v

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byj: CORE

provided by Repository of the Academy's Library

Szakmai beszamolo

A pélyazat keretében végzett kutatasok

(i) a tervezett vallalasokkal 6sszhangban, azt mas iranyokkal is gazdagitva: ”Uj szervesanalitikai
eljarasok kidolgozasa, alapkutatasi és kilénleges feladatok megoldasara szolgald, matrixspecifikus
(természetes és bioldgiai) alapkutatasi szinten” cimen a két, kijel6lt mezsgyén folyt, melyek kozil
--az egyik (1.1), az aminosavak és aminok szarmazekkeészitésével, a kromatografias elvalasztasukra
alkalmas kodlcsonhatasok reakciomechanizmus tanulmanyaval, a szarmazékok nagyteljesitményi
folyadékkromatogréafias (HPLC), parhuzamos fotodiodasoros/fluoreszcencias (DAD/FL), valamint,
DAD/t6megspektrometridas (MS/{MS}) vizsgalataval, s analitikai modszer-optimalasaval kapcsola-
tos kutatasok,

--a masik (1.2), az eltér6 funkcios csoportu, egyszersmind ‘aktiv proton’ tartalml, azaz,
szililszarmazékka alakithatd, vagy/és szarmazékkeészités nelkul mérhetd, s ily modon gazkromatog-
rafias elemzésre alkalmas vegyuletek GC-MS analitikaja: e vegytletek egy oldatbdl, egyetlen felvé-
telbol valo egyideji elemzése volt.

(if) Kutatasaink mindkét tertileten, nemzetkozileg elismert, Uj tudomanyos eredmeényekhez vezettek.

1.1 Az aminosavak szarmazékkeszitesevel, a kromatografias elvalasztasukra alkalmas kolcsonha-
tasok reakciomechanizmus tanulmanyaval, a termékek szerkezet/stabilitas 6sszefliggésével kapcso-
latos vizsgalatok és modszeroptimalasok: a szarmazékok nagyteljesitményii folyadékkromatografias
(HPLC), parhuzamos diodasoros/fluoreszcencias (DAD/FL), valamint, DAD/tomegspektrometrias
(MS) elemzése alapjan

(@) El6zmények: korabbi sztéchiometriai és tdmegspektrometrias elemzéseinkkel bizonyitottuk [1-
11], hogy az aminocsoportu vegyuletek alapszerkezete meghatarozé az OPA-reagenssel keletkez6
termékek tekintetében: az NH,—CH,— molekularészletet tartalmazok egynel tobb (ezek a korabban
labilisnak vélt OPA-szarmazékok), az NH,—CH= alapszerkezetiiek egyetlen terméket adnak.

(a-1) Az elsédlegesen keletkez6 termék tovabbalakulasa a reaktdnsok molekula aranyanak fliggvé-
nye: az SH-csoportu segédanyag mdlaranyanak novelésével az atalakulasi termékek koncentracidja
csOkkenthet6. Ez a tapasztalat, tomegspektrometrias evidenciak alapjan, egy U0j, a primer
aminocsoportu vegyiletek OPA-szarmazékainak keletkezeset és stabilitasat, egységes szemlélet
alapjan értelmezé mechanizmus felfedéséhez es igazolasahoz vezetett.

(@-2) Az aminosavak szarmazékkészitésével, a kromatografias elvalasztasukra alkalmas o-
ftalaldehid/SH-csoportu segédanyagokkal képzett szarmazékaik reakciomechanizmus tanulmanya-
val kapcsolatos kutatasok.

