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Osszefoglalés

Az egészséges tdpldlkozds fontos része a megfeleld fehérjebevitel is, mely mdara mdar nem csupdn oz
elfogyasztott fehérje mennyiségét, hanem a minéségét (emészthetdség, felépité aminosavak minésége és
mennyisége, egyéb antinutritiv komponensek jelenléte) is jelenti. A fehérjéket felépitd aminosavak vizsgdlatara
egyre nagyobb igény mutatkozik, mely a fehérje és az aminosav molekuldk sokféleségébdl addddan kihivasok
elé allitjdk mind a kutatdkat, hatésagokat, mind pedig a muiszergydartd cégeket is. Munkdnk célja ésszefoglaldst
adni a fehérje hidrolizis, mint az aminosav analizis egyik kulcslépésének kdvetelményeirdl és nehézségeird|, a
felszabaditott aminosavak elvdlasztdsdnak és detektdldsdnak sokrétlségérdl a hagyomdnyos és Gjonnan
fejlesztett modszerek bemutatasaval arra keresve a vdlaszt, hogy lehetséges-e egy egységes, szabvdanyositott
maodszer kialakitdsa az aminosavak meghatarozasdra.

Kulcsszavak: aminosayv, fehérje-hidrolizis, kromatogrdfia, szdrmazékképzés

mindségének, tapértékének vizsgdlatdhoz kapcsolodik.
Aminosav vizsgélatok je|ent65ége Mdra egyre szélesebb korben elfogadott az a nézet,

hogy az egészséges tdplalkozashoz szUkséges napi
Az aminosavak kémiailag soksziny, és igy eltérd fiziko-  fehérjebeviteli mennyiség, illetve az ehhez tartozd
kémiai sajatsagokkal rendelkezé molekulacsalad. A referenciaértékek  megitéléséhez, az - elfogyasztott
legismertebb 20 fehérjeépité aminosav mellett tobb  fehérje mennyisége dnmagdban nem nydjt elegendd
tucat tovdbbi természetes és egyéb szintetikus informdciot. A fehérje tdpértékét tobb tényezd
aminosavat ismertink (Zarandi & Szolomdijer, 2017). Ezek  egyUttesen hatarozza meg. Ezek kozul kiemelends i) az
vizsgalatara irdnyulé médszerek az élelmiszeriparban  aminosav  osszetétel, i) a  fehérje/aminosavak
és takarmanyozésban egyarént egyre nagyobb emészthetdsége és i) a fehérje/aminosav emésztést
jelentéséggel  birnak.  Legfontosabb  alkalmazasi  befolydsols, az  elfogyasztott  fehérjével — egyutt
tertletuk taldn az élelmi  fehérjék taplalkozasi — elfogyasztott Un. antinutritiv 6sszetevok mindsége és
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mennyisége. Az  élelmi  fehérjek  min&ségének
jellemzéséhez tehdt kulcsfontossdgu, hogy ismerjuk
annak aminosav osszetételét, illetve legaldbb bizonyos
esszencidlis aminosavak mennyiségét.

A fehérje, illetve abban taldlhatd aminosavak
emészthetéségének meghatdrozdsa sordn  szintén
szerepet kaphat az aminosav-tartalom
meghatdrozdsa. A fehérjemindsitési mutatdk egy
csoportja a fehérjet aminosav-forrdsnak tekinti, igy
ezen mutatdk esetében a fehérjemindséget az
aminosav osszetétellel hozzdk 6sszefluggésbe. A human
taplalkozastudomdanyban a fehérjek aminosav alapu
értékének meghatdrozdsdra hosszU ideig a PDCAAS
(Protein Digestability Corrected Amino Acid Score [
Fehérije emészthetéséggel korrigdlt aminosavérték)
mutatd alkalmazdsa volt a standard. E mutatd alapja
0z aminosav  érték  (amino acid score, AAS)
meghatdrozdsakor a mindsitendd fehérje 7 esszencidlis
aminosav-tartalmaéanak (hisztidin, izoleucin, lizin, leucin,
treonin,  triptofdn, valin), illetve az &sszesitett
kéntartalm@ (metionin  és cisztein) és dsszesitett
aromds  aminosavak  (fenilalanin  és  tirozin)
mennyiségét (mg/g) ©sszevetjuk az idedlis elvi’
referenciafehérje azonos mutatdinak mennyiségével
(mg/g). Ezen aranyok legkisebb értékét tekintjik az
aminosayv értéknek. A vonatkozd WHO/FAO
Utmutatdéban rogzitett idedlis elvi” referenciafehérje
aminosav osszetétele — az eltérd igények alapjdn -
korcsoportfuggd modon kerult megdllapitasra. Az igy
kapott AAS értéket ezt kovetden a teljes fehérje
emészthetdségi faktordval kell korrigdini ahhoz, hogy
megkapjuk o PDCAAS értéket. Ennek az atlagos
emészthetdségi korrekcids faktornak az alkalmazdsa
jelenti a PDCAAS mutatd egyik legjelentdsebb korlatjat.
Ennek oka, hogy jelentés mennyiségi eltérés
mutatkozhat a teljes fehérje nyersfehérje alapon
szdmolt emészthetdségében az egyes nélkuldzhetetlen
(esszencidlis) aminosavak egyedi emészthetdsége
kozott.

