. A magas fehérjetartalmi mintakkaih ( hemoglobin, savofehérje
koncentratum) elvégezve a hidroliziseket, a mimgbienlew Trp mennyiségének 88+3%-a
megmaradt. A magas visszanyerés mellett az is sreoddnellett sz6l, hogy a kimutathato
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Trp kizérolag L-enantiomer formajaban van jelerérea hidrolizis soran racemizécioval nem
kell szamolni.
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1. &bra: A triptofan-enantiomerek diasztereomerrsaaékainak elvalasztasa PTS hidrolizist
koéveben triptamin hozzdadasaval és anélkil

3. Trp racemizaciojanak vizsgalata

3.1. Szabad Trp racemizacioja

Az 1 mg/cniL-Trp-t tartalmazé oldatok pH-jat (3; 5; 7; 9; 1AM sbsav oldattal, illetve 4 M
NaOH oldattal allitottuk be. Az oldatokat orvosi pulaba tettilk és a leforrasztasitel2
percig nitrogéngazzal dblitettiik, majd 100 + 1 €@ 5; 10; 20; 40; 60 percig, illetve 2; 4,
8; 12; 24, és 48 o6raig melegitettik.

A szabad L-Trp racemizacioja nem volt jel&ntaz alacsonyabb pH-ju oldatokban
(pH=3-7). Ennél lagosabb koérilmények alkalmazasstéesa D-Trp mennyisége 12 o6ras
forralds utan kezdett el ndvekedni, de a D — Lakiahs mértéke kisebb volt, mint 1%.

Az L-Trp mennyisége egy naposokezelést koveélen 2-5%-kal csokkent, de a
racemizaciohoz képest a tébbi atalakuldsi/bomidgamat nagyobb szerepet jatszott a Trp-
tartalom csokkenésében.
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3.2. Fehérjében kotott Trp racemizaciojanak vizatgamodelloldatokban

40 mg lysosimot (fehérjetartalom 98%, Trp-tartal@ml g/100 g fehérje) orvosi ampulldba
mértiink, majd 5 crhkiilénboz pH-ju (3, 7, 9, 11, 13) oldatot adtunk hozza. Adatok pH-
jat 6 M sésavoldattal, illetve 4 M NaOH oldattalitattuk be. Az ampulldkat a leforrasztas
elétt 2 percig nitrogéngazzal 6blitettiik, majd 100 $Cton O; 1; 4; 8; 16; 24; 32; 40; ill. 48
6raig melegitettik. Ezt kowegn az oldatokat 10 ches méélombikokba mértikk és annyi
para-toluol-szulfonsavat oldottunk fel benniik, hagy TS-koncentracié 3 mol/driegyen. A
kapott oldatokbdl 5 cfit Gjbél orvosi ampullaba mértiink, ami mér tartatota 20 mg 3-
indol-propionsavat, majd elvégeztik a mintdk hithiset. A hidrolizist bkezeletlen
lysosimmal is elvégeztik, hogy a hidrolizitladddd racemizaciot és egyéb veszteségeket az
eredmények értékelésénél figyelembe vehessik.

Savas és semleges korilmények kdzott nem tudtulgtiaim a Trp racemizaciojat még 48
oras lokezelést kovéien sem. Magasabb pH tartomanyok alkalmazasa esténban
tapasztaltunk némi atalakulast. Kilences pH-ju kiesn 8 oOra elteltével tudtuk éskzor
kimutatni a D-enantiomerek jelenlétét, a racemizauoiértéke (D/(D+L) arany) 48 ora
elteltével elérte a 12%-ot. Tizenegyes pH-ju oldattkalmazasa esetén mar egy 6ra elteltével
ki tudtuk mutatni a D-Trp-t, majd az atalakulasezdéési idvel aranyos 48 oOra alatt elérte a
24%-ot. Még lugosabb korilményt alkalmazva (pH=4&)tapasztaltuk, hogy a racemizacio
mar egy Ora alatt teljesnek mondhato.

3.2. Elelmiszer- és takarmany-alapanyagok vizsgalat

A szakirodalomban nem talaltunk informéaciét arragy savas hidrolizist kowe&tn magas
szénhidrat-tartalmu mintakbol hataroztak volna ni@gfofant. Ezért céluliiztik ki ilyen
mintak (szo6ja, kukorica) vizsgélatat. A kutatdsiviek megfelélen fullfat szojat Gzemi
korilmények kozott tdésztereztiink, valamint kisémetriderrel szaraz termikus kezelésnek
vetettiik ald. Az igy kapott mintakbol akartuk meghaezni a triptofan racemizaciojanak
mértekét a termikus kezelések hatasara.

