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1. BEVEZETES

A kis molekulatomegii peptidek egy fontos vegyuletcsaldd tagjai, melyek gyakran
kulcsszerepet jatszanak kilonbozé fizioldgias folyamatokban (HARTMANN és MEISEL, 2007).
Human Klinikai és élelmiszertudoméanyi terileteken egyre jelentésebb alkalmazasuk és ebbdl
adodd kutatasuk, szerepllk pontos meghatarozasa és tisztazasa. Szamos Kklinikai és
élelmiszertudomanyi kutatas helyezi kdzpontba a kis molekulatémegii peptidek vizsgalatat, igy
elésegitik a hatdsmechanizmusukkal és pontos detektalasukkal kapcsolatos ismeretek bovitését.
A kis molekula tomegt peptid vegyiletek fizioldgiai tulajdonsagai kdzott fontos megemliteni,
hogy &svanyi anyagok komplexképzoiként szerepelhetnek (WALKER et al. 2006), opioid
tulajdonséggal rendelkezhetnek (ZENK, 1996), agonista- és antagonista hatasokat fejthetnek ki a
szervezetben (TAKAHASSHI et al. 2000, FUKUDOME és YOSHIKAWA 1993, SILVA és
MALCATA 2005, CLARE és SWAISGOOD, 2000), néhany esetben vérnyomascsokkentd
hatasuk is igazolt (KODERA és NIO 2006, NAGAI et al. 2006, VERCRUYSSE et al. 2005,
MIGUEL és ALEIXANDRE 2006).

A termeészetes peptidekhez rendelheté funkciondlis tulajdonsagok kdézil fontos
kiemelni a lehetséges antioxidans (ERDMANN et al. 2006, ZHU et al. 2006, HERNANDEZ-
LEDESMA et al. 2005) és antimikrobialis (MINE és KOVACS-NOLAN 2006, McCANN et al.
2006, HAYES et al. 2006) tulajdonsagokat. Erdemes megemliteni a di- és tripeptidek
trombozisellenes (CHABANCE et al. 1995), koleszterinszint- és trigliceridszint-, ezaltal az
elhizés rizikofaktorat csokkent6 tulajdonsagat is (WANG és de MEJIA 2005, NAGAOKA et al.
2001.). Sok esetben kimutathaté az izfokozd és izmodositd hatdsuk, tovabba ismert néhanyuk
édesité vagy savanyu izt fokozé tulajdonsaga.

A szeéles spektrumu biologiai hatas igéretessé teszi a kis molekula tomegt peptid
molekulakat funkcionalis élelmiszerekben valé alkalmazasra, az élelmiszeripari alkalmazés- és
biztonsag azonban megkoveteli a célvegytiletek pontos, megbizhatd és reprodukélhatd analitikai
meghatarozasat. Sok esetben az élelmiszeripari alkalmazast a peptid szarmazékok kis stabilitasa
hatréltatja, ebben az esetben a stabilitasi probléméak kikiiszobolésevel funkciondlis elelmiszerek
adalékaiként is felhasznalhatova valhatnak.

A kis molekulatomegli peptidek kimutatasi modszerei kozé sorolhatok
kromatogréfias (folyadékkromatografia, gélkromatogréafia, méretkizardsos kromatogréfia)
meghatarozasi modszerek, tomegspektrometrias modszerek és ezek kombinacioi. A modern
eljarasokban és meghatarozéasi mddszerekben koz0s, hogy jelentds anyagi beruhazést igénylé
miuszerpark szikseéges a kutatott komponensek analitikai meghatarozasahoz. A foként az
élelmiszeriparhoz kothet6 fejleszté laboratoriumok jelentés része azonban nem mindig
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rendelkezik a legmodernebb eszkdzokkel, ebbél adddban szikséges egy olyan meghatarozasi
metodika, mely megbizhatéan és reprodukalhaté mddon biztositja vizsgélatukat és
meghatarozasukat.

A pontos és preciz analitikai modszerek lehetéséget biztositanak a peptidek
koncentracidjanak kulénbdzo élelmiszerekben torténé megbizhaté meghatarozasara. A kutatas
soran a kis molekula tomegii peptidek humanbioldgiai teriileten és az élelmiszerparban bet6ltott,
vagy betolthetd6 szerepik és tulajdonsagaik figyelembe vételével tartottam fontosnak
folyadékkromatogréfids meghatarozasukat és stabilitasi tulajdonsagaik meghatarozasat celzé

kutatasokat.



2. IRODALMI ATTEKINTES

A peptidek az él6 szervezet fontos épitéelemei, melyek aminosavakbol épllnek fel
amid kotés kialakuldsan keresztiil (egy aminosav-molekula karboxil csoportjaval és egy masik
aminosav molekula amino- csoportjaval torténé kondenzaciojat jelenti vizkilépés mellett). A
kotesben részt vevé aminosav monomerek szdma alapjan torténik a peptidek elnevezése. A 2-10
aminosavat tartalmazd peptideket oligopeptideknek nevezzilk, kozllik a két aminosavat
tartalmazdk a di-, a harom aminosavat tartalmazd molekulak a tripeptidek. Annak fliggvényében,
hogy a peptid kotésben részt nem vevo funkcios csoportok milyen més vegyiletekhez (lipidek,
szacharidok) kapcsolodnak, gliko- és foszfopeptid elnevezést kapnak. A peptidekrol
megallapithatd, hogy méretilk az aminosavak és a fehérjék kdzé tehetd, altalanos tulajdonsagaik
is ezen két vegylletcsoport kozé sorolhato. Szilard halmazallapotuak, relative magas olvadas és
bomlasponttal rendelkeznek. Vizben altalaban jol oldédnak, azonban oldékonysaguk csokkenhet
a hidroféb oldallancok szamanak novekedésével. A peptidek az él6 szervezetben igen
elterjedtek, azonban mennyiségiik csekély, kimutatasuk és mennyiségi meghatarozasuk
nehézkes.

A kutatott peptidek élelmiszeripari felhasznélasa, stabilitasi tulajdonsagai,
antioxidans hatasuk és kromatogréafids meghatarozasuk lehet6ségei kulon alfejezetekben
kertilnek ismertetésre az irodalmi attekintés fejezetben, mivel ezen tulajdonsagok részletes
ismerete alapvet6 fontossagu az eredmények kiértékelése és a konkliziok meghatarozasa soran.

A kutatomunka soran a kdvetkezé dbrakon bemutatott 6t vegyuletet tanulmanyoztam,
melyek rendelkeznek a fentebb felsorolt hatasokkal, némelyiklk egyszerre akar tobbel is, egyes

fiziologiai folyamatokban.

N
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1. abra Alanil-glutamin, L-alanil-y-L-glutamin szerkezeti képlete
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2. &bra L-karnozin, (2S)-2-[(3-Amino-1-oxopropil) amino]-3-(3H-imidazol-4-yl) propansav
szekezeti képlete (forrés: sajat szerkesztes)
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3. &bra Glutation, (2S)-2-Amino-5-[[(2R)-1-(karboximetilamino)-1-oxo-3-szulfanilpropan-2-yl]-

amino]-5-oxopentansav szerkezeti képlete (forrés: sajat szerkesztés)
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4. dbra y-Glutamil-cisztein,y-L-Glutamil- L-cisztein szerkezeti képlete
(forrés: sajat szerkesztés)
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5. &bra aszpartam, N-(L-alfa-aszpartil)-L-fenilalanin-1-metilészter szerkezeti képlete

(forras: sajat szerkesztés)
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A glutation fontos szerepet jatszik az allati sejtekben lezajlé redox folyamatokban,
emellett kordbban igazoltak tumorellenes és parazitaellenes tulajdonséagat is (PASTORE et al.
2003).

Az aszpartam széles korben alkalmazott, alacsony kaldriatartalmu, szintetikus
édesitoszer (SARDESAI és WALDSHAN 1991, SCHIFFMAN és GATLIN 1993, GIBBS et al.
1996). Széles korben alkalmazzdk az élelmiszeriparban, mivel szobahémérsekleten és kis
nedvességtartalom mellett jelent6s stabilitdst mutat. Stabilitdsa azonban nagymértékben csdkken
magas hémérsékleten.

Az L-karnozin kilonb6zé oxidacios folyamatok résztvevéjeként az enzimaktivitast
gatolhatja, masrészt jelentés pH-szabdlyoz6 szerepet is betolt a szovetekben (CRUSH, 1970,
ZALOGA et al. 1996). Ezen tulmenéen a szabadgydkok semlegesitésével és megkdtésével
jelentds szerepet tolt be kilonbdzé antioxidans folyamatokban is és tanulmanyok ramutattak,
hogy ndveli a sejten belili kalcium szintjét (ZALOGA et al. 1997, LAMONT és MILLER 1992,
ZAPATA-SUDO et al. 1997). Odashima és munkatarsai (2006) kimutattak, hogy a karnozin-
cink komplex jotékony hatasu az emésztérendszeri megbetegedések terdpias kezelésében, melyet
karnozin-tartalmd élelmiszerek cinkkel tortén6 adagolasdval a keleti gydgyészatban régoéta
alkalmaznak. A kozleményben kutatott élelmiszerek pozitiv szerepet jatszanak a fibroblasztok
miikodéseben eés jelentés hatdst fejtenek ki a sejtek Oregedési folyamatainak
megakadalyozésaban is.

A vy-glutamil-cisztein fontos szerepet jatszik a ndvényi sejtek fémtartalmanak
szabalyozésdban, kelatképz6 tulajdonsidga altal (CHEKMENEVA et al. 2008). A dipeptid
egységek magasabb rendii oligomerekb6l képzédnek a ndvényekben, melyek segitségével a
noveny képes hatékonyan vedekezni a nehézfémek okozta mérgezések- és a mérgezés kivéltotta
stresszel szemben.

Az alanil-glutamin dipeptid stabil, vizoldhatd6 forméja az alanil és glutamin
aminosavakbol felépll6é peptid molekulanak, melyet az egészségiigyben gyakran alkalmazott
taplalék-kiegészitsként tartanak szamon (BURKE et al. 1989, STEHLE et al. 1989, FURST et
al. 1997, MORLION et al. 1998). A vérben hidrolizis altal emelkedett glutamin szintet
eredményez, mely az emberi szervezetben a vér és sejtfolyadékokban az egyik legnagyobb
mennyiségben el6forduld szabad aminosav. Az emelkedett szint altal fontos szerepet tolt be a
human szervezet lebontasi folyamataiban. Ezen talmenden, égési sériilések esetén jelentés

glutamin transzport figyelhet6 meg a véraramban is.
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2.1. A kutatas soran tanulményozott peptidek élelmiszeripari felhasznalasa

A peptidek élelmiszeripari alkalmazasait tekintve megéallapithatd, hogy a jelenlegi
ismeretek korlatozottak a fellelheté szakirodalomban. A fejezetben ismertetésre kerild
tanulmanyok a fehérjék és peptidek eltéré analitikai mddszerek szerint torténé mennyiségi
meghatdrozasat kozlik élelmiszeripari nyersanyagokban, azonban a kozlemények &ltalaban
egyetlen peptid, vagy az azt felépit6 aminosavak, vagy biogén aminok meghatarozasara
fokuszalnak (JAMBOR és MOLNAR-PERL 2009). Elelmiszeripari adalékanyagként, taplalék
Kiegészitoként torténé alkalmazéasukat tekintve a kutatasok az altalam valasztott peptidek
tekintetében nem jelentsek, vagy csak egy-egy peptid kdzvetlen taplalékként torténé bevitelét
taglaljak, az élelmiszeripari technologiékat és azok lehetséges hatésait figyelmen kivil hagyva.

Az aszpartdm hasznélata széles korben elterjedt az élelmiszeriparban, mint mesterséges
édesitészer. Szamos élelmiszerben megtaldlhato, példaul gabonapelyhek, szénsavas udit6italok
és gyumolcslevek, tejtermékek és fagyasztott desszertek, legéltalanosabban azonban
kaloriacsokkentett, diétas élelmiszerekben hasznéljak az alacsony kaloria tartalma miatt
(HOUTMAN 2010, BLACK et al. 1991). Meg kell emliteni, hogy az aszpartam élettani
hatasaival kapcsolatban szamos tanulmény Kkerilt kozlésre, azonban kdzel azonos széamban
szllettek tanulmanyok az aszpartdm semleges, vagy pozitiv hatdsait el6térbe helyezve
(CHOUDHARY et al. 2016), mint az egészségre karos hatasokat taglalva (MARINOVICH et al.
2013).

A glutamin étrend-kiegészitoként torténé hasznélata elterjedt a klinikum és az élsportolok
szdméra készitett taplalék-kiegészité készitményekben (MOREIRA et al. 2007). A szervezet
glutamin koncentracidjanak novelésére egy megfelelé alternativa az L-alanin-L-glutamin
formaban torténé bevitel, mely stabilabb forméat eredményez az aminosavhoz képest. A glutamin
koncentracio ndveléset L-alanin-L-glutamin dipeptid non-invaziv médon toérténé bejuttatasaval
vizsgaltak patkanykisérletek sordn, melyben megallapitottadk, hogy a plazma és a kétészovetek
glutamin tartalma jelentésen valtozott erételjes testmozgast kovetéen (ROGERO et al. 2006.).
Az Ala-gln dipeptid a parenteralis taplalkozas terlletén igéretes és hatékonynak tiin6 formaja a
glutamin aminosav bevitelének. Mac Burney és munkatarsai (1994) kozleményében a glutamin
bevitel modszereit és hatékonysagat elemezte, melyben az FDA engedélyezés lehetdségeit és
kereskedelmi gyakorlat bevezetését is vizsgalta csontvel6-transzplantacion atesett betegek
kezelése soran.

Az L-karnozin a biokémiai folyamatok egyik fontos résztvevéje az é16 szervezetben.
A szervezetbe élelmiszerek elfogyasztasaval jut, vagy belséleg szintézis utjan képzédik alanin és

hisztidin aminosavak kapcsolodasaval a karnozindz enzim hatasara. Cornet és Bousset (1999)
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tanulmanyukban meghataroztdk, hogy a karnozin a fehér tipusi izomrostokban van jelen
nagyobb mennyiségben, mégpedig azon terlileteken, ahol a tejsavtermelédes és felhalmoz6das
jelentésebb mertékii. A karnozin izomszovetekben lévé mennyiségét tobb tanulméanyban is
kozolték (CARNEGIE et al. 1983, DUNNETT et al. 1997), melyekben megallapitottak, hogy a
karnozin legnagyobb mennyiségben a szdvetek sejt kdzotti Allomanyaban van jelen, mennyisége
azonban eltér6 az izomszovet allapotanak és terheltségének filiggvényében. Kantha és
munkatarsai (2000) konzerv levesekben vizsgaltdk a karnozin (B-Ala-His) mennyiségét és
megallapitottak, hogy a vizsgalt mintak csak kis részében mutathatd ki a karnozin kioldodésa a
hasb6l a leves vizes fazisdba, azonban a marhahis konzervek nagyobb mennyiségben
tartalmaznak karnozint a halkonzervekhez képest.

Wierzbicka és munkatarsai (1989) kutatasokat folytattak a glutation mennyiségére
vonatkozéan kulonbozé élelmiszerekben. Megallapitsaik szerint a friss gylimolcs- és
zbldségfélék 40-150 mg/kg és nyers husok 50-200 mg/kg koncentracidban tartalmaznak
glutationt, mig tejtermékek és ceredliak esetén alacsonyabb szintet allapitottak meg. A
vizsgalatok soran az is megallapitast nyert, hogy a hokezelés csokkenti a glutation mennyiségét
az élelmiszerekben. A glutation felszivodasanak mértéke nem ismert, igy kulondsen fontos a
valtozatos étrend biztositasa a kell6 mértékii glutation bevitelére. A glutation mennyiségének
meghatdrozasat végezték mas tanulmanyokban is (SAETRE és RABENSTEIN 1978,
MARTENSSON és MEISTER 1989), melyekben azonos eredményre jutottak Wierzbicka
kdzleményében megallapitottakkal, miszerint az emlésok izomszdvetei, a friss zOldségek és
gyumdlcsok tartalmaznak glutationt a legnagyobb mennyiségben, igy ezen élelmiszerek
fogyasztésa hozzajarulhat a glutation mennyiségének ndvekedéséhez az emberi szervezetben.