A PDCAAS mellett, a WHO/FAO 20l1-es szakmai
konzultdcidja nyomdn 2013-ban megjelent javaslat
alapjan a DIAAS (Digestible, indispensible amino acid
score/Emészthetd  nélklldzhetetlen  aminosavérték)
mutatot helyezi elétérbe, hiszen ez élettani szempontbdl
relevansabb informdciét szolgdltathat az esszencidlis
aminosavak hasznosithatésagarsl (FAO/WHO, 201). A
PDCAAS és a DIAAS mutatdk koézodtti leglényegesebb
kldnbség, hogy mig a PDCAAS esetében az aminosav
értéket (AAS) a teljes fehérje eredd emészthetéségi
faktoraval kell korrigdini, a DIAAS mutatd esetén, az
emeészthetbséget aminosav-specifikusan kell
meghatdrozni és aminosav-specifikus korrekciot kell
alkalmazni. A fent emlitett két fehérjetdpérték-mutatd
meghatdrozdsdhoz elengedhetetlen a termék, illetve
DIAAS esetén annak emésztményébdl szGrmazd mintdk
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aminosavprofilozdsa is.

Az aminosav  profil, illetve az aminosavak
mennyiségének ismerete, a fehérje tapérték mutatodk
meghatdrozdsan tdl, tovabbi informdciét nydjthat az
élelmiszer mindségére vonatkozéan.

Fényt derithetlnk példaul az élelmiszer-feldolgozds
sordn alkalmazott magas hédmérséklet okozta — akar
aminosav szintd kémiai valtozdsokra, melyek szintén
kedvezétlen hatdssal lehetnek a tapértékre (Mehta &
Deeth, 2016). Ezen tdl, az aminosavak vizsgalataval
kozelebb juthatunk akdr hamisitdsra utald jelek
feltrGsdhoz. Ennek legismertebb példdja a hds és
hastermékek  kotészéovet-aradny  meghatdrozdasara
kidolgozott rutinszerd élelmiszerminéségi vizsgdlat. A
fogyasztok éleimiszerekkel kapcsolatos tdjékoztatasarol

sz6l6 EU-rendelet [1169/2011/EU  rendelet] ugyanis
eléirasokat fogalmaz meg a maximdalisan
megengedhetd kotdszdvet-tartalomra (egész

pontosan a kollagén/izomfehérije arényra) a ,has”
kifejezéssel jelolt élelmiszer-osszetevdk esetében. E
mutatd meghatdrozdsdhoz a nyersfehérje tartalom
ismerete mellett szikség van a kollagéntartalom
vizsgdlatdra is. Ez utdbbit, konszenzusos mobodon, a
hidroxiprolin-tartalom 8-szorosaként, szé&mitdssal
becsulhetjuk.

Elelmiszerminéség és -biztonsdg szempontjabol
szintén érdekesek az aminosavak deamindldsi vagy
dekarboxilezési reakcidinak  termékei,  amelyek
modositjdk  az  aminosavprofilt,  illetve  olyan
vegyuleteket hoznak létre, amelyek szerepet jatszanak
az élelmiszerromldsi folyamatokban, illetve élettani
szempontbdl is aktivak. Ezek kdzé tartoznak a biogén
aminok, amelyek az aminosavak dekarboxilezésével
alakulnak ki és a dezamindlas sordn keletkezd o-
ketosavak. Ezek vizsgdlatdra alkalmazhatd analitikai
modszerek nagymértékben hasonlitanak az
aminosavak vizsgdlati modszereire (Onal, 2007).