Az aminosavakkal folytatott klasszikus és kromatografias kutatasi tapasztalataink bazisan, érdek-
I6déstink mintegy 5 éve terel6dott a cim szerinti szarmazékkészitési reakciora. Ekkor, az irodalom
részletes elemzése nyoman kitint, hogy
(a-3) az OPA, kilonb6zé merkaptanok {3-merkaptopropionsav (MPA), vagy N-acetil-L-cisztein
(NAC), vagy 2-merkaptoetanol (ME) } jelenlétében, aminosavakkal izoindolla alakulasa, —a HPLC
elvalasztasara szolgalo szarmazekkészitések kdzil, minthogy vizes oldatban zajlé, gyors kdlcsénha-
tasokrol van sz, — a legnépszertibb eljaras (a javasolt szarmazékkészitések 30-40%-éat jelenti). Az
érdeklodés eme maddszer irant lankadatlan: évenkénti 6sszesitésben, 2008 elsé felével bezarolag is,
az 0sszes szarmazekkeészitéshez viszonyitott 40-50% tartomanyaban van. Ugyanakkor, e szarma-
zékkészités
--a kdlcsonhatas lenyegét erinté nagyszama, feloldhatatlan ellentmondast tartalmazott.

--Az ellentmondasok széles véalasztékabdl+, néhany létfontossdgu aminosav (glicin, B-alanin, y-
aminovajsav, ornitin és lizin) kis stabilitasa, a kis stabilitds okanak felderitése, Kitlintetett jelentosé-
giinek bizonyult. (*ugymint, az SH-csoportu segedanyag szerepére, a reagens élettartamara, elkészi-
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tési modjara, tarolasara vonatkozod ellentmondo javaslatok). Sokoldalu, sztéchiometriai és szerke-
zetelemz6 kutatasainknak készonhetéen bizonyitottuk, hogy

--az eredeti szerkezetikben az NH,-CH,- egységet tartalmazo primer aminocsoportu vegytletek, (a
fentebb reészletezett aminosavak, s valamennyi alifas mono- és diamin), elsédlegesen keletkez6
izoindoljai, egy kovetkez6 OPA-molekula felvételével, két OPA-molekulat tartalmazoé termék(ekk)é
alakulnak. Stabilitasuk, amennyiben e szarmazékok értékelése a kdlcsdnhatasban keletkezé termé-
kek 6sszegen alapul, megegyezik az NH,-CH= eredeti szerkezetii vegylletekbol szarmazd egyetlen
termékkel. Ez a tapasztalat egy harom évtizedes irodalmi dilemma magyarazataul, s megoldasaul
szolgalt.

--A kolcsonhatas mechanizmusanak egyértelmi tapasztalatat analitikailag folyamatosan hasznosi-
tottuk: az OPA/SH csoportu segedanyag = 1/50 molaranyu reagens hasznélatara tettink javaslatot:
valasztott esetekben (mono- és diaminok), az elsédlegesen keletkez6 izoindol atalakulasat jelento-
sen visszaszoritottuk, s ezzel az aminosavak és a C;-Cs alifas aminok egyidejii meghatarozasat ol-
dottuk meg.

--Lezart OTKA palyazatunk eredmeényei nyoman az SH-csoportu segédanyagoknak az aminosav- és
aminszarmazekok jellemzé sztochiometriai viselkedésére és stabilitasara gyakorolt hatasa 0j megvi-
lagitasba kerdlt: eddigi tapasztalatok alapjan, az SH-csoportu segedanyag alkil-lancan 1évé
funkcioscsoportjaval (-COOH, -OH) 6sszefliggésben.

(b) A 2004-2007-es palyazati ciklusban mas OPA/merkaptan tartalmi reagensek, s a primer
aminocsoport kozotti kdlcsonhatas még felderitetlen, tovabbi dsszefuggeseinek tisztazasara kerult
sor.

(b-1) Folytattuk az aminosav-analitikai eljarasok, elsésorban az OPA/merkaptan szarmazekok alap-
kutatas-szintai szisztematikus, dsszeveto értékelését (szerkezet/reakcidomechanizmus/termékek stabi-
litasa): e vizgalatok eredményeként megallapitottuk, hogy a leggyakrabban alkalmazott OPA-MCE
reagens hasznélata a legkevésbeé elényés: kilonos tekintettel az NH,-CH,- egységet tartalmazo pri-
mer aminocsoportu vegyuletek stabilitasa tekintetében.

(b-2) Tovabbi vizsgalataink az altalunk eddig még nem kutatott vegyuletcsoportok viselkedésére
(>Cs alifas aminok, alifas diaminok, biogén aminok), s az SH-csoporton kivil mas funkcids csopor-
tot nem tartalmazé segédanyag, az etantiol hatasanak felderitésére vonatkoztak [12-15].