A y-glutamil dipeptidek - koztik a y-glutamil-cisztein - diétas izfokoz6 vegylletek
kozé sorolhatok, melyeket kiilonbozé forrasokbol izolaltak. Altalaban novényekben talalhatok
jelentés mennyiségben (foként hagymafélék) a tiol csoportot tartalmazd peptidek. Emellett
Dunkel és munkatarsai (2007) etkezési babban (Phaseolus vulgaris L.) mutattdk ki a
celvegyiiletet, mig Nishiuchi és munkatarsai (2013) haztartasi élesztében vizsgaltak a y-glutamil-
cisztein mennyiségét. A kutatobmunka sordn a mennyiseégi meghatarozas mellett megéallapitottak,
hogy a y-glutamil-dipeptidek az ugynevezett ,.kokumi” izérzet kialakitasaert is felelosek foként
sos elelmiszerek esetén. A y-glutamil-S-vinil-cisztein (GEC) vegyllet jelenlétét fogasleveli
bikkony (Vicia narbonensis L.) novény magjaiban HPLC mddszerrel hataroztdk meg és
megallapitottak, hogy a magok jelentés mennyiségben tartalmaznak y-glutamil-S-vinil-ciszteint
egyéb novényi részek, vagy mas novényfajok mennyiségéhez képest (SANCHEZ-VIOQUE et
al. 2011).
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2.2. A kutatott peptidek antioxidans tulajdonsagai

A kutatomunka soran tanulméanyozott peptidek antioxidans tulajdonségaival
kapcsolatban tobb publikacié is megjelent. Az aszpartam antioxidans hatasu tulajdonsagait
tekintve megallapithatd, hogy a szervezet antioxidans folyamatait befolyasolja. A tanulmanyok
legtdbbje a hossz( idén at tartd bevitelt tartja hatrdnyosnak, ezaltal ugyanis a szervezet
méregtelenitési folyamatait jelentésen megterheli, az antioxidans folyamatokra negativ hatéssal
van. Abhilash és munkatérsai (2011) allatkisérletekkel igazoltak, hogy a rendszeres aszpartam
bevitel hepatocellularis karosodast és a majsejtek elvaltozasat okozza, mely a méregtelenitési
folyamatokat hatranyosan érinti. Bar egyre tobb informacio jelenik meg az aszpartdm okozta
toxikus folyamatok és a negativ antioxidans hatas tekintetében (CHRISTIAN et al. 2004,
SIMINTZI et al. 2007), mindegyikben a hosszU tavu szajon torténé bekerllést veszi alapul a
kérositd hatasok kivaltasa szempontjabol, a bevitel idétartama és a bevitt ddézis azonban
egyértelmiien nem meghatarozott.

A glutamin a jelent6s antioxidans tulajdonsdggal biroé glutation legfébb prekurzora,
melynek szintézise a majban torténik. Magyar kutatok célzott allatkisérleteket folytattak az
alanil-glutamin antioxidans és véraramlasi tulajdonsagokat befolydsol6 hatasanak igazolaséara. A
kutatds sordn megallapitottdk, hogy a glutamin 6nmagaban nem rendelkezik antioxidans
tulajdonségokkal, ugyanakkor a preoperativ idészakban kezelt majbetegek esetén az adagolas
hatasos lehet, foként a glutamin alaninnal alkotott dipeptid forméajaban torténé bevitele soran. A
pontos hatdsmechanizmus még nem ismert, azonban a sejtek antioxidans kapacitasanak
ndvekedése megallapithaté az oxigén szabadgyokok képzodésének csokkentésével (SZIJARTO
et al. 2007).

A glutation a kis molekulatomegi intracellularis tiol vegylletek egyik legjelentésebb
képvisel6je. Koszonhetéen a redukaléd és nukleofil tulajdonsigainak, a Gsh redox pufferként
miikodik, megakadéalyozva az oxidativ k&rosodasokat. Jelentés mediator szerepet tolt be a
gazdaszervezetben az antioxidans folyamatok soran, mivel kiemelkedé gyokfogd képességgel bir
(HEYLAND et al. 2005). A glutation endogén szintézis folyamata jelenleg nem egyeértelmi,
tobb tanulmany is kilsé bejuttatdsi format javasol, foként miitéteken atesett betegek taplalasa
soran. Jonas és munkatarsai (2000) a vérplazma antioxidans allapotanak véaltozésait figyelték
meg csontvelé atlltetésen atesett betegek esetén parenteralis taplalkozas altal bejuttatott
antioxidans tulajdonsagu vegyuletek (glutation, C-vitamin, E-vitamin) hatasara. A Kkutatas
alapjan megéllapitast nyert, hogy a transzplantaciot kdvetéen az antioxidans tipust vegydletek

(pl. glutation) szintje csokken, azonban parenteralis taplalas soran bejuttatott anyagok
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hasznosulasa hatékonyabb, mint normal taplalasi forma esetén. Goeters és munkatérsai (2002) is
azonos megallapitasra jutottak, miszerint az intenziv osztalyokon kezelt betegek szamara emelt
mennyiségi intravénas glutation bejuttatas igazolhatéan csokkenti a halalozas mértékét az
antioxidans tulajdonsagu vegyuletek kell6 mennyiségének biztositasanak hatasara.

A lentebb ismertetésre keriilé tanulmanyok kimutattadk, hogy a karnozin és egyéb,
hisztidin tartalmd molekulak antioxidans tulajdonsaggal rendelkeznek az emberi szervezetben.
Ezek a hisztidin aminosavat tartalmazd dipeptidek kilondsen hatékonyak az idegsejtek
karosodasanak megel6zésében és a neuronok oxidativ stressz altal okozott karosodasokkal
szembeni védelmében. A karnozin ezen védelmi funkci6ja megerésiti azt a tényt, hogy a
karnozin és homokarnozin a kozponti idegrendszerben és az izomszdvetekben taldlhatd meg
magas koncentricioban a human szervezetben. A karnozin antioxidans tulajdonsagait vizsgélva
igazoltak, hogy nyers hus és fétt hustermékek gamma-sugarzassal torténé csiramentesitése soran,
karnozin hozzdadas hataséra a hus- és hastermékek oxidativ stabilitdsa emelkedett (BADR
2007). A karnozin lipid-oxidaciét gatlé hatasat igazolta Decker és Crum (1993), mely
eredményeként megallapithatd, hogy a tartdsitasra hasznalt sé altali lipid oxidacio csokkenése
volt tapasztalhato fott hdsok és hispogacsak esetén. Hisztidin tartalma vegydletek (karnozin,
anzerin, homokarnozin, pentozidin és thiobarbitursav) mennyiségi meghatarozasat végezte
Peiretti és munkatarsai (2011), mely alapjan megallapithatd, hogy a vizsgalt vegyiletek minden
allatfajban jelen voltak a vizsgalt mintakban, azonban mennyiséguk fajonként eltéré. A hisztidin
tartalmd vegyuletek altaldnos antioxidans hatasa is beigazolddott, miszerint a lipid oxidécié
csokkent, azonban a csokkenés mertéke eltéré Aallatfajonként. A karnozin antioxidans
tulajdonségait Boissonneault és munkatarsai (1998) szintén igazoltak, akik ravildgitottak arra,
hogy a szervezet szabadgyok fogd képességének emelésében a karnozin, mint kelatképzé
vegyilet jelenik meg, mely &ltal jelentés mértékben csokkentheté a rakos megbetegedések

kialakulasanak kockazata emldsok esetén.
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2.3. A kutatott peptidek stabilitasi viszonyai

A Kkutatas soran meghatéarozott peptidek stabilitdsat illetéen tanulmanyok igazolték,
hogy stabilitasuk és bomlasi viszonyaik jelentés mértékben eltérnek egymastol.

Az aszpartdm a huméan emeésztérendszerbe keriilve harom f6 komponensre és azok
metabolitjaira bomlik. Legfébb bomlastermék a fenilalanin (kb. 50%), mely a szervezetben kéros
folyamatokat indukélhat fenilketondria betegségben szenved6knél. A masik f6 bomlastermék az
aszparaginsav (kb. 40%), mely gerincesek kdzponti idegrendszerében neurotranszmitterként
funkciondl. Az aszpartdm szervezeten beliili bomlasanak harmadik terméke a metanol (kb. 10%),
mely a szervezetben az alkohol dehidrogendz enzim hatdsara formaldehiddé alakul, mely erés
sejtméreg. Az aszpartam degradacios tulajdonsagait vizsgalva Boehm és Bada (1984), valamint
Sun és munkatarsai (2014) megallapitottdk, hogy az aszpartam a fent emlitett hdrom f6bb
alkotora és az azokbol szdrmaztathatd egyeéb bomlastermékekre bomlik. A bomlas fokozddik a
homérséklet emelésével (hékezelt ételek és italok) és a szallitds sordn kdrnyezeti hatdsoknak
(foként napfény) kitett élelmiszerekben.

Az aszpartam stabilitdsi viszonyait tanulmanyozva megéllapitottdk, hogy atlagos kornyezeti
kondiciok mellett kis stabilitassal rendelkezik. Vizes kdzegben a kémhatast pH=4,3 értékre
allitva elérhet6, hogy az aszpartdm molekula degradacioja csekély mértékiire csokkenjen néhany
napon at torténd tarolas alatt. Az aszpartam hasznélata féként a hokezelésmentes élelmiszeripari
eljarasokra korlatozadik, mivel emelt homérsékleten a stabilitdsa csokken és a keletkez6
bomlastermékei mar nem rendelkeznek édesité hatdssal. A kutatas soran felhivtak a figyelmet,
hogy az aszpartam- mint széles korben alkalmazott élelmiszeradalék- bomlastermékeinek (foként
fenilalanin) rendszeres vizsgéalata indokolt élelmiszeripari szennyvizekben, ugyanis a
bomlastermékek stabilitdsa joval meghaladja a kiindulédsi vegyulet stabilitasdt (BERSET és
OCHSENBEIN, 2012). Az aszpartdm kornyezeti parameéterek hatasara bekdvetkezo stabilitési
viszonyait kutatta Prankerd és munkatarsai (1992). A stabilitast befolyasold tényezéket szeles
spektrumban alkalmaztdk (pH=2,0-4,0; ionerésseg=0,05-0,50 M koncentraciéju séoldatok;
homérséklet=4-50 °C) és megéllapitottdk, hogy az aszpartdm stabilitdsa nem szamottevo,
bomlastermékei és foként azok aranya valtozik a hémerséklet és a koncentrécio fliggvényében.
Bar a homérséklet emelkedése jelentés mértékben hozzajarul az aszpartam bomlasahoz, a pH és
a reaktiv oldott anyagok is befolyasoljak a stabilitast. Az aszpartam stabilitdsanak biztositasa
pH=3-5 kozo6tt az optimdlis, talzottan savas vagy bazikus korulmények kozott a stabilitas
csokken. A tartdsitas soran gyakran alkalmazott puffer-sok katalizaljak az aszpartam lebomlasat,

a bomlas mértéke nagyobb magasabb puffer koncentricié alkalmazasakor (TSOUBELI és
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LABUZA, 1991, BELL és WETZEL, 1995). Hasonloképpen, emelt hémérsékleten végzett
vizsgalatok soran megallapitottak, hogy az aszpartdm redukald cukrokkal is reakcioba Iép, mely
soran a Maillard-reakci6 jatszddik le. Ebben az alacsony, vagy kozepes nedvességtartalmu
élelmiszerek (lisztek) érintettek foként, ugyanis az aszpartdm lebomlasa intenzivebbé valik a
vizaktivitas novekedése (tésztakészités) soran. Osszességében megallapithatd, hogy az aszpartam
bomlas legintenzivebben a huzamosabb ideig térténd hevités, a vizaktivitas jelentés novekedése
és pH>6 ertékek esetén figyelheté6 meg, mely paraméterek a sutéipar gyartastechnoldgija soran
gyakran egyutt fordulnak elé. Mindezek tudataban ahhoz, hogy az aszpartdmot édesit6 szerként a
sUtéiparban is alkalmazni lehessen és hatasat kifejthesse, meg kell védeni a kérosité hatdsu
tényezoktol (példaul savas kémhatdst viz, puffer sok) és kornyezeti stressztél (magas
homérséklet), amelyek fokozzak bomlasat (PECK 1994). Mivel az aszpartdm alkalmazésa
jelenleg is széleskdrii alacsony energia tartalma és az alacsony eléallitasi koltségek miatt, a
kutatdsok soran célul tiizték ki a molekula stabilitdsanak ndvelését. NutraSweet Custom névvel
kertil forgalomba kapszuldzott aszpartdam (NutraSweet Corporation, Mt. Prospect, IL.), melyet az
Amerikai Egyesiilt Allamokban engedélyeztek siitéipari alkalmazasra, hogy javitsak a vegyiilet
termikus stabilitdsat. A kapszuldzott aszpartdm siités kézbeni bomlasi mechanizmusat kutatta
Wetzel és Bell (1998), mely sordn megallapitottak, hogy a védobevonattal ellatott vegyilet
mennyisége a sutést kdvetéen a kontroll termékben megtalalhatd 22%-r6l 33%-ra emelkedett.
Ugyancsak emelni tudtdk a stabilitast (58%), amennyiben savképzé keszitményt (gluconodelta
lacton-GDL) adagoltak tésztahoz sitést megel6zéen.

Az alanil-glutamin stabilitasat illetéen megallapithatd, hogy a glutamin stabilitasa
elter6 kulonbozoé élelmiszerekben, foként az élelmiszer-matrixokra altalaban jellemzé savas
kémhatast kozegben, rdadasul a glutamin vizben gyengén oldddik (FURST és KUHN, 2000;
HOLECEK et al. 2000). Az oldékonysagi problémak kikiiszobolése és a kismértékii stabilitas
erositéese érdekében a glutamin alaninnal alkotott dipeptid (L-alanil-L-glutamin) el6allitasat
végezték rekombinans E. coli K12 fermentéacidjaval. A szintetizalt dipeptid kristalyos, fehér por,
mely vizben jol oldddik (568 g/l), h6kdzlés és savas koriilmények hatéséra a bomlas mertéke
nem jelentés (YAGASAKI et al. 2005). Az L-alanil-glutamin és méasik négy glutamin tartalmi
dipeptid (glicin-L-glutamin (Gly-GIn), L-valin-L-glutamin (Val-GIn), L-leucin-L-glutamin (Leu-
GlIn) és L-izoleucin-L-glutamin (lle-Gln)) stabilitasi viszonyait és a lebomlas kinetikajat Arii és
munkatarsai (1998) folyadekkromatografias modszerrel hatdroztdk meg. A kutatds sorén
megallapitottak, hogy az Ala-gIn bomlasanak két Gtjat lehet meghatarozni, az egyik Utvonal a
peptid kotés hasadasa, a masik lehetséges mdd az amid csoport deaminaloddsa. A molekula

stabilitdsénak biztositasara a kozeg kémhatasanak optimumat pH=6 értéknél allapitottak meg.
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Természetes vizekben a glutation stabilitasat és fotokémiai hatdsokat el6térbe
helyezve megallapithatd, hogy az édesvizekben hosszabb a lebomlasi folyamat, mint sos
vizekben, ugyanis a magas klorid-ion tartalom katalizalja a glutation fotooxidacios folyamatait.
A glutation fémekkel torténd stabilizaldsa soran megallapitast nyert, hogy a Cu(ll) és Hg(ll)
hozzdadasa komplex képzodés altal stabilizalja a glutation molekulat, azonban az UV-sugarzas
hatasanak gatlasara a réz-komplex kevésbé hatékony, a legstabilabb forma a higannyal alkotott
komplex (MOINGT et al. 2010). Garcia-Fuentes és munkatarsai (2006) a glutation stabilitasi
viszonyainak feltardsat a-ciklodextrin hozzaadasaval torténé komplexképzésen keresztil
végezték. A kutatas célja a glutation taplalékként torténé beviteli lehetéségeinek feltarasa volt. A
vizsgalatok soran egy olyan glutation komplex formula kialakitasat vegezték el, mely ellenall a
tdpcsatorndban talalhaté emészténedveknek, a glutation felszivodasa a tapcsatorna megfelel6
szakaszaban mehet végbe és a peptid nagyobb mennyiségi felszivodasabol adédd hatékonysaga
megnovekedik a tapcsatornaban meglévé bomlési folyamatok kikiszdbolésével. A glutation
védohatdsdnak vizsgélatat Dziurla és munkatarsai (2004) végeztek, melyben szennyviz
mennyiségének csokkentésére alkalmazott termikus, elektronikus, mechanikai vagy oxidativ
stressz hatdsu kezelések &ltal okozott mikrébak pusztuldsanak csokkentését tiizték ki célul. A
glutationt, mint véd6 hatasu vegyulet alkalmaztak és megéllapitottdk, hogy kilonbdzé stressz
tényezék (termikus, mechanikai és oxidativ stressz) esetén is csokkenteni tudtdk a keletkez6
szennyviziszap mennyiségét, mely jelentés eredmény a keletkez6 veszélyes hulladék
mennyiségének csokkentése szempontjabol.