Végul az aminosav vizsgdlatok (mért aminosavak
dsszesitett  mennyiségét  alapul  véve) hasznos
informd&cidt  nydjthatnak  mintdban  1évé  fehérje
mennyiségének meghatdrozdsdhoz olyan esetekben
amikor a nyersfehérje-tartalom vizsgdlati modszerek
csak korlatozottan alkalmazhaték (pl rovarfehérjék,
gombak vizsgdlata), illetve ilyen modszerekkel kapott
eredmények (korrekcios faktorok) validalasa soran.

A fenti példakbdl lathatd, hogy az aminosavak
vizsgdlata széles koérben alkalmazhaté az
élelmiszeriparban, ugyanakkor meghatdrozasuk a ma
napig szdmos kihivast tartalmaz. Az ezekre adott
kUldnboz8 valaszok és megkdzelitések miatt ezért nem
létezik olyan domindns, vagy akdar egyeduralkodd
analitikai modszer, amely széles kérben rutinnd valt
volna. E munkdban az ismertebb mobdszerek
sajatsagait, kulcsfontossagu 1épéseit, a legelterjedtebb
megoldasi lehetdségeit, megkodzelitéseket tekintjuk at.
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Aminosav vizsgalati médszerek
attekintése

A fentiekben emlitett élelmiszeripari,
taplalkozastudomanyi kérdéseken tdl, szdmos egyéb
terUletrél érkezd igény mutatkozik az aminosavak
vizsgdlatara. Altalénossdgban elmondhatd, hogy a
tobb (sok) aminosav egyuttes szelektiv
meghatdrozdsara  alkalmas  muUszeres  analitikai
modszerek harom plusz egy kulcspontja i) a fehérje
aminosavakkd  térténd  hidrolizise, i) a keletkezett

aminosavak  kromatogrdfiGs  elvalasztasa, i)  az
aminosavak kimutatasa és mennyiségi
meghatdrozdsdra  alkalmazott detektdlasi  eljards,

valamint plusz egy faktorként, az elvdlasztdsra és a
detektdlasra is hatassal 1évé kémiai szarmazékképzési
eljards jelenti.

Az élelmiszervizsgdlati gyakorlatban sz&dmos, a fenti
megkdzelitésen  alapuld, doéntéen  kromatogrdfids
technikdn alapuld aminosav vizsgdlati protokoll terjedt
el. Vannak dltaldnosabb érvényl szabvanyos, vagy
szabvanyszerl modszerek, és gyakran taldlkozunk

gyartéi  applikacidkon alapuld moddszerekkel is. Ez
utébbiak  legtébbszér a  derivatizéciés,  és/vagy
elvalasztéstechnikai kulcslépésekhez eszkozt,

reagenseket fejleszték moddszerei. Fontos megjegyezni,
hogy a mddszerek nagy része egyedi termékcsoportra
és sokszor csak bizonyos aminosavakra kidolgozott és
validalt aminosav meghatdrozdsi vizsgalati modszert

takar. Mi tébb, egy részik csupdn a vizsgdlt
termékekben, mintdkban eléforduld szabad
aminosavak (illetve ezek kozal néhany)
meghatdrozdsdra  dsszpontosit, azaz nem  ad
Utmutatast  a  hidrolizis  1épésre vonatkozéan. Az
1. tablazatban néhdny ismertebb, szabvdnyos

(szabvanyszer(i) moédszert foglaltunk dssze.

1. tdblazat: Néhany ismertebb, szabvanyos (szabvanyszer()
aminosav vizsgdlati muszeres analitikai moédszer

Alkalmazott
technika
139032005 Tokarmanyok. Az aminosav-tartalom HPLC

Modszer azonosito analitikai

MSZ EN ISO

meghatarozasa

MSZ EN 127422000 Gyumolcs- és zoldséglevek. A szobodominosav- HPLC

tartalorn meghatarozasa. FolyadékkromatografiGs modszer

AQAC 6047 Amino Acids in Vitamin Preparations titralas, fotometria

ADQAC 97544 Lysine (Available) in Nutritional Supplements HFLC

ACAC 985.28 Sulfur Amino Acids in Food and Feed Ingredients ioncserés kromatografia

AQAC 966.31Lemon Juice spektroszképia

ADAC 99412 Amino Acids in Feeds aminosav
(ioncserés
kromatogréfia)

AOQAC 89813 Lysine, Methionine, and Threcnine in Feed Grade Amino  Aminosav

Acids and Premixes (ioncseres
kromatografia) -
elvalasztast kévetd
ninhidrin vagy OPA
szarmazéekképzéssel