A kutatas kiterjesztése, kovetkezo Iépeseiként
--egyrészt, a SH-csoporton Kkivil, mas funkcioscsoportot nem tartalmazoé SH-csoport etantiol se-
gédanyagkent valo hatasat vizsgaltuk [12],

--masrészt, a primer és szekunder aminocsoportok egyidejii szarmazékképzésének sztéchiometriai
és mechanizmus tanulmanyat készitettiik el: e tanulmany eredményekent a reakciokoriilményeket
ugy optimaltuk, hogy a primer aminocsoportok OPA szarmazékokka, a szekunder aminocsoportok
FMOC szarmazékokka alakulasa mennyiségi és mellékreakcio mentes legyen [12].

(b-3) A primer és szekundér aminocsoportok reakciokészségével kapcsolatos, szerkezet/stabilitasra
vonatkozo kutatasok HPLC-MS, valamint HPLC-MS/MS mddszerrel késziiltek. E vizsgalatok ered-
ményeit analitikailag hasznositottuk. A vegyes termékek varhatd dsszetételenek ismeretében [12],
az optimalis reakciokorilmények kialakitasa utan, elsékent tettiink javaslatot az OPA-etantiol/flu-
orenilmetil-kloroformattal vald kétlépcsos szarmazékkészitésre [12,13].

Az (j eljaras, a sokoldaltuan igenyelt, biogén aminok, Kitlintetetten a szekunder aminocsoporti
spermidin és spermin, OPA-ET-FMOC vegyes termékeinek, vizes oldatbani gyors, a korabbihoz
viszonyitott sokszoros valaszjellel valo elemzését teszi lehetvé [13,14].

(b-4) Az aminosavak és aminok, mindosszesen 37 6sszetevo fehérjementesitett bioldgiai szovetek-
bol valo egyideji elemzeésere gyors, kozvetlen modszert javasoltunk [13]. Az eljarast sajtok amino-
sav/amin tartalmanak meghatarozasara is bevezettik [15].



(c) Eredményeink nemzetkozi elfogadottsagat és értekelését fémjelzi, hogy
--témavezetd, a Pittcon-2005, 2006, 2007, 2008 (USA) konferenciakon, minden évben, a
Bioanalytical-1 vagy/es a Bioanalytical-11 szekcio titkara volt (a felkérés mar 2009-re is megerke-
zett).
--A aminosavak és aminok elemzeése targykorében témavezetét az Elsevier egy tobbszerzés konyv
szerkesztésére kérte fel, amelynek 4 fejezetében sajat eredményeivel vesz részt. A Journal of
Chromatography Library 70. kotete, 2005 juniusaban, 655 oldalon jelent meg az Elsevier gondoza-
séban (Editor: Ibolya Molnar-Perl), "Quantitation of amino acids and amines by chromatography
(methods and protocols)” cimmel. A kdnyvben témavezetd, minddsszesen 162 oldalon (Chps.
1.2.2., p. 120-137; 1.2.3., p. 137-163; 2.2.1., p.405-445; 3. 577-606), a korabbi, s a legUjabb, az
aminosavak és aminok kromatografias elemzésének, csoportunk altal megoldott, analitikai alapkuta-
tasok kérdéseit foglalta 6ssze [15].
-- Ugyancsak a 2005 év eredmenyei kdzé sorolhatd, hogy megjelent az Academic Press felkérésére
irt monografia részlet: I. Molnar-Perl: Liquid Chromatography, In Encyclopedia of Separation Sci-
ence, Academic Press, 2005, Amino Acids, 2nd edition, Vol 5, Liquid Chromatography, Amino Ac-
ids, p. 239-252. [16].
--Témavezet6 ismételt meghivast kapott az analitikai szekcio-titkari teenddinek ellatasara és az ana-
litikai szekcio nyitd eléadasara, a kétévenkénti, 2003 utan, 2005-ben is, a Bécsben rendezett, 9th
International Congress on Amino Acids and Proteins konferenciara (A 2007-ben, ugyane minéseg-
ben, 10th International Congress on Amino Acids and Proteins konferencian részvétel, jollehet a
részveteli dijat a meghivo vallalta, anyagiak hidnyaban, sajnalatos médon, meghiusult.)
--Az aminocsoport analitikdjaval kapcsolatos kutatasok ismertsege és elismertsége, s a 2005-ben
megjelent monogréafia [15] eredményeként kapott a témavezeté egy Workshop szervezésére valo
felkéreést az IMA'05 (Instrumental Methods of Analysis: Modern Trends and Applications, 2005
October 2-6, Heraklion, Crete) konferencian. A workshop hat eléadasbol allott: meghivott el6adoi
(6ten) a monografia szerzéi voltak, témavezet6 eléadasanak cime: "The stability and characteristics
of the o-phthalaldehyde derivatives of amino acids and amines: the role of the SH-group containing
additive; optimum analytical conditions for food matrices”
--Témavezeté meghivott eléaddja volt a BCEIA konferencianak (Peking, 2005 oktober), az amino-
sav kutatas targykorébol tartott 6sszefoglald eléadast (1. Molnar-Perl: “The Stability and Character-
istics of the o-Phthalaldehyde Derivatives of Amino Acids and Amines, The role of the SH-Group
containing additive regarding optimum analytical conditions and derivatization-mechanism:
LC/MS, LC/DAD/FL study™)
--A 2006-0s év jelentdés eredményeihez tarozik, hogy a palyazat kutatasi targykorébsl két PhD mun-
ka kertlt végleges lezarasra.