A y-glutamil peptidekkel kapcsolatos kutatdsok és fizioldgiai hatdsénak feltardsa
szdmos tanulmanyban megtalalhatd, azonban a célzottan a y-glutamil dipeptidek stabilitasara
vonatkozd vizsgélatok kis szdmban keriltek kdzlésre. A kisszamu koézlemény valdszinien a vy-
glutamil vegyiletek alapvetéen gyenge stabilitdsi tulajdonsaganak kdszonhets, mely kilsé
forrdsként torténé bejuttatasanak lehetéségét jelentésen lecsokkenti orvosbioldgiai  és
élelmiszertudoméanyi terlleten egyarant. A vy-glutamil-cisztein mennyiségének tarolas alatt
bekdvetkez6 valtozasat és a metabolizmus mértékét tanulmanyozta véroshagyma gumdkban
Lancaster és Shaw (1991). A kutatds soran megallapitottak, hogy a y-Glu-Cis mennyisége csak
kis mértékben valtozik a tarolas alatt, azonban a csirazasi idészakban a y-glutamil peptidek
mennyisége valtozik, azaz a tarolas soran fontos szerepet téltenek be ezen vegylletek névényi
részek nyugvo fazisanak megtartasaban. Tengeri mikroalgakban talalhaté y-glutamil peptidek
kadmium megkoté képesseégének tanulményozésa sordn megallapitottdk, hogy a y-glutamil
peptidek alkalmazésa fontos tényez6 a kadmium megkotésében, mellyel csokkentheté a
tengervizek kadmium tartalma (MORELLI et al. 2002).

18



2.4. A kutatott peptidek kromatografias meghatarozasanak lehetéségei

Kutatomunkam soran 6t peptid folyadékkromatografias meghatarozasat végeztem
egy olyan modszer kidolgozésat tiizve ki célul, mellyel a vizsgalt kis molekula tomegi peptidek
élelmiszer mintakbol kello biztonsdggal meghatarozhatok. A kis molekulatomegii peptidek
meghatarozasi lehetdségeit targyald tanulmanyok meglehetésen sokrétii médszereket emlitenek,
melyek legtdbbje kromatogréafias eljarasokat haszndl. A gyakorlatban legelterjedtebb
meghatarozasi modszer elektroforézisen és kromatografias elvalasztasi mddszereken alapul (CUI
et al. 1995), melyek kombindlhatok tomegspektrometrids, tdbbszérésen kapcsolt
tdmegspektrometrias, vagy méretkizarasos detektalasi mddszerekkel, bar az 1970-es évektol
radioimmunologiai  mddszerek (HEDING 1975) segitségével pg/kg mennyiségek
meghatdrozasara is lehetéség nyilt. A kétdimenzios gélelektroforetikus meghatarozads soran
alapvetéen nem a kis molekulas tomegi peptidek meghatarozasa torténik, hanem a fehérjéket
hidrolizaljak el alacsony aminosav szammal rendelkezé egységekre. A kétdimenzids szeparacio
sorén az els6 dimenzidban az izoelektromos pont alapjan, majd a méasodik dimenzidban
molekulatomeg alapjan torténik az elvalasztas. A fehérjék enzimatikus Uton toérténé bontasa
sorén a fehérjeket felépit6 peptideket kapunk, melyek folyadékkromatografias modszerrel, vagy
kapillar-elektroforetikus modszerrel elvalaszthatok, detektalasuk modern tdmegspektrometrias
maddszerekkel térténhet.

A  folyadékkromatografias  eljarasok  kozo6tt a  nagy  hatékonysagu
folyadékkromatogréfia (HPLC) az egyik legelterjedtebb elvalasztdsi modszer, melyben a
meghatarozni kivant komponenst tartalmaz6 mozg6 fazist nagy nyomas alatt &ramoltatjak at az
allo fazis kis szemcsemeretii részecskéin, ahol megtorténik az elvalasztds. Az alkalmazott
mozgo- és allo fazis minGsége alapvetéen meghatarozza a kromatografias korilményeket, ezaltal
az elvalasztds hatékonysdgdt. A HPLC készllékek alkalmazasa esetén néhany 100 bar
megengedett maximalis nyomaserték, az UPLC berendezésekben a nyomas elérheti a 1500 bar
korali szintet is. A kromatografias elvalasztas soran a peptidek detektaldsa tomegspektrometrias
mddszerekkel torténhet, a tomegspektrometrids detektaldsi modszerek tobb valtozata is
hasznalatos. A leggyakrabban alkalmazott fehérje detektalasi mod, szekvencia meghatarozés
alapjan a nagy éerzekenységi elektrospray (ESI) (WANG et al. 2016.) és matrixhoz kotott lezer
ionizacié repulési id6 tomegspektrométer (MALDI-TOF) (WANG et al. 2014), melyeket
»peptide mass mapping” és tandem rendszerben kotott tomegdetektorok (MS/MS) (HIRAYAMA
et al. 2014.) szekvenalasi modszerekkel kombinalnak.

A peptidek detektalasa és kvantitativ meghatarozésa jelentés kihivast jelent, ugyanis a

szekvencidban az egyméashoz kapcsolodé aminosavak kilénbdz6 tulajdonsdgaibol szarmazoan a
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létrejovo peptidek tulajdonségaiban is jelentés kulonbsegek jelentkezhetnek. Ennek tudhato be,
hogy nem létezik olyan egyetlen kromatografias modszer, amely altalanosan alkalmazhatd
peptidek elvalasztasara és biztonsdgos meghatarozasara. A meghatarozast nehezitheti az egyes
szekvencia elemek (cisztein) jelenléte esetén kimutathatd instabilitds is. Az elvalasztas
problémain tul nehézségek jelentkeznek a detektélas soran is, mivel sok esetben a peptid lanc
nem tartalmaz kromofor csoportokat, igy a széleskoriien alkalmazott UV/VIS detektorral torténé
meghatarozasi mod nem szolgaltat megbizhatd és kvantitativ értékelésre alkalmas eredmeényeket.
A biztonsagos spektrofotometrids detektalashoz ezért szarmazékképzésre van sziikség, amely a
molekuldba kromofor csoportot visz be, ezaltal csokkentve a kimutatasi hatart és novelve a
detektalas érzékenységét. A danzil-klorid altalanosan alkalmazott szarmazékképzé vegyulet,
mellyel aminosavak kvalitativ és kvantitativ meghatarozésa végezhet6. Analitikai vizsgalatok
sordn szarmazékképzett aminosavak tanulmanyozasat végezték danzil-kloriddal tortént
szarmazékképzést kovetéen, vékonyréteg kromatografias moddszereket alkalmazva. A
folyadékkromatogréfia terjedésével danzil-klorid szarmazékképzo6t, az aminosavak HPLC
mddszer szerinti meghatarozdsa soran is alkalmaztak normdl, vagy forditott fazisu
kromatogréafias eljardsokat. Tapuhi és munkatarsai (1981) kdzleményiukben megéllapitottak,
hogy a danzil-klorid az aminosavak szarmazékképz6 vegyuleteként alkalmas kromatogréfiés
vizsgalatok szdméra, emellett az aminosavak danzil-szarmazékainak eltérésére is ramutattak,
miszerint bizonyos aminosavak nem azonos mennyiségi danzil csoportot kotnek meg a
szarmazékképzés soran. A danzil-klorid sza&rmazekképzoként torténé alkalmazéasa napjainkban is
elterjedt aminosavak és biogén aminok kromatografias meghatarozasara, melyet Tuberoso és
munkatarsai (2015) is igazoltak kozleményikben. Az &ltaluk elvégzett kutatdsban borok
aminosav és biogén amin tartalmat HPLC modszer szerint hataroztdk meg danzil-kloriddal
torténé szdrmazékképzés utan, fluoreszcens detektalast alkalmazva.

Folyadékkromatogréafids modszerrel torténé meghatarozast végzett Kérds és munkatarsai (2007),
melyben orto-ftalaldehiddel torténé szarmazékképzést kdvetéen aminosavak es biogén aminok
mennyiségi meghatarozasara fejlesztettek modszert fluoreszcens detektalas mellett.

A felsorolt vizsgalati modszerek és kutatasok jelentésége az aminosavak
kromatogréafidas meghatarozasan alapul, azonban a peptidek, féként 2-3 aminosav
kapcsolodésaval Iétrejovo Kis molekula tomegt peptidek analitikai meghatarozésa a fentiekben
kdzolt kromatografias mddszerekkel nem kelléen kutatott.

Munkam soran az aminosavak és a biogén aminok meghatarozéasara kifejlesztett
mddszer tovabbfejlesztését végeztem el, a kis molekula témegii peptidek folyadék-

kromatogréfias meghatarozasat célul tiizve.
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3. CELKITUZES

A Kkutatds soran 6t kis molekula témegti peptid tulajdonsagainak megéllapitasat,
megbizhato és érzékeny kromatografias meghatarozasi eljards korilményeinek kidolgozasat, a
Kivalasztott vegylletek stabilitasi problémainak kikiszobolését és az élelmiszermatrixban
végbemend hatésok és keresztreakciok feltarasat szandékoztam elvégezni.

A meghatarozasok kezdetén néhany jelentés peptid tipust vegyulet (aszpartdm, L-
karnozin, L-glutation, alanil-glutamin és y-glutamil-cisztein) folyadékkromatogréafids (HPLC)
meghatarozasat, illetve a meghatarozashoz sziikséges megbizhat6 HPLC mddszer fejlesztését
tiztem ki célul. A vegyuletek azonositasat és mennyiségi meghatarozasat kovetéen
élelmiszeripari alkalmazhatdsagukra vonatkozo kisérletek elvegzését tiiztem ki célul.

Fontos célkittizés a kivalasztott peptidek stabilitisdnak meghatarozésa, megbizhato,
reprodukélhatd kromatografias mddszer kifejlesztése, amely tartalmazza a szarmazékképzést és
esetleges komplexképzési folyamatok kialakulasat és azok hatasat a peptid stabilitasra.

A fentieken tul az alabbi kvantitativ mddszerek alkalmazéséat terveztem a vizsgélatok soran:

-A vizsgélt vegyuletek folyadek kromatogréfias modszer szerinti meghatarozésa.

-A kéntartalmu természetes peptidek stabilitasi viszonyainak vizsgélata, esetleges stabilitasi
problémék kikuszobdlése védocsoportok alkalmazasaval —(szarmazékképzéssel), illetve
femkomplexek képzésével.

- Kornyezeti tényez6k hatdsa a vizsgalt komponensek mennyiségére (a kornyezet
homérsékletének hatésa, adalékanyagok, fermentécids korilmények).

- A kivélasztott peptidek antioxidans hatasanak vizsgalata FRAP modszerrel.

- A lehetséges élelmiszermatrixok és eltér6 élelmiszerkomponensek peptid-stabilitasra gyakorolt
hatasanak feltarasa.

- A szikseges védocsoportokkal ellatott peptidek élelmiszeripari alkalmazési lehetéségeinek

vizsgalata.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Spektrofotometria, a peptidek maximalis abszorbancia hullamhosszanak

meghatérozasa

A modell vegyiiletekbdl standard oldatot készitettem 200 mg/l (aszpartam, alanil-
glutamin) és 210 mg/l (L-karnozin, L-glutation és y-glutamil-cisztein) koncentraciéban. Az
oldatokhoz felhasznélt standard peptid vegyiletek (Sigma-Aldrich) feloldasat ultra tiszta
desztillalt vizben (Elga Purelab Classic) hajtottam végre. A fotometrias meghatarozast Jasco V-
650 spektrofotométer késziléken végeztem. A vegylletek UV-aktivitasat 190-400 nm
hullamhossz tartoméanyban vizsgaltam, meghatarozva a maximalis elnyelési hullamhossz értéket.
Az irodalmi adatok alapjan feltételezheté, hogy a vizsgélt peptidek UV/VIS hulldmhossz
tartomanyban kismértéki elnyeléssel rendelkeznek.

6. abra a peptidek maximalis abszorbancia hullamhosszanak meghatarozasara hasznalt Jasco V-
650 spektrofotométer
(forrés: sajat készités fotd)
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4.2. Diddasoros (DAD) detektalasi modszerek kis molekulatomegi peptidek

kromatografias meghatarozasanal

Az UV/IVIS vizsgalatokat kdvetéen a szabad peptidek meghatarozasat folyadék
kromatogréfiads modszerrel végeztem el. A vizsgalati mintakat peptidek standard vegyileteibél
készitettem az UV/VIS vizsgalatok (4.1.) alapjan leirtak szerint. A HPLC vizsgélatokat Agilent
1200 plus HPLC keésziilékkel végeztem inverz fazist oszlop (Agilent Eclipse plus 250x4,6 RP18,
5 um) alkalmazéasa mellett. A meghatarozast gradiens ellicio szerint hajtottam végre LIMA et al.
(2006) kozleményében meghatarozott parameétereket alkalmazva. A mddszer alapja 60 perces
gradiens elucio, acetonitril (90%) TFA vizes oldatban=B (Sigma-Aldrich) és trifluor ecetsav
vizes oldata (0,01% V/V)=A (Sigma-Aldrich) eluensek alkalmazasaval. Aramlasi sebesség 1
ml/min, detektalas 200 nm. A vizsgalatok sordn a meghatarozas a kdzleményben alkalmazott
azonos paraméterek alkalmazédsa mellett nem volt reprodukélhatd, igy a mérési parameéterek
mddositdsara volt sziikség. A modszer paramétereit valtoztatva jelents javulas érheté el,
azonban a 11. &bran bemutatott kromatogram alapjan kvalitativ vizsgalatok sz&méara nem volt
megfelelé. A HPLC diddasoros detektalas (DAD) soran a 195 nm és 210 nm hulldmhosszakat
valasztottam a meghatarozashoz, legmegfelelébbnek 195 nm bizonyult. A referencia
hulldamhossz minden esetben 750 nm volt, ezen a hullamhosszon egyetlen spektrumban sem
tapasztaltam elnyelést a vizsgalt mintak esetén. Az elvalasztas sordn alkalmazott eluensek: 0,01
% trifluor ecetsav (TFA) tartalmu viz (A) és acetonitril (B) elegye gradiens elucioval, 0 min. (5%
B), 21 min. (21% B), 50 min. (66% B), 55 min. (88% B), 60 min. (100% B), 65 min. (5% B). A
vizsgalatok soran alkalmazott aramlasi sebesség 0,3 ml/min.

, A | v - — = y ,
7. bra a kis molekula témegi peptidek kromatografids meghatarozasa soran alkalmazott
Agilent 1200 plus HPLC készulék (forras: sajat készitésti foto)
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4.3. Fényszorason alapuld (ELS) detektaldsi modszerek kis molekulatomegii

peptidek kozvetlen kromatografias meghatarozasara

A kutatott kis molekula tdmegi peptidek gyenge UV/VIS aktivitds miatt az elvégzett
kisérletek sordn diddasoros detektaldssal parhuzamosan ELS detektaldst is alkalmaztam. A
vizsgalatokat PL-ELS 2100 (USA) detektor alkalmazésaval hajtottam vegre. A vizsgélat soran a
kddképzés 120 °C hémérsékleten, a parologtatas 90 °C homérsékleten keriilt végrehajtasra, a
nitrogéngaz aramlasi sebessége 1,6 I/min volt. Az 6t dipeptid eltéré kémiai tulajdonségai miatt az
egy modszer szerinti elvalasztas nehézségekbe (tkdzott, ezért a kilon csoportokban torténd
meghatarozasok mellett dontottem. A tiol csoportot tartalmazd peptidek gyenge stabilitasabdl
adodéan az ELS detektalas sordn a szabad peptidek meghatarozéasat tiol csoportot nem
tartalmazo (alanil-glutamin, aszpartam és L-karnozin) dipeptideken végeztem el. A HPLC
vizsgalatokat Shimadzu HPLC készllékkel végeztem inverz fazisd oszlop (Agilent Eclipse plus
RP-C18 150*3 mm, 3,5 um) alkalmazasa mellett. Eluensként 0,01% trifluor ecetsav (TFA) oldat
(A) és acetonitril (B) elegyét alkalmaztam gradiens elucidval, 0 min (100% B), 40 min (95% B)
50 min (100% B), 0,3 ml/min aramlasi sebesseg mellett.

'ii.;l ‘!
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8. dbra a kutatott peptidek kromatografias meghatarozasa soran alkalmazott Shimadzu LC-
2010 HPLC rendszer és PL-ELS 2100 detektor kapcsolt rendszerben

(forrés: sajat készitesu foto)
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4.4. Komplexképzé fémek alkalmazésa a peptid stabilitds novelése érdekeben

A kromatografias vizsgalatok sordn megéllapitadst nyert, hogy a tiol csoportot
tartalmazé szabad peptidek meghatérozasi eljardsa nem vezet reprodukélhato eredményre, ezért
peptid-fém komplexek alkalmazasaval hajtottam végre a kromatografias meghatarozast. Az L-
glutation és y-glutamil-cisztein folyadékkromatografias (HPLC) elvalasztdsdhoz a mintékat
fémionok (Cd?*, Zn?*, Ag*, Cu*") oldataival komplexéltam.