ACAC 201207 Calculation of Whey Protein Fraction in Milk-Based Infant  HPLC

Formula

ACAC 2M808 Total Aminc Acids in Infant Formulos and Adult UHPLC-UV

Nutritionals

ACAC 2019.09 Total Proteinogenic Amine Acids ond Taurine in Infant  UHPLC

Formula and Adult/Pediatric Formula

analizdtor

analizétor
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Osszességében elmondhatd, hogy az érzékelhetd
igény és az ezt kiszolgdini szdndékozd toérekvések
ellenére, jelenleg nem létezik atfogd, azaz minden
élelmiszertipusra, és tapldalkozdsi szempontbdl minden
lényeges aminosav vizsgdlatara egyarant alkalmasnak
tekinthetd egységes, validalt modszer, kivaltképp az elsé
kulcslépésnek tekinthetd hidrolizis tekintetében.

Fehérje hidrolizis

Az aminosavak meghatdrozasdnak elsé kulcslépése az

élelmiszerekben [evo fehérjék hidrolizise, a
peptidkotések bontasaval az aminosavak
felszabaditasa. A hidrolizis kéralményeinek

megvdalasztdsa sordn figyelembe kell venni az egyes
aminosavak stabilitdsat és a kaldnbdzd peptidkdtések
ellendllasat. Olyan peptidkétések, ahol valin, izoleucin
vagy leucin van jelen, ott a hidrolizis nehézkes, hosszabb
idét igényel, hogy a teljes aminosav mennyiséget
kinyerjuk. Ezzel ellentétben, a savérzékeny aminosavak,
mint a szerin, treonin ilyen hidrolizis id6 mellett még a
meérés elétt részben roncsoldodhatnak, igy ott révidebb
hidrolizis idot kell valasztani. Kdvetkezésképpen az egyes
fehérjék kulonbozéképpen fognak reagdini — mas-mas
aranyban szabadulnak fel vagy vesznek el/sérulnek az
aminosavak — a hidrolizis folyamatdra attdl fuaggden,
hogy milyen az eredeti aminosav szekvencidjuk, igy
szUkséges valamilyen korrekcids faktorokat alkalmazni,
rosszabb esetben ugyanazon fehérje pontos aminosav
Osszetételének meghatdrozasdhoz kllénbozd hidrolizis
folyamatoknak van aldvetve a minta, majd ezekbdl
ktlén torténik a mennyiségi analizis. Az aminosavak
vizsgdlata igy is iddigényes és sokszor draga
laboratériumi  vizsgdlat, de a hidrolizis mobdszerek
fejlesztése és a mérési idé optimalizGldsa lehetévé
tenné a rutin alkalmazast (Darragh & Moughan, 2008).
A klasszikus, dltaladnosan alkalmazott eljards sordn a
minta hidrolizise 6 M sbésavval 100-165 °C-on,
vakuumban, oxigénmentes kézegben 24-72 h alatt
térténik meg. A moddszer nagy hatradnya a hosszu
hidrolizis id¢ illetve bizonyos aminosavak instabilitGsa
és érzékenysége. A kéntartalmd aminosavak (ciszt(e)in,
metionin) illetve triptofan meghatérozésa esetén a fenti
modszer nem megfeleld. A ciszt(e)in és metionin
méréséhez egy elboxiddcios |épésre van szUkség oz
érzékeny aminosavak megvédéséhez, mely egy
perhangyasavas reakciot jelent jeges koérulmények
kozott, igy ciszteinsav illetve metionin-szulfon formaban
térténik az analizis. Hasonldképpen a triptofdn s
ktldnleges eset, melyhez viszont I4dgos hidrolizis
alkalmazhatdé 42 M NaOH segitségével. A tirozin
meghatdarozésanak elésegitésére pedig fenol (0,1-1%-os
ardnyban) hozzéaddsa ajanlott.  Egyéb  hidrolizis
modszerek példdul a protedzok alkalmazdsa csak
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kisebb jelentéséggel birnak (Gilani et al, 2008; Otter,
2012). Egy szabvanyositott, széles termékkdrre
alkalmazhatd hidrolizis modszer kifejlesztése felé iranyul
tobb  kutatds is, hogy a fenti nehézségek
kikuszobodlhetéek legyenek (Marino et al, 2010;
Rutherford & Dunn, 201). Elsédleges cél a
|éptékcsdkkentés, mint a minta és felhaszndlt vegyszer
mennyiségének redukdldsa, mdasrészt a hidrolizis idébeli
roviditése, ugyanakkor az aminosavak védelmét,
megfeleld feltarast is figyelembe véve.