Hanczkd Robert megvédte dolgozatat "Aminosavak és aminok szarmazékkeszitése o-ftalaldehid
reagensekkel: eltér6 tioltartalmu termékek 6sszehasonlitd értékelése HPLC alkalmazasaval” cimen.

Kutlan Diana PhD értekezését 2007-ben védte "Az aminosavak és aminok kélcsonhatasa o-ftal-
aldehiddel; a termékek stabilitasa, reakcidmechanizmusa es analitikaja" cimen.

Témavezeto két jelentds nemzetkdzi konferencian tartott eléadast,
--a Pittsburgh Conference on Analytical Chemistry, Biomedical Methods szekciojaban: 1.Molnar-
Perl: HPLC of Amino Acids and Amines: Improved Derivatization with the o-phthalaldehyde Re-
agents (Pittcon-2006, March 12-17, Orlando, Florida, USA) és
--az International Studies in Tryptophan Research analitikai szekciojaban egy 6sszefoglald eléadasra
kapott meghivast: I. Molnar-Perl: Advancements in the Rapid and Sensitive Analyses of Tryptophan
and its Metabolites by Chromatography (Istry-2006, July 4-7, Tokyo, Japan).
--Hanczko6 Raébert eredményeit az ISC ifju analitikusok foruman szébeli el6adasra valasztottak
(ISC-2006, August 21-25, Copenhagen) R. Hanczkd, 1.Molnar-Perl: Characteristics and Stability of
Amino Acids and C;-Cs Aliphatic Amines as their o-phthaladehyde/ethanethiol derivatives cimen.



1.2 Az elter6 funkcids csoportd, egyszersmind ‘aktiv proton’ tartalmu, azaz, szililszarmazekka ala-
kithatd, vagy/és szarmazékkészités nélkil mérhetd, s ily modon gazkromatografias elemzésre al-
kalmas vegylletek GC-MS analitikaja: e vegylletek egy oldathol, egyetlen felvételbdl vald egyideji
elemzése.

(@) El6zmények: A szacharidok, polialkoholok, karbonsavak és aminosavak egy oldatbdl, egyetlen
felvételbol, trimetilszilil (TMS)-oxim eter/észter szarmazékokkénti, szimultan GC-MS elemzése
[18-26].