A vizsgélandd két peptidbél 1 mg/ml koncentracioju torzsoldatot készitettem és az
elkészitett torzsoldatok 1 ml térfogatd mintajat 0,5 ml CdSO4 (VWR), ZnSO, (VWR), CuSQO,
(VWR) és AgNO3; (VWR) oldattal (10 mg/0,5 ml; 0,2% TFA oldat) elegyitettem. Az igy
elkészitett mintdk 10 pl térfogatd mennyiségeét injektaltam Agilent Eclipse plus RP-C18 (150*3
mm, 3,5 um) oszlopra és 0,2% TFA oldatat hasznaltam izokratikus Kkisérletben, 0,5 mi/min.
aramlési sebesség mellett. A vizsgalatok soran Shimadzu SPD-M20A UV/VIS diddasoros
detektort alkalmaztam, a kapott kromatogramokat 203 nm hulldmhosszon értékeltem. A
molekulaszerkezeti vizsgalatok elvégzésekor a fém-peptid komplexek azonositasahoz
tdmegdetektalast alkalmaztam atmoszferikus nyomason térténé kémiai ionizacio (APCI) pozitiv
ionizacios maodban. A tdomegspektrum felvételekor az 50-2000 m/z tartomény Ker(lt
szkennelésre, 1,5 kV detektorfesziiltség mellett. Az interfész hémérsékletét 250 °C, a
porlasztogaz aramlasi sebességét 0,18 I/min mennyiségre, a fitéblokk hémersékletét 200 °C

értékre allitottam.
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4.5. A peptidek folyadék-kromatografids meghatarozasa danzil-kloriddal tortént

szarmazékképzést kovetéen

Az elokisérletek soran bebizonyosodott, hogy a peptidek UV/VIS és ELS detektalasi
érzékenysége nem megfelel6, kvantitativ meghatarozasra nem alkalmas, ezért a tovabbi
meghatérozasi eljarasok elvégzése valt szikségesse. A meghatarozni szandékozott vegyuletek
danzil-kloriddal tortén6 szarmazékkepzési eljardsat végeztem el, mely altal a peptidek UV
tartomanyban valé meghatarozésara nyilik lehet6ség. A vizben oldott standard oldatok (alanil-
glutamin, L-karnozin, aszpartdm) 0,5 ml-ét 0,25 ml telitett NaHCO3 oldattal (VWR) elegyitettem
és 0,5 ml danzil-kloriddal (Sigma-Aldrich) reagéltattam (20 mg/ml koncentréaciéban) 60 °C -on
egy oOran keresztul. A reakcid lejatszodasédhoz fényt6l elzéart reakcio korilményeket
biztositottam. A reakci6 végeztével a f6l16s danzil-kloridot 50 pl 25% ammonia oldattal (VWR)
bontottam el és az oldathoz 0,5 ml acetonitrilt (VWR) adtam, majd az elegyet 5 percig 6000 rpm
fordulaton centrifugéltam (Hettich EBA 21). Az oldatok fellillisz6jat 0,22 um pdrusatmérsji
membransziirén 1,5 ml térfogatd HPLC fioldba sziirtem és az igy elkészitett mintdk 10 pl-ét
injektaltam Agilent Eclipse plus RP-C18 (150*3 mm, 3,5 um) oszlopra. Eluensként acetonitril
(B) és 0,2% TFA (A) elegyét hasznaltam az elucié sordn. A kromatografids meghatarozast
Shimadzu LC-2010 késziléken végeztem diddasoros detektlds mellett. A kromatogréafiés
vizsgalat soran gradiens elucios rendszert alkalmaztam a kdvetkezék szerint: B= 0% (0 min.),
B= 60% (18 min.), B= 60% (25 min.), B= 0% (30 min.) és B= 0% (40 min.). A detektalas 290
nm hulldmhosszon tortént, a tomegspektrometrias detektalast a 4.4. fejezetben ismertetett eljaras
szerint hajtottam végre.

A mddszerfejlesztest kdvetoen a kutatott peptidek mennyiségi meghatarozasat végeztem
el a harom tiol csoportot nem tartalmazo peptid esetén. A mennyiségi meghatarozas elsé
torzsoldatbol kalibracids oldatokat készitettem a danzil-kloriddal vald szarmazékképzés eljaras
szerint, a fentiekben ismertetett kromatografias eljardsnak megfeleléen. A standard
vegylletekbdl 0,625 mg/l, 1,25 mg/l, 2,5 mg/l, 5,0 mg/l és 10,0 mg/l koncentrécioju kalibracids
oldatokat készitettem, majd a kromatogramokban jelentkez6 cstcsok terllet alapu integraljat
hataroztam meg. A mennyiségi meghatarozashoz kulsé kalibraciot alkalmaztam, melyhez 5
pontbdl all6 kalibraciés egyenest illesztettem a terllet-koncentracié fuggvényben. A

kromatogramok jel-zaj viszonyai alapjan meghataroztam a modszer kimutatasi hatarat.
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9. abra a kutatas soran alkalmazott Shimadzu LC-2010 folyadékkromatograf LC/MS
2010 detektorral kapcsolt rendszerben
(forrés: sajat készitési fotd)
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4.6. Peptid vegyulletek kromatografids meghatarozasa OPA szadrmazékképzest

kovetéen UV/VIS és fluoreszcens detektélas (RF) mellett

A danzil-kloriddal tortént szarmazékképzés sordn a tiol csoportot nem tartalmazo
peptidek kromatografias meghatarozasat megbizhatd és reprodukalhatd kromatografias médszer
kidolgozésaval hajtottam végre. A tiol csoportot tartalmazé peptid vegyiletek fém-komplexek
formaban torténé meghatarozasat egy kilon modszer szerint ugyancsak sikerilt elvégeznem,
tomegspektrometrias maddszerrel a keletkez6 komplexeket azonositottam, azonban a fém-
komplexek képzésével a modszer érzékenyseéget nem sikerilt az elvart tartomanyban
meghatérozni. Ezek alapjan a szarmazékolt peptid vegyuletek kromatografias meghatarozdsahoz
Ké6ros és munkatérsai (2007) kdzleményében meghatéarozott eljarast vettem alapul, mely sorén
DAD detektalast kbvetéen, kapcsolt rendszerben fluoreszcens detektalast (RF) is alkalmaztam.

A vizsgalatok soran szarmazékképzessel fluoreszcens aktiv komponenseket készitettem
bazikus kémhatasu OPA  (ortoftdlaldehid) tioetanolos oldatdnak  (Sigma-Aldrich)
felhasznalasaval. A meghatarozni szandékozott vegyiletekbél 50 mg/l téménységt torzsoldatot
készitettem. A peptid standard oldatokbdl 1,5 ml térfogatot 630 pl OPA (630 ul metanolos OPA-
10 mg OPA/1 ml metanol- 2 ml boréat puffer — 0,4 M BNa3O3- + 52 pl eténtiol és 15 pul FMOC
(9-Fluorenylmethoxycarbonyl klorid; 0,17g/5 ml acetonitril) (Sigma-Aldrich) reagens oldattal
reagéltattam, majd 0,22 ul pdrusadtméréjic membrénszirét alkalmazva (ProFill RC) sziirtem a
kapott oldatokat. A szarmazékképzett mintdk 10 pl mennyisége kerilt injektalasra Agilent
Eclipse plus RP-C18 (250*4.6 mm), 5 pm oszlopra. Eluensként 10 mM Na;HPO,, 10 mM
Na;B;O;, 5 mM NaN3 (A) és ACN/MeOH/H,0= 45/45/10 (B) oldatokat alkalmaztam. A
meghatarozas soran gradiens ellcidt alkalmaztam B= 2% (0 min.), B= 50% (30 min.), B= 50%
(30 min.), B= 2% (35 min.) és B= 2% (40 min.), az eluens araml&si sebessége 0,1 ml/ min. volt.
A kapott sz&rmazékokat inverz fazisu Agilent Eclipse plus RP-C18 (150*3 mm), 3 um oszlopra
injektaltam és diddasoros (DAD) (Shimadzu SPD-M20A) detektoron 336 nm hullamhosszon,
majd fluoreszcens (Shimadzu RF 20A) detektoron 336 nm gerjesztés mellett 455 nm
detektalassal hataroztam meg. A modszerfejlesztést kdvetéen a vizsgalt peptidek mennyiségi
meghatdrozasat végeztem el, melynek elsé lépéseként a peptid vegyiletekb6l kalibracios
oldatokat készitettem az OPA szdrmazékképzésnek megfelel6en, a 4.6. pontban ismertetett minta
elokészitési eljards alapjan. A standard vegylletekbdl vizes oldatokat készitettem 0,625 mg/I,
1,25 mg/l, 2,5 mg/l, 50 mg/l és 10,0 mg/l koncentracidban, majd a kromatogramokban
jelentkez6 cstcsok terilet alapd integréljat hataroztam meg. A mennyiségi meghatarozashoz
klls6 kalibraciot alkalmaztam, melyhez 5 pontb6l &llé kalibracios egyenest illesztettem a terilet-

koncentracio flggvényben, majd meghataroztam médszer kimutatasi hatarat.
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4.7. Természetes peptidek stabilitAsdnak meghatarozasa kulonbdzé kornyezeti

hatasok fliggvényében

A természetes peptidek élelmiszer adalékanyagként torténé alkalmazésat

kordbbiakban még nem vizsgaltdk behatéan. A kis molekula tdmegt peptidek élelmiszer
adalékanyagkeént torténé alkalmazésahoz elengedhetetlen az érintett hatéanyagok stabilitdsanak
korlltekinté tanulmanyozésa és egyszerre tobb kornyezeti paraméter, adott komponens
atalakulasra gyakorolt hatasanak feltarasa.
Kutatbmunkam részeként élelmiszer adalékként alkalmazhaté természetes peptidek
stabilitdsnak, eltarthatosdganak, és Kkilonb6zé feldolgozasi eljardsokkal —szembeni
érzékenységének  vizsgalatait végeztem el kilonb6z6  kornyezeti- és  élelmiszer
gyartastechnologiai paraméterek hatdsanak fliggvényében. Vizsgélataim sordn a korabban
kromatogréfias modszerfejlesztésnél kutatott peptideket tanulményoztam. A meghatérozas soran
négy paraméter valtozasénak a hatasat mértem fel (pH, oxidativ hatas, fény hatdsa, hémeérséklet
hatasa) a peptid alapvegyuletek mennyiségét vizsgalva. Az elvégzett vizsgalatok alapjan kapott
eredmények jelentésen befolyasolhatjadk a peptidek élelmiszer komponensként vald
alkalmazhatosdgadt és az alkalmazott technologiai  korilmények optimalizldsénak
szlikségességét egyes gyartasi folyamatokban. Mivel a korabbiakban bebizonyosodott, hogy az
elter6 szerkezettel és kémiai tulajdonsagokkal biro peptidek egy mddszer szerinti kromatogréfias
meghatarozasa nem valdsithatd meg, ebbél addéddan a két vegylletcsoport (tiol csoportot nem
tartalmazé és tiol- tartalmd peptidek) bomlasi folyamatait kovetéen kvantitativ meghatarozasat
egymastol figgetlen Kkisérletsorozatban kromatografids eljardsokkal hajtottam wvégre. A
kromatografiads mennyiségi vizsgélatok a kénmentes peptidek (aszpartam, alanil-glutamin, L-
karnozin) esetében a danzil-kloriddal torténé szarmazékképzésen alapuld mddszer szerint (4.4.
fejezet), mig a tiol csoportot tartalmazo peptidek esetén (L-glutation és y-glutamil-cisztein) az
OPA szarmazékképzést kdvetd fluoreszcens detektalasi modszerrel végeztem a 4.6. fejezetben
kozoltek szerint. A stabilitasi vizsgalatokhoz a minta elékészités és a valasztott kornyezeti
paraméterek ellenben azonosak voltak, ebbél kovetkezéen a kisérlet kortilményeit egy fejezetben
ismertetem.

A munka ezen részében a peptidek standard oldatait vizsgéltam eltéré korilmények
kozott, a fentebb emlitett négy parameéter valtoztatdsaval. A kvantitativ vizsgélatok sorén a
mintdkban megtalalhatd peptidek mennyiségének meghatarozasa haromszori ismétlésben tortent.
A mintdkbol 1000 mg/l koncentréacidju oldatokat keszitettem a vizsgalatok elvégzéséhez. (25
mg/25 ml).

A vizsgalatokat az alabbi lehetséges kdrnyezeti és gyartastechnoldgia hatasok szerint végeztem:
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A kozeg kémhatasanak befolyasolasat a peptid vegyiletek foszfat pufferben torténé
oldasaval modelleztem. Harom eltéré kémhatast oldatsorozatot készitettem, melybél a savas
tartomanyban beallitott érték a jelentésebb savtartalommal bird élelmiszerekre jellemzé
hatdsokat, semleges tartomanyban a vizes oldatokban fellép6 korilményeket, mig ligos
tartomanyban a lugos kémhatast élelmiszerek, vagy romlési folyamatok soran kialakuld
koralményeket modelleztem (foszfat pufferek pH=4, pH=7, pH=10).

Az élelmiszerek, vagy alapanyagok jellemzé kémhatasa mellett fontos szempont az oxigén
jelenléte, vagy hianya. Az oxigén okozta hatdsok modellezése céljabdl a peptidek oldatait nyitott
edényben tarolva (levegén hagyva) es a levegé6tol paraffin olajjal lezart mddon téarolva
vizsgaltam a peptid vegyuletek stabilitasi tulajdonsagait.

Az élelmiszerek térolasa soran fontos kornyezeti tényez6 a sugarzasok hatasa, ennek
leggyakoribb kérositd tényezéje a napsugarzasbol eredé fény. A vizsgélatok sordn a peptid
vegylleteket természetes fénynek kitéve és fénytél elzart korilmények kozott taroltam.

A térolas soran fontos paraméterként tarjuk szamon a tarolasi homérsékletet. A hémérséklet
hatasanak vizsgélataihoz hdrom homérsékleti értéket (-18 °C; +4 °C; +30 °C) Allitottam be,
melyek kozil két esetben a héelvondsos folyamatokat modellezése tortént, mely Aaltal a
fagyasztva téarolas és a hiitve tarolds korllményeinek lekepezését hajtottam végre. Egy
homérsékleti paramétert extrém tarolasi korllmények (héelvonast nélkulozo paraméterek)
modellezésére valasztottam, vizsgalva a degradacios folyamatokat.

A peptidek stabilitdsi vizsgalatai soran ©sszességében 450 minta peptid
koncentraciojanak meghatarozésa és feldolgozésa tortént meg. A tiol csoportot nem tartalmazo
peptidek vizsgalata soran harom peptid (alanil-glutamin, L-karnozin, aszpartam), 10 kdrnyezeti
paraméter haromszori ismétlésben meghatarozva, harom mintavételi idépontban (270 minta),
mig a cisztein tartalmd peptidek vizsgalata soran két peptid (L-glutation, y-glutamil-cisztein), 10
kornyezeti paraméter, hdromszori ismétlésben meghatarozva, harom mintavételi idépontban (180
minta). A vizsgalatok kiértékelése és az azokbdl levonhatd kdvetkeztetések az 5.7.1. és 5.7.2.

fejezetben kertilnek ismertetésre.
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4.8. Természetes peptidek stabilitdsanak vizsgalata komplexképzé fémek

alkalmazasaval

A természetes peptidek funkcionalis élelmiszerekben torténé alkalmazasat jelentésen
befolydsolhatja a kornyezet paramétereinek valtozdsa. Korabbi vizsgalataim (5.8. fejezet)
igazoltak, hogy a peptidek kilonb6zé kdrnyezeti behatdsok eredményeként eltéré stabilitast
mutatnak. Altalanosan megallapithatd, hogy a legtbb vizsgalt kdrnyezeti paraméter gyorsitja a
bomlasi folyamatokat. A természetes peptidek stabilitdsi tulajdonsagai fémkomplexek
képzésevel novelhets, mely altal elérheté, hogy megfelelé tulajdonsédgokkal bird, stabil
peptideket tartalmazo funkcionalis élelmiszerek el6allitasara nyiljon lehet6ség. A komplexképzé
fémek stabilitasi hatasainak vizsgalatdhoz a kutatas soran eddig tanulményozott peptidek kdzul
harom vegyilet kerilt kivalasztasra.

A harom peptid (Apm, Gsh, L-kar) standardbdl 20 mg/l téménységii torzsoldatot
készitettem két kilénb6z6 pH tartomanyban (pH= 4,8; 7,0), mig szénhidrat méatrix modellezése
oldatokat fémvegyiletekkel (vas-szulfat, cink-klorid, kalcium-klorid, magnézium-szulféat)
(VWR) stabilizaltam, majd spektrofotometrias maodszerrel (Jasco V-650) detektaltam a
valtozasokat. A peptid-fém komplexek stabilitdsdnak noévelését az aranyok valtoztatasaval
valositottam meg, mivel az 5.5. fejezetben ismertetett eredmények alapjan megallapitottam, hogy
a peptidek fémekkel torténé komplex vegyiletek kialakulasa kozben 1 peptid molekula nem
kizarolag 1 komplexképz6 fémmel koétodik, hanem 1 peptid 2 fémmel és 2 peptid molekula 2
femmel alkotott komplexének kialakuldsat is meghataroztam peptid-fém kapcsolddas soran. A
kisérletekben a komplexképz6 fém és peptid aranyokat Ggy allitottam be, hogy az adott fém
stabilizalo hatasat a maximalis értékre lehessen ndvelni. Az alkalmazott ardnyok adott fémre
vonatkozéan: fém:ligandum= 4:1; 2:1; 1:2; 1:4; 1:12 volt.