A mikrohulldmu vakuumroncsolds alkalmas lehet
kisebb  mintamennyiségek felhaszndlasaval, joval
révidebb hidrolizis idével az aminosavak kétésbdl vald
felszabaditasara. A hidrolizis idejét, hémeérsékletét illetve
bemért  mintamennyiséget  optimalizélva  teljes
blzaszem fehérje hidrolizisét végezték 6M  HCI
jelenlétében mikrohulldmud roncsolast alkalmazva. A
200 mg-os mintamennyiség 150°C-on 3 oran at tartd
hidrolizise, mint optimdlt hidrolizis  paraméterek
ellensUlyoztdk az aminosav maradékok felszabaditasat
a  blzamdatrixodl  valamint  limitaltdk a  késébbi
degraddcicdt illetve transzformdciot amellett, hogy 85%-
os teljes aminosav visszanyerést eredményezett a teljes
fehérjére vonatkoztatva (Kabaha et al, 2011).

Messia és munkatdrsai (2008) hdsok és histermékek
hidroxi-prolin  vizsgdlatdra alkalmaztak 20 perces
hidrolizis idét mikrohulldma roncsoldssal, ahol ebben a
specidlis esetben hasonld precizitGst és pontossdgot
kaptak, mint a hagyomanyos moédszerrel. gy a 24 6ras
hidrolizis idét Iényegesen le tudtdk csdkkenteni, melynek
sordn bar csak a hidroxi-prolin mennyiségét mérték, a
tobbi aminosav esetén is hasonléan j6 pontossdgot
értek el nagy hatékonysdgu  anion  cseréld
kromatografidval amperometrids detektdldssal, ahol a
hidroxi-prolin  meghatérozdsdhoz nincs szikség sem
oszlop elotti, sem pedig oszlop utani
szdrmazékképzésre.

Kutatdsi tevékenységunk sordn magunk is toébb
esetben szembesultunk a fehérje hidrolizis, valamint az
egyes aminosavak meghatdrozdsanak nehézségeivel.
A fehérjéket felépité aminosavak kémiai diverzitdsa,
eltéré stabilitdsa és a rendelkezésre d4ll6 mérési
rendszer ajdnlasai alapjan tébbféle hidrolizis modszer
segitségével optimalizdltuk az aminosavak minél
pontosabb  meghatdrozdsdhoz szikséges fehérje
bontdsi lépést. A rendelkezésre dll6  mikrohullémd
vakuumroncsoléhoz (Milestone Ethos One) fejlesztett
kalén rotor alkalmassd teszi a készUléket fehérje
hidrolizis kivitelezéséhez. A mikrohullédma
vakuumroncsoléban  térténd  hidrolizis  1ényegesen
leroviditi a feltards idejét, kevesebb mint egy 6ra alatt,
kis mintamennyiségek (10-50 mg) és kevesebb
vegyszerhaszndlat (<50 ml HCI) mellett megy végbe a
peptidkodtések felbontdsa. Munkdnk sordn figyelme véve
a fentebb emlitett aminosavak eltérd stabilitdsat és a
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készulékgyartd ajanlasdt, rovidebb — csak felmelegités,
illetve hosszabb - felmelegités utdn 20 perces
héntartds  hidrolizis  idét  alkalmaztunk 1%  fenolt
tartalmazé 6M HCI oldattal végezve a hidrolizist.
Tapasztalataink alapjdn mindkét roncsoldsi modszerre
szUkség van a megfeleld pontossdgld mérésre, mert a
triptofdan hosszabb ido elteltével nagyrészt
elroncsolédik, nem detektalhato (1. abra).
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1. @bra: BSA minta 6M HCI, 1% fenolos kdzegben végzett rovid
(piros) és hosszu (fekete) mikrohulldma roncsoldassal (részletek
a szévegben) és AQC szarmazékképzést kdvetden felvett RP-
UHPLC-DAD kromatogramija

A kéntartalmU aminosavak instabilitdsa  miatt
perhangyasavas eléreakciot kdvetden végeztuk el a
mikrohulldmua  feltérast. A perhangyasavas  reakcid
tobbféle fehérje molekula esetében sem
eredményezett szignifikinsan jobb kimutathatdsdgot
(2. abra), igy sajat tapasztalataink alapjén, az AQC
derivatizaciot (részletesebben I1@sd késdbb) alkalmazd
UHPLC-DAD modszerrel torténd méréseinkhez
rutinszerlien, az 1% fenolt tartalmazé 6M HCI oldattal
végzett a révidebb és hosszabb hidrolizist alkalmazzuk.