E kutatasok eredmenyeibdl is nagyszamu, koztik két, felkéresre irt review kozlemény jelent

meg [21,24], nemzetkdzi férumokon szamos el6adas hangzott el. A terliletre vonatkozé alapkutatés,
--egyrészt a szacharid-(oxim) trimetilszilil (TMS) éterek sztdchiometriai vizsgalatan,
--masrészt a nyomnyi mennyiségi karbonsav és aminosav 0sszetevok TMS-szarmazékainak frag-
mentum-analitikai tanulmanyan alapult. E kutatasok eredményeként nyilt mod a 40-80% mennyisé-
gt szacharidok/polialkoholok jelenlétében, az dsszességiikben is tobb nagysagrenddel kisebb meny-
nyiségi karbonsavak, egy oldathbol, egyetlen felvételbsli, GC/MS elemzésére: a legkllonbdzobb
természetes matrixokban zajld élettani és technologiai folyamatok nyomon kovetésére: relevans 0sz-
szetevoik minésegi-mennyiségi elemzése alapjan.

(b) A 2004-2007-es palyazati ciklus alapkutatasi terve szerint a TMS (oxim) éter/észterekkeénti
analizis rendszeriinket mind az elemzérendszerbe bevont vegyiletek, mind az elemzendé matrixok
tekintetében gyarapitottuk:

(b-1) A szacharidok, polialkoholok, karbonsavak és aminosavak szimultan elemzése kiegészitése-
ként, rendszeruinket a flavonoidok meghatarozasaval gazdagitottuk. A flavonoidok a természetes
matrixok, ezidészerint, egyik legrelevansabb (antioxidans tulajdonsaguak, oltalmazé hatasuak a réak,
az infarktus és a sziv-koronaria betegségek megel6zéseben), s egyben legdsszetettebb szerves ve-
gyuletcsoportja. Szerkezetik szerint, antocianidinek, katechinek, flavonok, flavanolok, flavanonok
és izoflavonok, amelyek a természetes matrixokban mind szabad allapotban, mind g-glikozidjaik-
ként fordulnak el6. Minthogy nagyszamu hidroxilcsoportot tartalmaznak szililszarmazékokkent,
GC-MS mddszerrel jol mérheték; metoxi-csoportu valtozataik szarmazékkészités nélkil is megha-
tarozhatok.

(b-3) Analizisrendszeriinknek a flavonoidokra kiterjesztése egy tajékozodo tanulmannyal indult,
amely egy Review munkaban realizalodott [27]: e tanulmany, elsé6 megkdzelitésben, két flavanon, a
naringenin és heszperidin szilil szarmazékokkénti fragmentumanaltikai vizsgalatat tartalmazta.

(b-4) A flavonoidok GC-MS elemésere vonatkoz alapkutatas részletes szarmazekkészitési,
sztdchiometriai és fragmentumanaltikai vizsgalatokra épult [28]:

--Harom antocianidin (pelargonidin, cianidin, malvidin), egy flavonol (kvercetin), két flavon
(apigenin, luteolin) és két flavanon (naringenin, heszperetin) TMS(oxim)-szarmazékainak szelektiv
vizsgalt esetben, elsékent bizonyitottuk.

--Megallapitottuk, hogy a szarmazékkeészités soran (oximma alakitas, majd szililezés) az antociani-
dinek és a flavanonok TMS-oximokat, a flavonolok és flavonok TMS-szarmazekokat képeznek.
elsoként azonositottuk és mértik.

(b-5) Egy, Ujabb tertilet felé nyitads az antrakinonok szimultan elemzése volt, szacharidokkal, kar-
bonsavakkal aminosavakkal és polialkoholokkal egyitt: e kutatasaink a ndvényanaltika izgalmas
iranyai felé terelodtek. A glikozidok enzimes és nem szeletiv hidroliziseiben keletkez6 termékek
elemzésének igényevel: analizisrendszeriink kivételes lehetéségeit hasznositottuk [29], s HPLC-MS
vizsgalatokkal kiegészitve bizonyitottuk, hogy a két mddszer egylittes alkalmazasa hatvanyozottan
értékes informéacokat tartalmaz.



--Négy antrakinon modell-vegyulet (antrakinon, kinizarin, alizarin, purpurin) szarmazékkeszitését,
--bizonyitottuk, hogy a szarmazékka alakitas elonyds és szikséges, s a szarmazék-készité szerek va-
lasztékabol (BSA, HMDS, MTBSTFA), a HMDS a legkedvezabb.