Elvégeztik a mintdk hidrolizisét, valamint HPLC lariaét, azonban a hidrolizatumokbdl
csak jelenis veszteséggel (80-90%) tudtuk kimutatni a triptof# tapasztaltak alapjan, a
szakirodalomban talaltakkal 6sszhangban, tovabbra 8ll rendelkezésiinkre olyan savas
hidrolizismodszer, ami leh@até tenné a triptofan meghatarozasat nagy szénhattatmu
mintabol.

Ennek megfelélen a termikus kezelések hatasat a triptofanra sea@dja-, sem pedig a
kukoricamintak esetén nem tudtuk vizsgalni. Ezexéhétek helyett kilonbézallati eredet
mintakon vizsgaltuk, hogy a kulonb®rechnoldgiai beavatkozasok mennyire befolyasadjak
triptofan racemizaciojat.

3.3. Trp racemizacioja husokban sités hataséara

Miutan a tisztitott fehérjék esetén megféletedményeket értiink el, valés mintakon kivantuk
a hidrolizismoédszer alkalmazhat6sagat élemi. EI5 [épésben magas fehérje- és alacsony
szénhidrat-tartalmu hasmintakat vizsgaltunk, mavehagas szénhidrat-tartalondidezheti a
Trp bomléséat. A hasok sitésével a Trp racemizacadjartuk vizsgalni.

A sutés soran csokkent a husok viztartalma, anzdeaganyag- és nyersfehérje-tartalom
novekedését eredményezte. Medfigyeltik azt is, hagywités kovetkeztében, ha kis
meértékben is, de csokkent a mintak Trp-tartalmaj amntén a Trp ki hatasokkal
szembeni érzékenységét igazolja.

A vizsgalatok eredményei alapjan megallapitottukogyh az alkalmazott sutési
korilmeények kdzott D-Trp nem képaott. Ezért az eredményeket tartalmazoé 1. tablamatb
csak a mintak L-Trp-tartalmaintettik fel.
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1. tAblazat
A silt husokon végzett vizsgélatok eredményei
.. ... | Szarazanyag-| Nyersfehérje-
SuFt)(aes;le) tartalom tartalom 9 Ierﬁ/élr?eo 919 g}ngérljgo Visszanyerés
m/m% m/m%

0 27,2 23,32 1,24 1,11 89,5
1 31,3 28,09 1,25 1,12 89,6
8 71,7 59,01 1,16 1,09 88,4
12 77,0 62,98 1,14 0,98 86,0

A mért L-Trp mennyiségek j6 egyezést mutatnak agz-dsp-tartalommal. Ha a két
hidrolizismodszerrel elvégzett analizis eredméngisizehasonlitjuk, azt kapjuk, hogy bar
némileg kisebb Trp-mennyiséget tudtunk mérni a sdndrolizist kdveien, azonban ez csak
nagyon kis mértékben tér el a lugos hidrolizis@sé&hapott eredményeit

3.4. Trp racemizacioja vagohidi hulladékokban Iugeselés hatdsara

Az EurdGpai Unio legujabb éirdsai szerint kédzok vagohidi melléktermekét
takarmanyozasra csak akkor szabad felhasznalmizthalative tomény Iuggal (kalium- vagy
natrium-hidroxiddal) magas émérsékleten (13555 °C-on), hosszu ideig B Ora)
hidrolizéljak. Korabbi vizsgalatainkbél Kimt, hogy minden olyan behatas, amely magas
homérsékleten, lugos kezeléssel jar, az aminosavaksé&penel racemizaciot okozhat.
Alacsony Bmérsékleten luggal kezelve a fehérjét, vagy magasersékleten semleges vagy
savas kornyezetben végezve a hidrolizist ¢idoedulhat racemizéacid, a lugos kezelés és a
magas timérséklet kombinacibja pedig szinte biztos, hoggmaizaciéhoz vezet.

Fenti hipotézis bizonyitasara 400 gdelsategoriaju, szarvasmarha vagohidrdl szarmazo
vagohidi hulladékot 600 chwizzel homogenizaltunk, majd hozzaadtunk 44° &6%-0s
kalium-hidroxid-oldatot, egy megismételt kisérleth@edig 30 crh45%-0s natrium-hidroxid-
oldatot. A keveréket 135, 150 és 1%3on kett, harom és hat 6ran keresztil kezeltiik, majd
lehiilés utdn meghataroztuk az igy kapott anyagok Daasginsav- és D-glutaminsav-,
valamint D-triptofan-tartalmat.