2. abra: BSA minta 6M HCI, 1% fenolos koézegben,
perhangyasavas eléreakciot kovetd (bordo) illetve anélkdli
(fekete) hidrolizis kromatogramia)

Aminosavak kromatogrdfias elvalasztasa
és detektalasa

A hidrolizist koveti a felbontott peptidkdtésekbdl
felszabaduld aminosavak elvalasztdsa, azonositdsa és
mennyiségi meghatdrozdsa. Az aminosavak

elvalasztdsa, mindségi és mennyiségi meghatarozdsa
tobbféle modszer terjedt. Az elvdlasztds torténhet
kapillaris elektroforézissel, illetve vékonyréteg
kromatografiaval, gdzkromatogrdfidval, ioncserés és
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forditott ~ fdzisd  folyadék  kromatogrdfiaval. A
legelterjedtebb technika az ioncserés és a forditott
fazis HPLC, illetve az utbbbi idében a forditott fazisd
UHPLC technika is egyre inkébb elétérbe kerul (Gilani et
al, 2008, Kaspar et al, 2009, Rutherfurd & Gilani, 2009).
Az alkalmazandd mobdszerek sokszinlségének egyik
oka, hogy az aminosavak tdbbsége - az aromds

gyuruvel rendelkezd aminosavak kivételével
(fenilalanin, triptofan, hisztidin, tirozin) - gyenge
kromofor és nem fluoreszkdl, ezért a legtébb
széleskorben és rutinszerlen alkalmazott

folyadékkromatografids detektorral, Ggymint ultraibolya
(Uv), illetve a fluoreszcencids detektdaldssal (FLD),
szdrmazékképzés nélkuli detektaldsuk nem megoldott.
Alternativa lehet a tdmegspektrometrids
meghatdrozds, amely esetén az aminosavak kis
iontdmegei és ikerionos szerkezete okoz nehézséget.
(Violi et al. 2020).

Szdrmazékképzés nélkdl a meghatdrozds kevésbé
iddigényes és a szarmazékképzés lehetséges hibdi
(részlegesen  végbement  reakci6,  szarmazékok
stabilitdsa, esetleges mellékreakciok és azok termékei)
sem lépnek fel.

A kémiai szdrmazékképzés fent emlitett sajatsdgai
ellenére, rutinszerl kromatografids aminosav elemzés
sorén, az UV és FLD detektdlas robusztussGganak
elényéért ,cserébe” a leginkdbb elterjedt modszerek
dltaldban alkalmaznak valamiféle szarmazékképzési
eljarast. A sz&rmazékképzést alkalmazé kromatografids
modszerek esetében a derivatizécid kapcsdn  két
dltalénos  megkozelités létezik.  Egyik, hogy az
aminosavak elvalasztdsat nativ formdjukban végezzik
és a szarmazékképzést a kolonnan torténd elvalasztast
kévetden, de a detektdaldst megeldzéen haijtjuk végre. Ez
a megkoézelités az oszlop utani szarmazékképzés (post-
column derivatisation). E megkézelités sordn a kémia
reakci6 a  derivatizGloszer  effluenshez  torténd
adagolasaval, aramlds kdzben (in-line) valdésul meg. Az
an. aminosav analizGtorok ezt a megkdzelitést
alkalmazzak. Jellegzetes elvdlasztdsi modszer a
kationcserés kromatografia és az elvdalasztast kévetd
ninhidrines szdrmazékképzésen alapuld
spektrofotometrias detektalas (Berisha et al, 2021). Az
oszlop utani szadrmazékképzési megkozelités eldnye,
hogy oszlopkromatografias modszereknél jol
automatizalhaté megolddst jelent, ugyanakkor a
detektorba kerUl6, feleslegben 1&vé derivatizdloszer
ronthatja a detektdlds mindségét.

Md&sik megkdzelités lényege, hogy a
szdrmazékképzés a  kromatogrdfias  elvalasztdst
megelézéen térténik meg. Ez az oszlop eldtti

szarmazékképzés (pre-column derivatisation). Ebben
az esetben a kromatogrdfias elvdlasztds ,alanya”
immdron nem a nativ aminosavak, hanem az azokbdl
képzett  szrmazékok. Ebben az esetben, «
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legalkalmasabb kromatografias modszer
kivalasztasandl, illetve optimalasandl figyelembe kell
venni az alkalmazott derivatizdloszer és a kialakuld
szdrmazék kromatogrdfids sajdtsagait. Az oszlop elbtti
szarmazékképzést  alkalmazd  modszerek  esetén
leginkdbb a forditott fazisl, C18 oldalldncokkal fedett
kolonndkkal végrehajtott HPLC és UHPLC elvdlasztas
alkalmazésa terjedt el. (Aristoy & Toldrd, 2016).