A peptid standardokbdl 20 mg/l koncentrécioju torzsoldatokat készitettem eltéré
kémhatéssal és keményit6 oldatban. A tdrzsoldatokhoz 12,49 g/l koncentrécidju kalcium-klorid,
10,23 g/l koncentracioju magnézium-szulfat, 11,58 g/l koncentracioju cink-klorid és 23,62 g/l
koncentracioju vas-szulfat oldat kerllt hozzéadasra a peptid oldat térfogatanak megfeleléen (25
ml peptid oldat +80 pl, 40 pl, 80 ul, 10 pl, 5 pl, 1,67 pl). A méasik két peptid esetében (L-kar és
Gsh) a hozzéadott fémek koncentréacidja a peptid méltomegének valtozasaval egyenes ardnyban
kerillt meghatarozéasra. A stabilitdsi vizsgélatokat mindharom peptid esetében 15 napos
maximalis id6éintervallumban végeztem, mivel korédbbi stabilitasi-taroldsi vizsgalataim
eredményei (5.8. fejezet) azt mutattak, hogy 10 nap elteltével nagymértékben csdkken a peptidek

stabilitasa. A mintavételezések és a mérések 3 nap, 5 nap, 10 nap és 15 nap elteltével torténtek.
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4.9. A vizsgalt peptid szarmazékok antioxidans aktivitasanak meghatarozasa FRAP

(Ferric Reducing Ability of Plasma) mddszer alapjan

A FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma) eljarason alapuld antioxidans aktivitas
meghatarozas a vizsgalt komponens redukald keépesseéget adja meg. A meghatarozés a vas(l11)-
tripiridiltriazin  [Fe(111)-(TPTZ).]*" vas(11)-tripiridiltriazinnd [Fe(I1)-(TPTZ)2]*" redukci6jan
alapul, melyet egy antioxidans hatasu vegyilet reakcidba torténé belépése sziikséges 3,6 korili
pH értéken. A vas (I)-tripiridiltriazin egy ibolyaszini komplex vegyilet, melynek
szinintenzitasa 6sszefliggésben van az adott antioxidans redukald képességének erdsségével. A
szinintenzités valtozésa spektrofotometrias mddszerrel, 593 nm hulldmhosszon detektalhato.

A FRAP vizsgalatokat peptid standard oldatokon végeztem el. A peptid standard
vegyliletekbsl (Sigma-Aldrich) 100 mg/l toménységii torzsoldatokat készitettem, majd
MAGALHAES és munkatarsai (2008) kozleménye alapjan elkészitettem az antioxidans aktivitas
meghatarozasahoz szlikséges reagenseket. A FRAP reagens az alabbi oldoszerekbdl készilt: 25
ml acetat-ecetsav puffer (VWR), 2,5 ml FeCls-oldat (VWR), valamint 2,5 ml TPTZ [2,4,6-tris(2-
piridil)-s-triazin] (Sigma-Aldrich) oldat. A puffer oldat kémhatasat pH=3,6 értekre allitottam be,
elkészitése 46,3 ml, 2x10-1 mol/dm® koncentréciju (0,2 M) ecetsavbél (VWR), valamint 3,7 ml,
0,2 (M) natrium-acetat (VWR) oldat keverésevel tortént. FeCls-bdl 20 mM toménységi oldatot
készitettem, 230 mg FeCl;*6H,0 50 ml desztillalt vizben torténé felolddsaval. A tripiridil-
tirazinbdl 10 mM koncentracioju oldatra volt sziikség, melyet 78,05 mg TPTZ 25 ml desztillalt
vizben torténé feloldasaval allitottam el6, majd az oldatot 84 ul cc. HCI (VWR) oldattal
savanyitottam. A reakcid lejatszddasa szobahomérsekleten torténik. A mérendé komponens
Osszetételét 2900 ul FRAP reagens és 100 pl minta keverésével allitottam be. A szinintenzitas
valtozésat az 5 perces reakcididé elteltével, fix hulldamhosszisadgon (593 nm) abszorbancia
meghatdrozassal detektaltam. Az antioxidans aktivitas értékek aszkorbinsav egyenértékben

(AAE) Kkerllnek meghatarozasra.
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4.10. Elelmiszermintak peptid tartalmanak meghatarozasa a kidolgozott

kromatografias modszerek alapjan

A kis  molekulatbmegti  peptidek  kromatogréfidss =~ meghatarozéasanak
mobdszerfejlesztését kovetéen szikség van a modszer ismételhetéségének ellenérzésére. A
dolgozat 5.7. pontjaban ismertetett modszerfejlesztés és mennyiségi meghatarozas sordn minden
esetben standard peptid vegyuletek alkalmazasaval kerlltek meghatarozasra. A vizsgalt peptidek
valés mintakbol torténé meghatarozasat az eltéré kromatogréafidss mddszernek megfeleléen
(danzil-kloriddal tortént szarmazekképzés - 4.5. és 5.5. fejezet és OPA szarmazékképzés- 4.6. és
5.6.2. fejezetek alapjan) vegeztem. A vizsgalt mintdk a szakirodalmi kdzleményeknek
megfeleléen (2.1. fejezet) novényi és allati forrdsokbol (élelmiszeripari alapanyagok, félkész- és
késztermékek) kerultek kivalasztasra. A kromatografids vizsgalati modszernek megfeleléen a
kénmentes peptidek kvantitativ meghatarozdsa danzil-kloirddal torténé szarmazékképzést
kdvetéen, mig a tiol csoportot tartalmazd peptidek mennyiségét orto-ftalaldehiddel tortént
szarmazékképzést kovetéen hatdroztam meg. A realis mintdkbdl torténé meghatarozas soran
azonban egy fontos tényezo figyelembe vétele szlikséges. A vizsgalati mintakban a peptidek Kis
mennyiségben taldlhatok (altalaban 1-10 mg/l kordli koncentracid), ezért a pontos és preciz
minta elokészités kulcsfontossagu. A valos mintak elokészitése két fébb 1épésbol all, melynek
elsé lépése a mintdk fehérjementesitése, majd az adott mddszer szerinti szarmazékképzés
(KOROS et al. 2007.). A mérést zavaré makromolekulak eltavolitasa kulcsfontossagu a peptidek
mennyiségi meghatarozdsanak celjabol, mely fliggetlen a kromatografias mérési modszertél és
detektalasi madtol. A fehérjementesitési folyamat elsé 1épései a vizsgalati minta homogenizalasa
(Ika Ultra Turrax- T25), a homogén minta 3 gramm témegének analitikai pontossaggal térténé
bemérése, majd tizszeres mennyiségti desztillalt vizzel torténdé higitasa. A minta higitasat
kdvetéen Ujabb homogenizalasi fazis kovetkezik (Elma ELS030), mely sordn az oldatot
ultrahangos firdében homogenizaltam 10 perc id6tartamban, folyamatos hiités mellett. A
homogenizalt mintdhoz 2,5 ml térfogati, 1 M koncentraciéju perklérsav (VWR) oldat
adagoldsdval a mintaban talalhaté fehérjemolekulak kicsapasa kovetkezik be. A minta
kémhatédsanak lagos tartomanyba torténé bedllitdsat szilard NaOH-val (VWR) hajtottam végre
pH=8,0 értékre. A megfelel6 kémhatdsi és fehérje molekuldktdl mentesitett mintabol 1 ml
térfogatot 0,22 pum pdrusatmérdjic membransziron (Vialab Kft.) keresztil sziirtem, majd a 4.5 és
4.6. fejezetben ismertetett modszer szerint elvégeztem a szarmazékképzést és ezt kdvetéen a

mennyiségi meghatarozast.
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4.11. A kutatas soran alkalmazott kiértékelési modszerek

A folyadék kromatogréafids vizsgélatok ertékeléséhez Shimadzu Lab Solutions (Shimadzu
Corporation, Japan) kiértékelé szoftver kerilt felhasznaldsra. Az eredmények A&brazolasat
Microsoft Excel (Microsoft Office Professional Edition, 2010) program segitségével végeztem.
A dolgozatban megtalalhatd szerkezeti dbrak ACD/ChemSketch (ACD/Labs, Canada) kémiai
szerkezetalkot6 szoftver felhasznéaldsaval késziiltek. A vizsgélatok sordn a vizsgalati mintak
harom parhuzamos merésben keriiltek meghatarozasra, melyek esetén az éatlag és szoOrés

eredmények feltlintetésre kerlltek az eredmények, értékelés anyagrészben.

34



abszrobancia

abszrobancia

abszrobancia

5. EREDMENYEK, ERTEKELES

5.1. Maximalis elnyelési hullamhosszok meghatarozasa a vizsgalt peptidek esetén

Az oldatok UV/VIS vizsgalata Kis intenzitasu elnyelési savokat eredményezett

alacsony hulldmhosszl tartomanyban: 204,2 nm (aszpartam), 206,8 nm (L-karnozin), 199,4 nm

(L-glutation), 198,8 nm (alanil-glutamin) és 198,6 nm (y-glutamil-cisztein). A vizsgélatok soran

a peptidek maximalis elnyelési hullamhossza meglehetésen kozel esett egymashoz, ezen

talmendéen a vizes kozeg is jelentésen befolyasolhatta a detektalt elnyelési maximumokat.
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5.2. Kromatografias vizsgalatok értékelése diddasoros (DAD) detektéalas alapjan

Az UV/VIS vizsgalatokat kdvetéen megallapitasra kerilt a peptid vegyuletek maximalis
elnyelési hulldmhossz értéke, mely alapjan a peptidek kromatografids meghatarozasat egy
maddszer szerint szandékoztam elvegezni. Ennek megfeleléen, a peptidekbol készitett standard
oldatok kromatografias elvalasztasat kovetéen diddasoros detektalas soran (DAD) a 195 nm-es
hulldimhosszat ~ valasztottam  detektalasi  hulldmhosszként a  peptidek  mennyiségi
meghatdrozasara. Az 0Ot standardot tartalmazd mintdn végzett kisérlet eredményeként
megallapithatd, hogy a kromatografias csucsok elvalasa nem megfeleld, a peptidek mennyiségi

meghatarozasa nem megoldhaté ezen modszer szerint.
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11. dbra a vizsgalt peptidek 195 nm hullamhosszon, diddasoros detektalas soran kapott
kromatogramja (Alanil-glutamin (3,66 min.), L-karnozin (3,78 min.), L-glutation (4,12 min.),

y-Glutamil-cisztein (4,48 min.), Aszpartam (5,07 min.)) (forras: sajat szerkesztés)

A kromatogramban 3,66 min. (Alanil-glutamin), 3,78 min. (L-karnozin), 4,12 min. (L-
glutation), 4,48 min. (y-glutamil-cisztein) és 5,07 min. (aszpartdm) retencios id6vel rendelkez6
csucsok jelentek meg. A munka jelen fazisdban a standardok egyértelmii elvalasztasa a feladat,
mivel a fenti kromatogrambol egyértelmtien latszik, hogy tovabbi vizsgalatok sziikségesek, majd
ezt kovetéen lehetséges realis mintdkbdl szarmazo extraktumok peptid tartalmanak kvalitativ

meghatarozasa.
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5.3. Fényszorason alapuld (ELS) detektélasi vizsgalatok értékelese Kis

molekulatémegii peptidek kromatografids meghatarozasa soran

A tiol csoportot nem tartalmazd peptidek vizsgalata sordn az ELS detektalas eredményeit
tdmegspektrumok alapjan szerkezet meghatarozassal igazoltam. A harom standardot tartalmazo

minta kromatogramjat, szerkezeti képletét és tomegspektrumat a 12. dbra mutatja:
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12. &bra alanil-glutamin, L-karnozin és aszpartdm ELS detektalast kovetéen kapott

kromatogramok és a vegyuletek tomegspektrumai (forrés: sajat szerkesztés)

A kromatogramban 4,11 min (Ala-gIn), 5,80 min (L-kar) és 13,68 min (Apm), retencios
idével jelentkezett a hdrom vegyllet kromatografias csicsa. A kromatogramok kiértékelése
alapjan megallapithatd, hogy a harom vizsgélt peptid retencids ideje megfelelé a mingségi
meghatarozashoz, azonban a jelalak és jelintenzitds nem megfelelé, a mennyiségi meghatarozas
szamara nem alkalmazhaté kells biztonsaggal. A tiol csoportot tartalmaz6é peptidek
meghatdrozasa ELS detektalassal nem hajthatd végre, mivel a 100 °C korlli hémérsékleten

torténé kodképzés és parologtatas a peptidek bomlasat okozza.
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5.4. Komplexképzé fémek alkalmazasa a peptid stabilitas fokozasa érdekében

A szabad peptid vegyiletek 200 nm korili hullamhossz tartomanyban elvégzett
detektalasa nem mutatott elfogadhaté jelszeparéaciot a kromatogramban. Mivel szabad forméban
a peptidek kromatogréafidas meghatarozasa nem valdsithatdé meg, a vizsgalt peptidek
kromatogréfiads meghatarozadsdhoz komplexkepzé fémeket alkalmaztam. A peptid-fem komplex
vegylletek detektalasa 203 nm hullamhosszon tortént diddasoros detektalas mellett. A
vizsgéalatok alapjan megéllapithatd, hogy az ezist ionokkal alkotott peptid komplexek nem
eredményeznek megfelel6 jelszeparaciét a kromatogramban. A kéntartalml peptidek rézzel
alkotott komplex vegyiletek meghatarozasa soran a kromatografias csucsok (12,9 min. y-Glu-
cis; 15,9 min. Gsh) elvalasa megfelelé (13. abra), azonban a jelalak és az intenzitds nem teszi
lehet6vé kromatogréfids mennyiségi meghatarozasukat. A cink esetében detektalt kromatografias
jelek a két kén tartalmu peptidnél alacsony retencids idével jelentkeztek, azonban a jelszeparécié
nem megfelelé, mennyiségi meghatarozas nem végezhet6 ezek alapjan.

A Cd** és Zn*" ionokkal kezelt oldatok esetén a kromatografias tulajdonsagok hasonléak,
azonban a kadmium-peptid komplex kialakulasakor jobb hatasfoku jelelvalas allapithaté meg a

tobbi alkalmazott fémvegyilethez viszonyitva a kromatogramok alapjan.
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13. dbra a peptid-fém komplexek kromatografias értékelése ezust, réz, cink és kadmium

komplexképzok alkalmazésa esetén (forras: sajat szerkesztés)
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A 14. abrén lathat6 kromatogram alapjan a két tiol tartalmd peptid kadmiummal alkotott
komplexének vizsgélatait végeztem el. A kadmium alkalmazdsa a kénmentes peptidekhez
hasonloan stabilitdst novelé céllal, komplexképzé femvegyiletként tortént. A kadmiummal
tortén komplex képz6dés biztositasahoz a komplexképzé femet a két peptid standard oldatahoz
kiilon adagolva, majd a kadmiumot a két peptidet egyszerre tartalmazo oldatba is bekevertem,
figyelve a peptidek és fémek kapcsolodési lehetéségeire. A tiol tatalmua és tiol csoportot nem
tartalmazd peptidek kadmiummal torténé komplexképzesét meghatarozé6 kromatogréfias
mddszer azonos. A kromatografids vizsgalatok soran kapott kromatogramok kiértékelése ez

esetben is 203 nm hullamhosszon tortént hasonld vizsgalati és detektalasi paraméterek

M Mix2

alkalmazésa mellett.