Megallapitottuk, hogy még a legalacsonyabmérsékleten és a legrévidebb ideig
(135 °C, 2 ora) végzett NaOH-os hidrolizisnél az aszpasaynak 42,9%-a, a
glutaminsavnak pedig 43,6%-a racemizalddott. Hadménsékletet 135C-rél 153 °C-ra
emeljuk, a racemizacié mértéke par szazalékkal olslgyazonban maga$mérsékleten a 2
€s a 6 oras hidrolizisidalig okozott kilonbséget a racemizacié mértekébkena hidrolizist
nem natrium-hidroxiddal, hanem kalium-hidroxiddalgezzik, a racemizacié mértéke szinte
teljes mértékben egybeesik a natrium-hidroxidnattével.

A triptofan esetében megallapitottuk, hogy a kdtitoz viszonyitva a Iigos kezelés soran
a hokezelés idejél es romeérsekletéil flggetlendl a triptofan mintegy 40%-a elbomldit,
maradék triptofannak pedig 385%-a racemizalédott ackezelés soran. Nem kaptunk
egyértelnii 6sszefliggést az alkalmazotinmerséklet és a triptofan racemizéaciéja kozott, az
viszont egyértelrien kitinik, hogy minél hosszabb a&lkezelés ideje, annal nagyobb volt,
hacsak elenyééanértékben is, a D-triptofan részaranya a mintaban.

Osszefoglalva a kisérleteink eredményeit elmondkatjogy az altalunk alkalmazoté-h
és lugkombinacié soran az aszparaginsav €s a ghgammintegy 44%-a, a triptofannak
pedig 46-45%-a D-modosulatta alakul at. Amennyiben az igyokiahidrolizalt termék egyéb
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paraméterei meg is felelnének a korfzexkarmanyozas feltételeinek, szamolni kell azzal,
hogy az aminosavak tébbsége teljes racemizaciavedeaz eljaras soran.

Az Uj tudomanyos eredmeények:
« Uj médszert dolgoztunk ki a Trp-enantiomerek szés#tasara és meghatarozasara
OPA/TATG szarmazeékképzést kogeh nagyhatékonysagu kromatogréafiaval.

* Az alkalmazott savas fehérje-hidrolizismédszerekikéa 3-(3-indolil)propionsavat
tartalmazé 3 M-os p-toluol-szulfonsav oldattal opilis hidrolizis feltételeket
dolgoztunk ki a fehérjeben kotott Trp-enantiomereleghatarozasara alacsony
szénhidréat-tartalma mintakbal.

e Vizsgaltuk a szabad, valamint a fehérjében koétafi facemizaciojat a 3—-13 pH
tartomanyban. Szabad formaban minimalis volt améz&cié, mig a peptidlancban
|évé Trp racemizacioja a lugos tartomanyban jelemhértékben medgt.

* A moddszerink megfeléhek bizonyult magas dmérsékleten, lugos korilmények
kozott feltart, nagy fehérjetartalma vagohidi midiéEmekek D- és L-Trp-tartalmanak
meghatarozasara.

Tudoményos kdzlemények:
Az elért eredményekib 5 folyoiratcikkben, 6 konferencia kiadvanyban, absztraktban
szamoltunk be.

A kutatasi téma tovabbi lehetséges iranyai:
A kidolgozott modszer alkalmas magas fehérje- @ssany szénhidrat-tartalmd mintak D-Trp
tartalmanak meghatarozasara, a technoldgia soratakkit racemizacio meértékének
méresére.

A téma folytatdsat két uton lenne célsizevabb végezni:

* 3-indol-propionsav mellett Ujabb indolcsoportottéémazd vegylletek kiprébalasa a
Trp savas hidrolizis kdzbeni elbomlasanak visszétssara.

* A moddszert mindenképpen tovabb kellene fejleszsdacsony fehérjetartalmu és
magas szénhidrat-tartalmda mintakban (mint amilyenékelmiszereink nagy része)
tortérd Trp racemizaciojanak merésere.

Az elért eredmeények hasznositasa:

A mébdszeriink mar jelenleg is alkalmas nagy fehangimu, magas dmérsékleten liggal
kezelt vagohidi melléktermékek D-Trp-tartalmanakésére, magasimérsékleten éhllitott
hasokban, huskészitményekben lejatszodd Trp rademizanulményozaséra. E termékek
meérésére a modszert mar szinte rutingzeralkalmazzuk a Kaposvari Egyetem Keémiai-
Biokémiai Tanszékén. A moddszer alkalmas Trp-tafalmgyogyszerekben és
élelmiszerkiegészikben lejatszd6do racemizaciéo mértékének meréséémliagtod élelmiszer-
és takarmanyvizsgalé laboratériumoknak, akik vilsgék kozé bedllithatjdk a D-Trp
tesztelését.

A kutatashoz felhasznagyéb tamogatasokem voltak.