Szarmazékképzés

A szarmazékképzésnél elvaras, hogy (i) a reakcio
legyen gyors és kvantitativ, (i) lehetéség szerint vizes
kdzegben menjen végbe, (iii) a reagens a primer-, és a
szekunder aminocsoportokkal is reagdlion, (iv) a
keletkezett szarmazékok stabilak legyenek (llisz et al.
2008). Altalénossagban elmondhaté, hogy az oszlop
elétti, és oszlop utdni szdrmazékképzési modszerek
kdzUl az oszlop elétti szGrmazékolds az elterjedtebb. Az
oszlop utdni szrmazékképzésnek megvannak a maga
elényei, mint (i) a mellékreakciok nem fontosak, (i) nem
elvards, hogy a folyamat teljesen végbe menjen, mivel
a szadrmazékképzés mértéke reprodukalhaté, (i) nincs

szUkség  stabil  szGrmazékra. Az  oszlop  utdni
szarmazékképzés hatranyai kozott érdemes
megemliteni a reakcio paramétereinek

kérulményesebb,  korlatozottabb  kontrollaldsat, a
reagens-bevezetd rendszer miatti tdbbletkdltséget, a
minta hosszabb aramildsi  Gtjgt és ebbdl eredd
csUcsszélesedési jelenségeket, valomint a reagens
lehetséges interferencidjat a detektalds sordn. Az
oszlop el6tti szrmazékképzés esetén is felmerdlhet a
melléktermékek vagy a nem reagdlt, visszamaradt
reagens dltal okozott interferencia, de a rendszerbe
jutatott mennyiség ebben az esetben lényegesen
kisebb.

Az 1950-es években elsdk kozott  kifejlesztett
aminosav meghatdrozdsra alkalmas eljards ioncserés
kromatogrdfiGra  épult  oszlop  utdni  ninhidrines
szarmazékképzéssel (Moore &  Stein, 1948). Az
aminosavak ninhidrinnel vald reakcidjanak terméke egy
olyan komplex, mely erds lila szinével teszi lehetévé a
meghatdrozdst 570 nm hullémhosszon. A szinreakcié
sdrga komplexet eredményez prolin illetve hidroxi-
prolin esetén, mely 440 nm-en detektalhato (3. abra).

o R o 0
OH OH
+ NHZ)\”/ — N +RCHO + CO,
OH o
o o o

ninhidrin aminosav lila komplex

i OH ?
OH ® 1o
+ —_ N
° \
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o

ninhidrin prolin srga komplex

3. abra: Aminosavak reakcidja ninhidrinnel




Aminosav-vizsgalatok - kihivasok és megolddasok

A ninhidrin = mellett mdig a legjellemzébb
szarmazékképzék még az orto-ftalaldehid (OPA), a
fenil-izotiocianat (PITC), a 9-fluorenilmetil-kloroformat
(FMOC), és a 6-aminokinolin-N-hidroxi-szukcinimidil-
karbamat (AQC).

OPA

Az orto-ftélaldehid mind oszlop elétti, mind  pedig
oszlop utdni derivatizdloszerként is alkalmazhatd és
széles korben elterjedt. A keletkezett szarmazék
fluoreszcensen jol detektalhatd, mig maga az OPA nem
ad jelet (4. abra). A ninhidrinnel ellentétben az OPA
nem reagdl a prolinnal vagy csak egyéb reagens
jelenléte mellett, akkor is csak kis mértékben.

o

i sH ™~ on $7 COoH
o} .
H Merkaptopropionsav = (FOOH
+ HN

OH ———> N—C—R

H . ]

R H

o
OPA Aminosav Fluoreszcens szarmazék

4. abra: Aminosavak reakcidja orto-ftalaldehiddel

PITC

Fenil-izotiocianéat (PITC) az N-termindlis aminosavakkal
reagdl jol - ideértve a prolint is - feniltio-
karbamoil(PTC)-aminosavat képezve, melynek
abszorbancia maximuma 254 nm-en van (5. abra).