S SH
E Ho/ﬁ\_/\/ﬁ\NHJi"/Nm/ﬁ\OH
~— rlez o
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14. &bra kéntartalmu peptidek Cd-komplexalt formajanak folyadék-kromatogréfias
meghatarozasa (UV/VIS detektalas 203 nm) (forras: sajat szerkesztés)

A y-Glu-cis retenciés ideje 4,56 min., az L-glutation 4,1 min. retencids idével
detektalhatd. A két vegyilet a fenti Kisérleti kortilmények kozott kozel alapvonalon térténé
elvalasa lehet6vé teszi kvantitativ meghatarozasat. A megfelelé jelelvalas az MS detektalast is
lehetové tette. A HPLC vizsgalat sordn a tomegspektrometrids detektalast alkalmazva az ion-
kromatogramok alapjan Kkerliltek meghatarozasra a molekulatdmegek és a peptid-fém

kapcsolddasok.
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Az L-glutation MS spektrumaban a ligandum moltdémegén kivil (308 g/mol) (15. abra)
megjelennek a kadmium komplexre jellemz6 témeggel rendelkez6 csucsok is, melyet a csicsok
intenzitdsanak elméleti szadmitdsaival is igazoltam (16. 4&bra). A Kiértékelés sorén
megallapitottam, hogy a tomegspektrumban harom komplex forma jelentkezett. Az els6 esetben
egy glutation molekula kapcsolodik egy kadmiummal, melynek igazolasakent a CdL:420 g/mol
molekula tdmeg hatarozhaté meg a tomegspektrum értékelése soran. A méasodik lehetéseg a
peptid-fém komlex kialakuldsara az egy kadmium és két peptid molekula 6sszekapcsolddasa,
mely CdL,:727 g/mol tomegertékkel jelenik meg a spektrumban. A harmadik kapcsolodasi
forma a két kadmium kett6 peptiddel alkotott komplexe, mely Cd,L,:836 g/mol témeg

detektalasaval igazolhat6 a tomegspektrometrias detektalds soran (17. abra).
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15. &bra az L-glutation kadmiummal alkotott komplexének témegspektrometrias detektalasa

(forras: sajat szerkesztés)
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16. abra az L-glutation kadmiummal alkotott komplexének tomegspektrometrias detektalasa az

elméleti és a tapasztalt tomegértékekkel (forras: sajat szerkesztés)
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17. &bra az L-glutation kadmiummal alkotott komplexeének tomegspektrometrias detektalasa a

fem-peptid komplexek kialakulasanak lehetéségeivel (forrés: sajat szerkesztés)

A y-glutamil-cisztein esetén a ligandum 251 g/mol témegt (19. &bra), a glutationtol

eltéréen azonban az MS spektrumban csak kétféle kapcsolodasi format sikeriilt megbizhatéan

meghatarozni. Az els6 komplex lehetéség az egy peptid egy fém kapcsolédasa, mely CdL 363

g/mol tomegértékkel jelentkezik a tomegspektrumban. A masik komplex képzodési alternativa

az egy peptid két fémmel alkotott komplex vegytilete, melyet CdL, 612g/mol tdmegértékkel

azonositottam a tomegspektrumban (20. abra).
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18. &bra a y-glutamil-cisztein kadmiummal alkotott komplexének tdmegspektrometrias

detektalasa (forras: sajat szerkesztés)
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Int. X1.000.000
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19. &bra a y-glutamil-cisztein kadmiummal alkotott komplexének tdmegspektrometrias

detektalasa az elméleti és a tapasztalt tomegértékekkel (forrés: sajat szerkesztés)
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20. 4bra a y-glutamil-cisztein kadmiummal alkotott komplexének tdmegspektrometrias

detektalasa a fém-peptid komplexek kialakulasanak lehetéségeivel (forras: sajat szerkesztés)

Az ionkromatogramokban lathatd peptid:fém komplexek Kkialakulasi viszonyai oldatbeli
koncentraciojuk eltéréséb6l és aranyabol egyértelmiien nem megallapithatd, ugyanakkor a
komplexek képz6désének helye sem igazolhatd egyértelmiien. Az elvégzett vizsgélatok alapjan
az allapithatd meg, hogy a kilonbozé komplex formak egyetlen kromatogréfids csucsban
jelentkeznek. A komplexek képzédése torténhet az oldatokban és torténhet a témegdetektorban

az ionizacio soran is.
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abszorbancia (A)

5.5. Danzil-koliddal végrehajtott szarmazekképzési modszer eredményei

A peptidek kvalitativ és kvantitativ meghatarozasat standard vegydleteikbél danzil-
kloriddal végzett szdrmazékok azonositasaval végeztem el. A kén tartalmd peptidek vizsgalata
soran megallapitottam, hogy a danzil-kloriddal torténé szarmazékképzodést kovetéen nem
lehetséges kell6 hatékonysdgl kromatogréafias meghatarozas. A tovédbbiakban a vizsgélatok
alapjan a tiol csoportot nem tartalmazé peptidek (Ala-gln; Apm, L-kar) kromatografias
meghatdrozasat végeztem el Danzil-kloriddal tortént szarmazékképzést kovetéen a 4.5.
fejezetben meghatarozott modszer alapjan. A kromatogréafias elvalasztas detektalasa diddasoros
detektorral tortént, a kromatogramokat 290 nm hulldmhosszon értékeltem ki. A 290 nm
hulldmhosszon torténé kiértékelés indoklasat a 21. abra szemlélteti, melyen az L-karnozin
danzil-kloriddal alkotott komplexének UV/VIS spektruma lathatd. A spektrum alapjan
egyértelmiien megéllapithatd, hogy a danzil-peptid komplex maximalis abszorbanciaja 290 nm

hulldamhosszon talalhato6.

1.5

0.5
L-Kar (290 nm)

T T T I T T T 1

T
500  hulldmhossz (nm)

21. &bra Danzil-kloriddal szd&rmazékolt peptidek maximalis abszorbancigjanak igazolasara
szolgalo UV/VIS spektrum az L-karnozin peptid peldajan szemléltetve

(forrés: sajat szerkesztés)
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Az alanil-glutamin kromatografias vizsgalata alapjan a vizsgalt vegyilet retencios ideje
9,05 perc. A kapott kromatogram alapjan megallapithaté (22. &bra), hogy a danzil-kloriddal
szarmazékolt peptid mennyiségi meghatarozasara alkalmazott modszer megfelelé. A jelelvalas
alapvonalon torténik és a jelalak is megfelelé.
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22. abra az alanil-glutamin UV/VIS detektalas soran kapott kromatografias jele és szerkezeti

képlete danzil-kloriddal tortént szarmazékképzést kovetéen Rt=9,05 min. retencios id6 esetén
(forras: sajat szerkesztés)

A modszer hatékonysaganak igazolasara szerkezetbizonyitast végeztem HPLC-MS
(Shimadzu LCMS-2010) készulékkel atmoszférikus nyomason végzett kémiai ionizacio (APCI)
ionizacié mellett. Az Ala-gin retencios ideje 15,5 perc és a cstucs MS spektrumaban (23. abra)
egyetlen nagy intenzitasu baziscsucs jelenik meg a 451 g/mol méltdmeggel, ami arra utal, hogy a
dipeptid molekula egyetlen danzil csoportot tartalmaz (217+234). A fragmentéciok alapjan

bizonyithatd volt, hogy a danzil szubsztitcio a lancvégi amino-csoporton tértént meg.
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23. 4bra az alanil-glutamin tdmegspektruma m/z=50-2000 és m/z=50-460
(forrés: sajat szerkesztés)

A danzil-klorid szarmazékképz6 alkalmazésa soran az alanil-glutamin mennyiségi
meghatérozasat kilsé kalibrécio felallitasaval hajtottam végre. A kalibréciot lineéris illesztésével
végeztem, a korrelacié értéke (R?), mely a kalibraciés pontok egyenestél valé eltérést mutatja,
0,9999 értéket adott, azaz a kalibracios oldatokhoz tartoz6 koncentracio értékei jol illeszkednek
az egyenesre, a koztuk lévo 0sszefliggés linearisnak tekintheté (24. dbra). Az alanil-glutamin
meghatarozas érzékenysége az egyenes meredekségébdl adoddan megfelelének mondhatd,
azonban elmarad az L-karnozin érzeékenységétol, mivel a peptidhez egyetlen danzil csoport
kapcsolodik. A tdmegspektrometrias detektalas sordn egy kromofor kapcsolodéasat igazoltam (23.
abra) 451 g/mol tomegértékkel.
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intenzitas
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24. abra Danzil-kloriddal szarmazékolt alanil-glutamil kalibréaciés goérbéje
(forrés: sajat szerkesztés)

Az aszpartam kromatografias meghatarozasa soran megallapitottam, hogy a danzil-

kloriddal tortént szarmazékképzést kdvetéen a danzil-peptid UV-aktiv szarmazék retencios ideje

R: = 14,9 min. Az alanil-glutamin esetén tapasztalt 9 perc korili retencios idéhoz viszonyitva a

jelszeparacié megfeleld, a kidolgozott mddszer ez esetben is megfelel a késébbi mennyiségi

meghatarozas szamara (25. abra).

150

100

50

25.

mAU
7 (290 nm)
Aszpartam H,C
\
£
H,C O“CH3 Rt=14.9min
O ,0 O
%
NH—/
l Ho{
¢)
I I I I I I
retencios ids(min)
8.7 10.7 12.7 14.7
abra az aszpartam UV/VIS detektalas soran kapott kromatogréfias jele és szerkezeti képlete

danzil-kloriddal tortént szarmazékképzést kdvetéen Ri=14,9 min. retencios id6 esetén
(forras: sajat szerkesztés)

46



Az aszpartdm-danzil szarmazék esetében is elvégeztem a tomegdetektalast szerkezetazonositas
céljabél. A HPLC csucs 19,9 min. retenciés idével rendelkezett, a baziscslcshoz tartozd
komponens molekulatdmege 528 g/mol (26. abra), ebben az esetben is egyetlen danzil csoport
talalhatd a molekulan (294+234). A fragmentaciok elemzése ebben az esetben is bizonyitotta a

lanc végi amino csoport szubsztitdcidjat.
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26. bra az aszpartam tdmegspektruma m/z=50-2000 és m/z=50-550 (forrés: sajat szerkesztés)

A danzil-klorid sz&rmazékképzé alkalmazasa sordn az aszpartdm mennyiségi
meghatarozasat szintén kuls6é kalibracio alkalmazasaval hajtottam végre. A kalibréciot linearis
illesztésével végeztem, a korrelacio értéke R?=0,998, azaz a kalibraciés oldatokhoz tartozé
koncentracio értékei jol illeszkednek az egyenesre, a koztuk lévo Osszefuggés linedrisnak
tekinthetd (27. abra). Az aszpartam meghatarozas érzékenysége nagysagrendileg azonos
tartomanyba esik az alanil-glutamin kalibracidja soran tapasztalt értékhez viszonyitva, mivel a
egymashoz kozeli érték. Ezt alatdmasztja, hogy mindkét vegyilet esetén egy danzil molekula
kapcsolodik a peptidhez, mig az L-karnozin esetén két szdrmazékképz6 kapcsolddasat lehet

igazolni.

47



x1e3

12 |
y = 1235.2x - 656.89
10 . R’=0.998

tertlet

27. abra Danzil-kloriddal szarmazékolt aszpartam kalibracids gorbéje
(forrés: sajat szerkesztés)

A danzil-kloriddal végzett szdrmazékképzést kdvetéen a harmadik kénmentes peptid
esetében (L-karnozin) is elvégeztem a kidolgozott modszer szerinti kromatogréfids vizsgalatot.
Megallapitottam a vegyilet retencios idejét (Ri= 15,9 min.) (28. abra), mely az Ala-gln esetén
tapasztalt 9,05 min. és az Apm vizsgalata soran megéallapitott 14,9 min. értékekhez viszonyitva

megfelel6 jelszeparaciot eredményez a kromatogramban a hdrom vegyulet egyuttes vizsgalata.
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28. bra az L-karnozin UV/VIS detektalas soran kapott kromatogréfias jele és szerkezeti képlete
danzil-kloriddal tortént szarmazékképzést kdvetéen R=15,9 min. retencios idé esetén
(forras: sajat szerkesztés)
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29. abra az L-karnozin tomegspektruma m/z=50-2000 és m/z=50-700 (forras: sajat szerkesztés)

Az L-karnozin esetén a HPLC csucs 15,9 min. retencios idovel rendelkezett és a csicshoz
tartozé komponens molekulatdmege 693 g/mol, ebben az esetben két danzil csoport talalhaté a
molekulan (226+2*234). A fragmentaciok elemzése ebben az esetben bizonyitotta a lanc végi
amino csoport szubsztitlciojat, azonban az imidazol gyirti NH-csoportja is danzil csoporttal
szubsztitualt (29. abra).

A danzil-klorid szarmazékképzé alkalmazasa soran az L-karnozin mennyisegi
meghatérozasat kilsé kalibrécio elvégzésével hajtottam végre. A kalibréciot lineéris illesztésével
végeztem, a korrelécio értéke R?=0,9985, azaz a kalibraciés oldatokhoz tartozé koncentracié
értékei jol illeszkednek az illesztett egyenesre, a kdztlk 1évo 6sszefliggés lineéris (30. abra).

Az L-karnozin meghatarozas érzékenysége egy nagysagrenddel jobb értéket adott a
masik két kénmentes peptid esetén tapasztaltakhoz viszonyitva. Magyardzatként a
tdmegdetektalas sordn megallapitott két szarmazékkeépzé kapcsolddasa szolgal, mely sorén a két
kromofor kapcsolddasa noveli a peptid meghatarozasi modszer érzékenységét. Az L-karnozin és
az aszpartdim meghatarozasi modszer érzékenységének &sszehasonlitdsara vonatkozo

megallapitas igazolaséara a 31. dbran kerilt 6sszevetésre a két peptid kalibracios egyenese.
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30. abra Danzil-kloriddal szarmazékolt L-karnozin kalibracids gorbéje
(forrés: sajat szerkesztés)
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31. 4bra Danzil-kloriddal sz&rmazékolt L-karnozin és azpartam meghatarozasadhoz hasznalt
kalibréacids egyenesek meredekségének 0sszehasonlitasa (forras: sajat szerkesztés)

A kémiai analizis teljesitoképességének meghatarozasa az adott peptidhez tartozd
kromatogram jel-zaj viszonyainak aranyaival kerilltek megallapitasra. Az L-karnozin
meghatarozasa soran a kimutatasi hatar 16 pug/l, az alanil-glutamin kimutatasi hatara 17 pg/l, mig

az aszpartam kimutatasi hatara 160 pg/I.
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5.6. OPA szarmazekképzést kdveté meghatarozas eredményei

A danzil-kloriddal végzett szarmazékképzési vizsgalatok eredményei alapjan
megallapitottam, hogy az 6t peptid egylttes meghatarozasa nem célszerti, mivel a vizsgalt
kénmentes vegylletek szarmazékai nem eredményeznek értékelheté kromatografias jelet a
mennyiségi meghatarozashoz. Az egy modszer szerinti meghatarozést figyelembe véve Gjabb
szarmazékképzési modszert (OPA) alkalmaztam és a peptid-OPA szarmazékok meghatarozaséat
UV/VIS detektalas mellett fluoreszcens detektalassal (RF) is végrehajtottam.

5.6.1. UV/VIS (DAD) detektalds OPA szarmazékképzést kdvetéen

A 4.6. fejezetben ismertetett szarmazékképzési eljarast kovetéen az 6t peptid egyuttes
meghatrozasat diodasoros detektélas alkalmazésaval vegeztem el. Az OPA peptid szarmazékok
UV/VIS detektalasa soran megéallapitottam, hogy a vizsgalt sz&rmazékok meghatarozésa 336 nm
hulldmhosszon indokolt, itt detektaltam a legintenzivebb jelet, a retenciés idé 5-30 perc kdzott
valtozott. Megallapithatd, hogy a kénmentes peptidek retencios ideje jelentésen megndvekedett a
danzil-kloriddal szarmazékolt mintdk DAD vizsgélatahoz viszonyitva az OPA szarmazékolast
kdvet6 DAD detektélas soran. A 32.-t6l 41.-ig feltiintetett 4brak alapjan megéllapithato, hogy a
kénmentes peptidek orto-ftalaldehiddel tortént szarmazékképzést kdvetéen, diddasoros
detektalas alkalmazédsidval a harom vegyilet retencios idejének kozelsége miatt nem adott
elfogadhato elvalasztast. Az alanil-glutamin retencios ideje (R=27,9 min.) és az aszpartam
retencids ideje (R=27,14 min.) még kell6 tavolsdgban van egymashoz a két vegyiilet egyideji
meghatdrozasara, azonban az L-karnozin meghatarozasa soran detektalt R=28,0 min. retencios
id6 mar nem megfelelé a mennyiségi meghatarozés végrehajtasahoz az alanil-glutamin retenciés
idejét figyelembe véve. A danzil-kloriddal tortént szarmazékképzést kdveté kromatografias
meghatarozas soran a vizsgalt vegylletek retencids ideje is alacsonyabb, ezaltal a vizsgalat
idétartama is lerdvidul, mely gyorsabb meghatdrozast eredményezhet. A kimutatdsi hatéar
meghatarozasa is megtortént az OPA szarmazekképzést kdvetéen, diddasoros detektalds

alkalmazésa mellett.
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32. 4bra az Ala-GIn UV/VIS detektalas soran kapott kromatografias jele és szerkezeti képlete
orto-ftalaldehiddel tortént szarmazékképzést kovetéen Ri=27,9 min. retencids id6 esetén
(forrés: sajat szerkesztés)
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- y = 1454.5x - 148.9
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e 20000+
10000+
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33. bra Orto-ftalaldehiddel szarmazékolt alanil-glutamin kalibracios gorbéje diédasoros
detektalast kdvetéen (forras: sajat szerkesztés)