--Elsoként irtuk le a festébuzér-mintdkban azonositott, a kereskedelemben nem kaphat6 antrakinonok,
a pszedopurpurin és lucidin, valamint, a lucidin bomlasterméke, a nordamnakantal TMS-
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zacios fokd és mennyiségi glikozid TMS(oxim)-szarmazekainak részletes fragmentum analitikai ta-
nulmanya alapjan

--bizonyitottuk, hogy a redukalo és nem redukalé szacharidok, eltéré és jellemzé fragmentum-ionokat
adnak, mindezek alapjan,

--autentikus vegyulet hianyaban is, azonosithatok és mennyiségileg mérhetok.

A fentebbi, (b-1-b-6) pontokban részletezett alapkutatasok analitikai felhasznaldsa sorabdl, Uj kutatasi
eredmenykeént tekintjik a kiilonféle matrixok dsszetevoinek, elézetes kivonasi és dusitasi 1épés nélkiil,
a matrix jelenlétében, s kivonatokban, egy oldatbol egyetlen gazkromatogréafias felveételbsl valé ming-
ségi-mennyiségi azonositasat, nagysagrendileg eltéré mennyiségekben [27-31].

(b-7) Az 1.2 csoportba sorolt legujabb iranyaként jelentkezik a szililezési technika kiterjesztése ak-
tiv protont tartalmazo funkcios csoportd gyogyszervegyiletekre, valamint a kdrnyezeti vizek egyeb
szennyezéinek elemzésére [32].

(c) Az 1.2 targykorbol, nemzetkdzi forumokon elhangzott eléadasok az alabbiak voltak:

--Ibolya Molnar Perl, Zséfia Flizfai: Gas Chromatographic Analysis of the Omnipotent Flavonoids
(Pittcon-2007, February 25 - March 2, Chicago, IL, USA)

--1. Molnar-Perl*: Chromatographic analysis of flavonoids and their benefits in human nutrition
(*meghivott eldadés); 7" International Conference of VITAMINS, (September 19. - 21. 2007, Pra-
gue, Czech Republic

--Ibolya Molnar-Perl: Possibilities in the identification and quantification of flavonoids simultane-
ously with acids, sugars and sugar alcohols in natural matrices by GC-MS, (Pittcon-2008, March 3-
6, New Orleans, USA)

--1. Molnar-Perl*, 1. Boldizsar, Zs. Fiizfai, F. Toth, E. Sedléak, I. Gyurjan: Behavior and
characteristics of various lignan glycosides under enzymatic and acidic hydrolyses (*meghivott el6-
adas); HPLC-MS and GC-MS studies, 8™ International Conference of VITAMINS, (September 9. -
11. 2008, Zlin, Czech Republic)

--A targykorbol Fuzfai Zsofia PhD dolgozatat 2008-ban védte ” Természetes matrixok szerves 6ssze-
tevéinek mindségi - mennyiségi elemzése, trimetilszilil szarmazékokként, egyetlen oldatbol,
GC-MS eljarassal” cimen.

Mindkeét kutatasi teriiletiink aktualitasat az egyetemi ifjusag érdekldése jellemzi:

Témavezeté “GC-MS és HPLC a szerves vegytletek analitikajaban” cimi specialis kollégiumanak
évenként 10 -20 hallgatoja van.

A PhD hallgatdk aktivitasat, s a tertilet relevanciajat fémjelzi, hogy a két kutatasi teriilet eredmé-
nyeibdl, 2004-2007 palyazati ciklusban, a fentebb részletezetteken kivil,
--hazai forumokon 5 szobeli eléadas és 6 poszter-el6adas
--nemzetkdzi férumokon 6 poszter-el6adéas volt.

A harmad és negyedéves hallgatdok, valamint a diplomamunkat készit6, végzos hallgatok téma
iranti érdeklodését mutatja, hogy a két kutatasi teriletrol
--5 diakkori dolgozat, és



--6 diplomadolgozat késziilt.
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