S
I
@—N:C:S + R-NH, —> QQI—C—I:J—R
H H

fenil-izotiocianat amin/aminosav feniltiokarbamoil (PTC)-szarmazék

PITC

5. dbra: Aminosavak reakcidja fenil-izotiociandttal

FMOC

A 9-fluoreniimetil-kloroformd&t az elsédleges és a
madsodlagos aminosavakkal is reagdl. A gyorsan
lejatsz6dd reakcid eredményeként stabil, fluoreszcens
szarmazék képzddik (6. abra). Az FMOC reakcio

hatrdnya, hogy o reagens vizes  kdzegben
hidrolizalédhat illetve dekarboxilez6dhet floureszcens
alkoholt  képezve, mely egyutt eludlodik oz

aminosavakbodl képzett szarmazékokkal (Bank et al,
1996).

Q
/
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(e}
Z
T
o

c? ~c?

| |

O. -HCl1 o
cH, + R-NH2 ———> ScH,

fluorenilmetil-kloroformat
szarmazék

9-fluorenilmetil-klorof ormat aminosav/amin

(FMOC)

6. abra: Aminosavak reakcidja 9-fluoreniimetil-kloroformattall
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AQC

Az aminosavak 6-aminokinolin-N-hidroxi-szukcinimidil-
karbamattal (AQC) térténd gyors reakcioja szintén egy
er6sen  floureszcens  szrmazékot — eredményez
elsédleges és masodlagos aminosavak esetén is.
Derivatizaciot kdvetben egy 55°C-on térténd héntartds
szUkséges, hogy egyrészt a tirozin kis mellékterméke
monoszarmazékkd alakuljon, mdasrészt a maradék AQC
reagenst 6-aminokilononnnd, n-hidroxi-szikcinimiddé
és szén-dioxiddd hidrolizdljo. Az aminosavak AQC-
szdrmazékai stabilak, UV-aktivak és a maradék AQC
valomint a keletkezd6 melléktermékek nem okoznak
gondot az aminosavak detektalasanal (7. abra).

o

o
(o o ﬁOH I°AminT5aV n HI\OH
- o 2 tip<<ls  » YNH
[
ED/ o 1 N, I =
N o N
OH
NH Aminosav szdrmazékok

.
H,0 AMQ 7 Mg
ORI
N OH
R
7 Y N
SORae®
N N

bis-aminokinolin urea
szarmazékképzo csiics

AQC reagens

N-Hidroxi 2 L
Saukeinimid + |
+C0, N

6-Aminokinolon (AMQ)

7. abra: Aminosavak reakciéja 6-aminokinolin-N-hidroxi-

szukcinimidil-karbamattal

Osszefoglaldsként elmondhatd, hogy az aminosavak
vizsgdlatdra szdmos analitikai megkdzelités egyszerre
van jelen a gyakorlatban, vagyis nem beszélhetlnk
egyeduralkodd szabvanyositott, egységes aminosav
analizis modszerrdl. Az elmdlt 50-70 évben kidolgozott,
rutinszer analitikai eljarasok, derivatizacids technikak
tovabbra is jol alkalmazhatdk, ugyanakkor a fejlesztések
célja robusztusabb, gyorsabb és szélesebb kdrben
alkalmazhaté szarmazékképzeési modszerek
létrehozdsa. A mintaeldkészitési eljarasok tekintetében
az idé- és vegyszerszukséglet csdkkentése, valamint az
automatizalds jelenti a f6 fejlesztési célokat. E terlleten
a mikrohulldmUd roncsoldsi technika és a  stabil
szdrmazékképzésen alapuld UHPLC modszer otvdzése
egy jol mukdédd koncepcidt jelenthet a  kllonbodzd
fehérjetartalmd mintdk vizsgdlatakor és jelentésen
egyszerUsitheti, leréviditheti a hagyomdnyos minta-
elékészitési eljarasokat, a megfeleld reprodukalhatdsdg
elérése mellett.
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Amino acid analysis in food industry — analytical challenges and optional
solutions
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Abstract

Protein consumption is important and essential part of the balanced diet, and nowadays it means not only
the amount of protein is itself, but the quality of the protein consumed (digestibility, quality and quantity of the
amino acids, other possible antinutritive compounds). There is an even higher demand on determination of
amino acid composition of the protein as assessing the protein quality. Proteins, peptides and amino acids
are a chemically diverse set of molecules, so the accurate analysis is difficult and challenging for researches,
authorities and instrument producers as well. Our aim is to give summary on protein hydrolysis methods’
requirements and limitations as a first step of amino acid analysis, and collect the difficulties of separation
and detection of amino acids through classical and new methods searching for answer on the question of
the possibility of a standardized, validated amino acid analysis method.
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