Az orto-ftalaldehid szdrmazékképzzési modszert koveté mennyiségi meghatarozas kilsé
kalibraci6 meghatarozasaval tortént. A kalibraciot linedris illesztéssel végeztem, a korrelacié
értéke (R?) alanil-glutamin esetén 0,9996 értéket adott, azaz a kalibracios oldatokhoz tartozé
koncentracio értékei jol illeszkednek az illesztett egyenesre, a koztik 1évé dsszefliggés linearis.
Az orto-ftalaldehiddel torténé szarmazékképzést koveté UV/VIS detektalas érzékenysége kozel
azonos a danzil kloriddal tortént szarmazékképzest kovetéen alkalmazott UV/VIS detektalashoz

viszonyitva, emellett a kimutatasi hatar 17 pg/l-ré61 57 pg/l-re emelkedett.
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34. dbra az Apm UV/VIS detektalas soran kapott kromatogréfias jele és szerkezeti képlete orto-
ftalaldehiddel tortént szarmazékképzést kovetéen Ri=27,14 min. retencids id6 esetén
(forrés: sajat szerkesztés)
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35. bra Orto-ftalaldehiddel szarmazékolt aszpartam kalibracios gorbéje diddasoros detektalast

kovetden (forrés: sajat szerkesztés)

Az aszpartdm mennyiségi meghatarozasahoz sziikséges kalibracié meghatarozasa soran

megéllapithat6, hogy a R?= 0,9995, azaz a kalibracids oldatokhoz tartozé koncentréacié értékei jol
illeszkednek az illesztett egyenesre, a koztlk lévé dsszefiiggés linearisnak tekinthets. Az orto-
ftalaldehiddel tortén6 szarmazékképzést koveté UV/VIS detektalas érzékenysége kis mértékben
romlott a danzil kloriddal tortént szarmazékképzést kovetéen a kalibrécios egyenesek
meredeksegét Osszevetve, azonban a danzil-kloriddal szarmazékolt aszpartdm UV/VIS

detektalasa soran kapott kimutatasi hatar 160 pg/l koncentraciordl 92 pg/l-ra csokkent.
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Az L-karnozin orto-ftalaldehiddel tortén6 szarmazékképzését koveté UV/VIS detektalas
sordn megéllapithatd, hogy a danzil-kloriddal tortént szdrmazékképzést kovetéen jelentésen
romlott a mddszer érzékenysége (csokkent a kalibracios egyenes meredeksége) é€s a kimutatasi
hatar is emelkedett 16 pg/l -r61 81 pg/l koncentraciora.
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36. dbra az L-kar UV/VIS detektélas soran kapott kromatografias jele és szerkezeti képlete orto-
ftalaldehiddel tortént szarmazékképzést kdvetéen Ri=28,0 min. retencids id6 esetén
(forrés: sajat szerkesztés)
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37. abra Orto-ftalaldehiddel szarmazékolt L-karnozin kalibracios gorbéje diédasoros detektalast
kovetden (forrés: sajat szerkesztés)

Osszességében megallapithatd, hogy az orto-ftalaldehiddel torténd szarmazékképzést
kdvetd UV/VIS detektéalas nem eredményezett javulast a peptidek mennyiségi meghatarozésa és
a Kimutatasi hatar meghatarozasat figyelembe véve.
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A tiol csoportot tartalmazo peptidek OPA szarmazékképzését kdveté UV/VIS detektalas
alapjan megallapithatd, hogy a retencios idék értekei alacsonyabbak (Ri(y-Glu-Cis)= 5,90 min.;
Ri(Gsh)= 7,60 min.), mint a kénmentes peptidek kromatografids meghatarozasa soran
tapasztaltam. A két vegyulet retenciés ideje egymastol kell6 tavolsagban jelentkezik, alapvonali

elvalasuk megfelel6, ezaltal mennyiségi meghatarozasuk is kellé biztonsaggal végrehajthato.
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38. &bra a Gsh UV/VIS detektélas soran kapott kromatografias jele és szerkezeti képlete orto-
ftalaldehiddel tortént szarmazékképzést kdvetéen R=7,60 min. retencios id6 esetén

(forrés: sajat szerkesztés)
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39. bra Orto-ftalaldehiddel szarmazékolt L-glutation kalibréaciés gorbéje diddasoros detektalast
kovetden (forrés: sajat szerkesztés)

A glutation orto-ftalaldehiddel tortént szarmazékképzeset kovetd mennyiségi
meghatarozast szintén kilsé kalibraciés mddszer alkalmazésival végeztem. A mérés sordn
kapott R®= 0,9979 érték alapjan megallapithaté, hogy a kalibraciés oldatokhoz tartozé
koncentracio értékei jol illeszkednek a trendvonalra, a koztik lévé 6sszefiiggés linedrisnak
tekinthet6. Az orto-ftalaldehiddel torténé szarmazékképzést koveté UV/VIS detektalas
érzékenysége azonos nagysagrendet ér el a y-glutamil-cisztein meghatarozésa sorén tapasztalt

meredekseggel, a Kimutatasi hatar 76 pg/l.
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40. abra a y-glutamil-cisztein UV/VIS detektalas soran kapott kromatografias jele és szerkezeti
képlete orto-ftalaldehiddel tortént szarmazékképzést kovetéen R=5,90 min. retencids id6 esetén
(forrés: sajat szerkesztés)
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41. abra Orto-ftalaldehiddel szarmazékolt y-glutamil-cisztein kalibracios gorbeje diédasoros
detektalast kdvetéen (forras: sajat szerkesztés)

A vy-glutamil-cisztein orto-ftalaldehiddel tortént szarmazekképzését kdveté mennyiségi
meghatérozés soran R*= 0,9979 értéket hataroztam meg. A szarmazékképzést kovets UV/VIS

detektalas érzékenysege azonos nagysagrendi a glutation meghatirozasa soran tapasztalt
meredekséggel, a kimutatasi hatar 64 pg/l.
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5.6.2. Fluoreszcens detektélas (RF) eredményei OPA szarmazékképzést kdvetéen

A vizsgalt peptidek fluoreszcens detektor (RF) alkalmazéasaval torténé meghatarozésat a
4.6. fejezetben ismertetett szarmazékképzési modszert kovetéen végeztem el. A kromatografias
detektalast 340 nm gerjesztési és 455 nm detektalasi hullamhosszon hajtottam végre. A két tiol
tartalmd peptid esetében megéllapithatd, hogy az UV/VIS detektélashoz hasonléan, alacsony
retencios idokkel jelentkeztek a kromatogramban (Ry-cu-cis= 5,97 min.; Rigsh= 7,63 min.). A
kromatografias jelek alakja megfelels, elvalasuk alapvonalon torténik, mennyiségi
meghatarozasuk kello biztonsadggal megvaldsithatd az alkalmazott mddszer alapjan. A tiol
tartalmd peptidek esetében a fluoreszcens detektalassal torténé mennyiségi meghatarozas (OPA
szarmazékképzést kovetéen) soran 25 mg/l maximalis koncentrécidval rendelkez6 kalibracids
oldatokhoz tartoz6 kromatogramok teriilet alapl integralasaval kapott értékekre egyenes
illesztéssel hataroztam meg a linearitéasi tartomanyt. A linearitas megfelel6 a felvett kalibracios
tartoméanyban, az R® értéke 1-hez kozelité érték, L-glutation esetén R?*= 0,9959; y-glutamil-
cisztein esetén pedig R*= 0,9993.
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42. dbra az L-glutation fluoreszcens detektalas soran kapott kromatografias jele és szerkezeti
képlete orto-ftalaldehiddel tortént szarmazékképzést kdvetéen R=7,63 min. retencids id6 esetén
és a peptid mennyiségi meghatarozasahoz szikséges kalibraciés gorbe (forras: sajat szerkesztés)

A kromatogram kiértékelése soran kapott relativ retenciés id6 értéke a kapcsolt
detektalasi rendszerb6l adddoan eltolddik az UV/VIS detektalds tapasztalt retencios értékhez
viszonyitva (AR=0,03 min.). A kromatografias vizsgalat alapjan megallapithato, hogy a vizsgalt
vegylilet mennyiségi meghatarozasa kellé biztonsaggal végrehajthatd. A szamitott kimutatasi
hatar 2,1 pg/l, mely jelentés javulas az UV/VIS detektalds sordn kapott 76 g/l értékhez

viszonyitva.
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43. dbra a y-glutamil-cisztein fluoreszcens detektalas soran kapott kromatografias jele és
szerkezeti képlete orto-ftalaldehiddel tortént sz&rmazékkepzést kovetéen Ri=5,97 min. retencios
id6 esetén és a peptid mennyiségi meghatarozasahoz szilkséges kalibracios gorbe
(forras: sajat szerkesztés)

A y-glutamil-cisztein orto-ftalaldehiddel tortént szarmazekképzését kovetd fluoreszcens
detektdlas eredmenyének Kiértékelését kovetéen megdallapithatd, hogy a vizsgalt peptid
mennyiségi meghatarozdsa szamara a kidolgozott modszer megfeleld, az UV/VIS detektalds

sorén a kimutatasi hatar értékét 64 pg/l -rél 1,3 pg/l koncentracioban allapitottam meg.

A kénmentes peptidek fluoreszcens detektalasa soran kapott kromatogramok kiértékelése
alapjan megéllapithato, hogy a retencids id6k kozelsége nem teszi alkalmassa mennyiségi
meghatdrozasukat az OPA szarmazékképzést kdvetéen. A Kkapcsolt rendszerben torténé
detektalas alapjan kapott, az adott peptidhez tartozé relativ retenciés idok az UV/VIS

detektalasnal tapasztalt retencios idéket kovetéen, mintegy 0,1 min. detektalasi id6 eltoldédassal
jelentkeztek.
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44. dbra az aszpartam fluoreszcens detektalas soran kapott kromatografias jele és szerkezeti
képlete orto-ftalaldehiddel tortént szarmazékképzést kovetéen R=27,24 min. retencios idé esetén
és a peptid mennyiségi meghatarozasahoz sziikséges kalibracios gorbe
(forrés: sajat szerkesztés)

L-Karnozin
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45. dbra az L-karnozin fluoreszcens detektalas soran kapott kromatografias jele és szerkezeti
képlete orto-ftalaldehiddel tortént szarmazékképzést kdvetéen Rt=28,12 min. retencios id6é
esetén és a peptid mennyiségi meghatarozasahoz sziikséges kalibraciés gorbe

(forras: sajat szerkesztés)
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46. abra az alanil-glutamin fluoreszcens detektalas soran kapott kromatogréafias jele és
szerkezeti képlete orto-ftalaldehiddel tortént szarmazékkepzést kovetéen Ri=27,94 min. retencios
id6 esetén és a peptid mennyiségi meghatarozasahoz szikséges kalibracios gorbe
(forras: sajat szerkesztés)

A mennyiségi meghatarozas alapjan az orto-ftalaldehiddel tortén6é szarmazékképzést
kdvetd meghatarozds soran a modszer érzékenysége mindharom esetben javult fluoreszcens
detektalast kovetéen a DAD detektaldsi modnal tapasztalt ertékekhez viszonyitva. A mddszer
kimutatasi hatara az aszpartam esetében 92 pg/l -rél 22 pg/l -re, az alanil-glutamin vizsgéalata
soran 56 pg/l -rél 42 pg/l -re, mig az L-karnozin esetében 81 pg/l -rél 55 pg/l mennyiségben
kerillt megallapitasra. A tapasztalt retencios idok kozelsége alapjan azonban a mennyiségi
meghatarozas szdméra a danzil-kloroddal torténé szarmazékképzesi eljarast koveté UV/VIS

detektalas alkalmazasa javasolt a tiol csoportot nem tartalmazé peptidek vizsgalata soran.
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A redlis mintédk peptid tartalmanak meghatarozasat megel6zéen a kifejlesztett analitikai
mddszerek fébb paramétereit is 0sszefoglaltam és értékeltem, melyek az 1. tablazatban kerlilnek
bemutatasra. Az adott mddszernek megfeleléen a mddszerek linearitasa hasonlé koncentracio
tartomanyba esik, a danzil-kloriddal tortént szarmazékképzeést kdvet6 DAD detektalas
alkalmazésaval 1-10 mg/l kdzotti koncentracidban, mig az OPA szarmazékképzést koveto
fluoreszcens detektalas alkalmazasaval 5-25 mg/l kozotti koncentracioban allapitottam meg a
linearitasi tartomanyt.

A kimutatdsi hatdrok tekintetében megallapithatd, hogy a danzil-kloriddal tortén6
szarmazékképzést koveto diddasoros detektalas alkalmazasakor az aszpartam esetében 160 pg/I,
azonban a masik két, tiol csoportot nem tartalmazé vegyiilet esetében 16 pg/l és 17 pg/l
értékeket allapitottam meg. Az orto-ftalaldehiddel tortént szarmazékképzést kdvetéen a tiol
funkcios csoportot tartalmazo peptidek kimutatasi hatarat 1,3 pg/l és 2,1 pg/l koncentracioban
allapitottam meg.

A visszamérés hatékonysagéat, ismert koncentracioju standard oldatokon végeztem el az adott
mddszernek megfelel6en. Az eredmenyek Kiértékelése alapjan megéllapithatd, hogy modszertél
fuggetlenil 90%, vagy azt meghalad6 visszamérési hatasfokot eértem el az adott peptid standard
oldat mennyiségi meghatarozésa soran. A legalacsonyabb (90%) értéket az aszpartam esetében
allapitottam meg, azonban a 90%-ot meghalad6 hatésfok elfogadhaténak mondhat6 az analitikai

mérések soran.

1. t&blazat a kifejlesztett kromatografias modszerek kimutatasi hatara, linearitasi tartoméanya

és visszamérési hatékonységa. (forras: sajat szerkesztés)

kimutatasi linearitési visszamérési
hatar (ug/l) | tartomany (mg/l) hatékonysag (%)
Apm* 160 1-10 90
Ala-GIn* 17 1-10 98
L-Kar* 16 1-10 9
Gsh** 2,1 5-25 93
v-Glu-cis** 1,3 5-25 93

*: Danzil-kloriddal tortént szarmazékképzést kovetéen DAD detektalas alkalmazésa.

**:0OPA szarmazékképzést kovetéen RF detektalas alkalmazasa.

61



5.7. Peptidek stabilitdsanak vizsgalata kdrnyezeti paraméterek fliggvényében

A kornyezeti paraméterek hatasainak vizsgalati eredmeényei és vizsgalatokbdl levonhato6
kovetkeztetések kulon alfejezetben kertilnek ismertetésre a tiol csoportot nem tartalmazo és a
kéntartalmu peptidek esetében, részben a kromatografids meghatarozasi modszer, részben az

eltéro stabilitasi paraméterek alapjan.

5.7.1. Tiol csoportot nem tartalmazo peptidek stabilitdsi viszonyai a kornyezeti hatdsok

flggvényében

Savas kozegben (pH=4) az L-karnozin megfelel6 stabilitdst mutatott, 30 nap utan a
bemért minta mennyiségének 87,2%-at lehetett visszamérni. Az aszpartam esetén mar a 12.
napon vett minta esetén csak 19,4%-os szintet mértem, a kisérlet inditdsa utdn harom nappal is
markéans koncentracié csokkenést tapasztaltam, melynek mértéke megkozeliti a 60% értéket. Az
alanil-glutamin mennyisége a hosszi tavu stabilitas vizsgélat soran megkdzelitéen 57%-on
stabilizalodott (pH=4). A semleges pH-n végzett kisérletek soran jelentos csokkenést mutatott az
alanil-glutamin, 30 nap utan 13,1%-ot lehetett visszamérni. Az Apm mennyisége harom nap utan
4,4%-ra csokkent és tovabbi csokkenes volt tapasztalhatd az 1%-os szint eléréséig. Az L-
karnozin mennyisége semleges pH-n a 75%-0s szintig csokkent a hossz( tavl eltarthatosagi
vizsgalat alatt. A bazikus pH-n tortént vizsgélatok alatt az alanil-glutamin mennyisége
folyamatosan csokkent, 30 nap utan 6,4%-0s mennyiséget lehetett kimutatni. Az aszpartam
mennyisége bazikus kdzegben drasztikusan csdkkent, harminc nap utan a bemért mennyiség
0,4%-at lehetett kimutatni. Az L-karnozin mennyisége bazikus k6zegben mintegy 64%-0s szintet
mutatott harminc nap utéan a kiindulasi mennyiséghez képest.

Oxidal6 kozegben az Ala-GIn mennyisége folyamatosan csdkken, harminc nap utan 10%-o0s
szintet detektaltam. Az oxidalé kdzeg az aszpartdm mennyiségére is jelentés hatast gyakorol,
mivel harom nap utan 6,1%-0s mennyiséget hataroztam meg, ami 1,3%-ra csokken harminc nap
alatt a kezdeti koncentracidhoz viszonyitva. Az L-karnozin az oxidalé kézegben nem mutat
jelentés bomlast, szintje harminc nap alatt folyamatosan 90% korul Aallapithatd meg.
Oxigénhianyos kozegben (levegé6tol paraffin olajjal elzart rendszer) az alanil-glutamin
mennyisége folyamatosan csokken, harminc nap alatt csokken 24,2%-os szintre. Az oxigéntél
elzart kornyezetben az aszpartam rovid tavu bomlésa jelentés, a harom napos tarolas utén
mutatott 5,9%-0s szintrél 1,1%-ra csokkent harminc nap alatt az eredeti koncentracidhoz képest.

Az L-karnozin mennyisége folyamatosan csokken 96,1%-r6l (3 nap) 0,1%-ra (30 nap).
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Fény hatdsara az alanil-glutamin mennyisége folyamatosan csokken és 25,6%-0s szintet
mutat harminc nap utan, mig az aszpartam mennyisége a harminc napos tarolasi kisérlet végére
1,4%-ra csokken. Az L-karnozin mutatja a legnagyobb stabilitast, 47,8%-0s szintet mutat a
tarolasi Kisérlet végére. A sotétben végrehajtott tarolasi kiserletben az Ala-GIn mennyisége
folyamatosan csokken 24,1% koncentraciora. Az aszpartdm bomlékonysaga a sotétben tarolas
esetén is megmutatkozik, mennyisége 1,5%-0s a harminc nap vegére. Az L-karnozin az alanil-
glutaminhoz hasonlé tendenciat mutat, a kisérlet végére 17,8%-0s szintet ér el.

A -18 °C -o0s tarolas esetén lathaté a legnagyobb stabilitds mindharom vegyiilet esetén, a
harminc nap végére az alanil-glutamin mennyisége 89,1%, az aszpartam 83,1%, az L-karnozin
86,3%-0s Vvisszamért mennyiséget mutat. A +4 °C -os tarolasi Kisérletben visszamért
anyagmennyiség az alanil-glutamin esetén 88,9%, az L-karnozin esetén 91,2%, az aszpartam
esetén azonban jelentés mennyiségti bomlas tapasztalhatd 31,6% visszamért mennyiséggel a
kiindulasi koncentraciéhoz képest. Az alanil-glutamin és az L-karnozin esetén megallapithato,
hogy a hiitve tarolas és a fagyasztva tarolas hatasara bekovetkezé koncentracié kilonbség nem
jelentés, a vegyuletek bomlasa kis mértékii héelvonasos tarolds soran. A +30 °C -on téarolt
mintdk esetén az Ala-GIn mennyisege 19,5%-ra csokkent harminc nap alatt, az aszpartdm
jelentés bomlas utdn az eredeti mennyiséghez képest 1,5%-0s szintet mutat. Magas
homérsékleten a legnagyobb stabilitast az L-Kar mutatja a kiindulasi mennyiséghez képest

50,6%-0s visszamert mennyiséggel 30 napot kdvetoen.

2. tablazat kénmentes peptidek stabilitasi viszonyai kornyezeti paraméterek fliggvényeben, a
peptidek visszamért mennyisége és a merésekhez tartozd szoras értékek szazalekban keriiltek

megadasra (mintaszam=90, ismétlések szama=3) (forras: sajat szerkesztés)

ALANIL-GLUTAMIN ASZPARTAM TARTALOM (% | L-KARNOZIN TARTALOM (%

TARTALOM S S Lo -
(% a kiindulasi mennyiségekhez a kiindulasi mennyiségekhez a kiindulasi mennyiségekhez
° viszonyitvagl g viszonyitva) viszonyitva)

3 nap 12 nap 30 nap 3 nap 12 nap 30 nap 3 nap 12 nap 30 nap

pH=4 77,5+0,3 | 58,6+0,2 | 56,9+0,2 | 60,0+0,1 | 19,4+0,4 | 20,2+0,5 | 95,0+0,3 | 92,9+0,4 | 87,2+0,3

pH=7 88,5+0,3 | 56,4+0,2 | 13,1+0,3 | 44409 | 1,1+15 | 10+1,8 | 99,840,2 | 77,9+0,5 | 74,0+0,3

pH=10 91,7+0,2 | 60,9+0,3 | 64+13 | 1,6+13 | 04+33 | 0,4+1,8 | 99,1+0,4 | 63,8+0,3 | 63,5+0,5

oxid. 91,9+0,2 | 24,4+0,4 | 10,009 | 6,1+0,8 | 1,1+18 | 1,3+1,0 | 90,9+0,5 | 89,8+0,4 | 89,6+0,1
reduk. 90,7+0,3 | 53,2+0,4 | 24,2+0,6 | 59+0,8 | 1,020 | 1,1+14 | 96,1+0,3 | 18,9+0,5 | 0,1+11
fény 89,9+0,1 | 49,0+#0,3 | 25,6+0,8 | 58+12 | 13+18 | 14+12 | 950+0,5 | 49,0+0,6 | 47,8+0,5
sOtét 90,2+0,2 | 55,840,2 | 24,1406 | 6,7+1,3 | 15+08 | 15+0,8 | 94,840,3 | 32,4+0,4 | 17,7+0,3

(-)18 °C | 98,6%0,2 | 92,2+0,3 | 89,1+0,3 | 98,3+0,3 | 83,0£0,2 | 83,1+0,4 | 90,4+0,4 | 88,2+0,6 | 86,3+0,1

(+)4°C | 97,9+0,2 | 92,8+0,2 | 88,9+0,2 | 79,2+0,2 | 31,3+0,4 | 31,6+0,8 | 98,0+0,8 | 93,7+0,3 | 91,2+0,2

(+)30°C | 87,5+0,3 | 48,0+0,2 | 19,5+0,3 | 49+¥15 | 15+11 | 15+11 | 88,5+0,5 | 52,2+0,4 | 50,60,3
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5.7.2. Tiol csoportot tartalmazé peptidek stabilitési viszonyai a kdrnyezeti hatasok fliggvényében

A kozeg kemhatdsa jelentds befolydssal van a tiol csoportot tartalmazé peptidek
stabilitdsi viszonyaira. Savas kdzegben (pH=4) az L-glutation nagyobb stabilitast mutatott, 12
nap utan a bemert minta 43,3%-at lehetett visszamérni, mely 30 nap elteltével csak alig tobb,
mint 7% volt visszamérhet6 a kiindulasi mennyiséghez viszonyitva. A savas kdzegben a vy-
glutamil-cisztein bomlésa kevésbé intenziv, azonban ez esetben méar a 12 nap tarolast kovetéen
vett minta esetén 27,5%-0s szintet mértem, a kisérlet inditdsa utan harom nappal is jelentés
csokkenést tapasztaltam, melynek mértéke mintegy 60%. A y-glutamil-cisztein savas
kémhatdson lezajlott vizsgalata soran 30 nap elteltével a visszaméréseket kdvetéen 80%-ot
meghaladd mennyiségi csokkenést tapasztaltam. A semleges kémhatdson (pH=7) végzett
kisérletek sordn mindkeét vegyllet erés degradacios hajlamot mutatott. Az L-glutation 3 nap
elteltével 10% alatti, mig a y-glutamil-cisztein 2,2%-0s mennyiségben volt jelen a kiindulasi
értékhez viszonyitva. A 12 napos tarolast koveté mintavételkor a y-Glu-Cis még 0,5%
mennyiségben volt kimutathatd, mely 30 napra mar a detektalhato szint ala kertlt, hasonldan a
Gsh-hoz, ahol mindezt mar a 12 napos tarolast kvetéen megallapithatd. A bazikus kémhatason
(pH=10) tortént vizsgalatok alatt a két peptid koncentracioja drasztikusan csokkent. Mar 3 nap
elteltével 20% alatti szintet (Gsh 16,8%; y-Glu-cis 11,9%) mértem, azonban a bomlas intenzitasa
csokkent, a harmincadik nap végére még 5% korili mennyisegben volt jelen a két vegyiilet.

A kozeg redoxi sajatsaganak a szerepe is jelentésnek mondhaté az elvégzett vizsgalatok alapjan,
mely kilondsen fontos lehet nem megfelel tarolasi korilmények esetén. Az oxidalé kdzeg
erételjes degradald hatést fejtett ki a vizsgalt vegylletekre. 3 nap elteltével az L-glutation 13,7%,
mig a y-glutamil-cisztein 2,2% mennyisege volt kimutathaté a kiindulasi mennyiségekhez
viszonyitva, mely mar 12 napot kdvetéen a detektalasi hatér alatti szintre csokkent. Nem oxidalo
kdzegben az L-glutation 3 napos tarolast kdvetéen még 21,8%-ban volt jelen, szemben a vy-
glutamil-cisztein 2,4%-0s mennyiségével. 12 napot kdvetéen viszont a y-glutamil-ciszteinbél
még sikerult minimalis mennyiséget kimutatni a kiindulasi allapothoz képest (0,3%), azonban az
L-glutation méar ebben az idoben is detektaldsi hatar alatt volt, a kimutatdsi hatar alatti
koncentracioig torténo teljes lebomlés a késébbiekben mindkét vegytiletnél tapasztalhatd volt. A
kdzvetlen napsugarzasnak Kitett mintak esetén is jelentés degradéciot tudtam kimutatni, mely
ugyancsak markans tényezo lehet adott élelmiszer tarolasa soran. A kdzvetlen megvilagitasnak
Kitett mintak stabilitisa meglehetésen csekélynek mutatkozott. Az L-glutation esetén 3 napot
kdvetéen 9,8%, ugyanezen idépontban vételezett y-glutamil-cisztein minta vizsgélata csupan

2,1% mennyiséget eredményezett, mely 12 nap elteltével a kimutatasi hatar alad sullyedt. A

64



fenytol elzart térolas kortlményei kozott végrehajtott kisérletben az L-glutation a 3 napot
kdvetéen még 20,1% mennyiségben volt detektalhatd, mely mar 12 napot kdvetéen a kimutatasi
hatar szintje ala csokkent. A y-glutamil-cisztein esetén 3 napot kdveté mintavételekor 2,5%
mennyiséget hataroztam meg, mely 12 nap utan 0,3%-ra csokkent. A tovabbi tarolas soran ez
esetben is a kimutatési hatér alatti szintben volt jelen a mintdkban.

A tarolasi homérséklet szintén meghatarozd szerepet tolt be a standard vegyiletek stabilitasi
viszonyait tekintve, mely 6sszefiiggésben van az élelmiszerekben bekdvetkezé valtozasokkal a
tarolas soran. A -18 °C -os tarolas soran (pH=7) az L-glutation esetében lathat6 a legnagyobb
stabilitds. 3 nap elteltével a kiindulasi mennyiség mintegy harmada visszamérhet6 (31,7%), mely
minimalis csokkenést mutatott a tovabbiakban, a 12. napt6l a 30. napig vizsgalt mintakban 26%
korali szinten &llandosult a glutation mennyisége. A y-glutamil-cisztein esetén mar 3 nap
elteltével jelentés csokkenés volt kimutathaté (7,53% maradék mennyiség a Kkiindulasi
koncentraciohoz képest), mely 12 napra 3,1%, majd 30 napra 2,3%-0s szinten volt detektalhato.
A +4 °C -os térolasi kisérletben (pH=7) visszamért mennyiség alapjan megéllapithato, hogy
hiitve tarolas soran az L-glutation is folyamatosan bomlik, 30 napot kovetéen 0,5% volt jelen a
rendszerben. A y-glutamil-cisztein 3 napot kdvetéen méar csupan 6,3%-ban volt jelen a kiindulasi
mennyiséghez képest, 30 napot kovetdéen is csupan 1,6%-ot tudtam kimutatni a visszamérések
soran. A +30 °C -on térolt mintdk (pH=7) esetén a degradacio jelentésnek mondhatd mindkeét
vegylilet tekintetében. Az L-glutation méar 3 napot kdvetéen 9,0%-ban volt kimutathato, mely 12
nap tarolast kovetéen detektalasi szint ala kertlt, mig a y-glutamil-cisztein mennyisége 3 napot

kdvetéen 1,6%, majd a 12 napot kdvetéen detektalasi hatér ald kerllt a mintaban.

3. tablazat tiol tartalmu peptidek stabilitasi viszonyai kdrnyezeti paraméterek fliggvényében, a
peptidek visszamért mennyisége és a mérésekhez tartozé szoras értékek szazalékban keriiltek
megadasra (mintaszam=60, ismétlések szama=3) (forras: sajat szerkesztés)

L-GLUTATION TARTALOM v-GLUTAMIL-CISZTEIN
(% a kiindul&si mennyiségekhez (% a kiindul&si mennyiségekhez
viszonyitva) viszonyitva

3 nap 12 nap 30 nap 3 nap 12 nap 30 nap
pH=4 76,540,2 | 43,3%0,4 7,4+0,8 39,9+0,6 | 27,5+0,6 | 16,0+1,0
pH=7 9,8+0,8 <D, <D, 2,2£1,1 | 0,5%0,9 <D_
pH=10 16,8+0,4 | 1,2+14 1,4+1,3 11,9+0,6 | 5,2+0,8 8,7£1,1
oxid. 13,7+0,6 <D_ <D_ 2,2+1,3 <D. <D_
reduk. 21,8+0,9 <D, <D_ 2,411 | 0,3%1,2 <D_
fény 9,8+1,1 <D_ <D_ 2,1+1,3 <D. <D_
sotét 20,1+1,5 <D, <D, 2,5£15 | 0,311 <D_
()18 °C 31,7#1,7 | 26,1+0,5 26,2+0,8 7,5+£1,1 | 3,1+1,3 2,3£1,2
(+)4 °C 31,840,5 | 14,0+0,7 0,5+1,3 6,3£1,2 | 3,3%1,3 1,6+1,3
(+)30°C 9,0+0,9 <D_ <D_ 1,6+1,0 <D. <D_

<D, kimutatasi hatar alatti mennyiség (Dr.gsn= 2,1 pg/kg: Diy-giu-cis= 1,3 pg/kg)

65



5.8. Komplexképzé fémek stabilizalo hatasdnak vizsgalati eredményei és ertékeléstk

A kutatott peptidek stabilitdsdnak novekedését célzé vizsgalatok sordn megallapithato,
hogy az aszpartdm enyhén savas kemhatassal rendelkez6 kdzegben jelentés bomlast szenved a
kiindulasi koncentraciohoz (20 mg/l) viszonyitva. A stabilitasi kisérlet soran a peptid kiindulasi
mennyisége harom nap elteltével a felére csokken (47. &bra), kivételt képez ez aldl a vas-peptid
komplex alkalmazésa, mely a magasabb (4:1) aranyl vastartalom esetén megkdzeliti a kiindulasi
koncentraciot és a 15 nap elteltével sem csokken 15 mg/l koncentracio ald. A kiserlet soran
jelentds stabilitast sikerult elérni az aszpartdm stabilitdsanak tekintetében a 4 fém egyittes
alkalmazésaval, ez esetben a kezdeti koncentréaciérdl 9,44 mg/l-re csokkent az aszpartdm
mennyisége 15 napot kdvetéen. A tobbi fem és ezek eltéré aranyu keveréke nem bir gatlo
hatassal az aszpartam degradaciojat vizsgalva.

Aszpartam stabilitds 3 nap tarolast kdvetéen Aszpartam stabilitas 5 nap tarolast kdvetsen
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47. dbra az aszpartdm stabilitasi viszonyai savas kdzegben, komplexképzé fémek alkalmazasa
mellett. (mintaszdm=100, ismétlések szama=3) (forrés: sajat szerkesztés)
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Jelentésebb kiilonbség figyelheté meg semleges kémhatason elvégzett kisérletek soran
(48. &bra). A Kiinduldsi 20 mg/l koncentraciobdl maximum 6 mg/l, vagy az alatti
koncentricioban maradt az aszpartdm a vizsgalati mintdkban. Kivételt képez ez aldl a
legnagyobb mennyiségii (4:1 arany) cinket tartalmazo oldat, mely esetén harom nap tarolasi idét
kdvetéen 9,6 mg/l koncentrcio kerilt megallapitasra, mely a 15 nap tarolasi Kisérlet végére 6
mg/l korali mennyiségre csokkent. A Kisérletek alapjan megéallapithat6, hogy az alkalmazott fem
komplexek stabilizlé hatasanak leghatékonyabb modja a 4 fém egyittes (1:1 arany)
alkalmazasa. A semleges kémhatason alkalmazott négy fémvegyilet egyuttes hatasaként a 3 nap
tarolast kovetéen 16 mg/l mennyiséget, a tarolasi kisérlet végére kevéssel 13 mg/l feletti
koncentraciot allapitottam meg. A tdbbi alkalmazott komplexképzé vegyllet esetében az
aszpartdm Kiinduldsi mennyiségek kismértékii csokkenését tapasztaltam. A vas stabilizalé
hatasanak meghatarozasara elvégzett Kkisérletek esetében kapott eredmények nem
értelmezhetéek, valosziniileg a vas olyan folyamatokban (redox vagy hidrolitikus) vesz reszt,

mely az adott mérési hullamhosszon nem teszi lehetévé a koncentracié meghatarozasat.
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48. abra az aszpartdm stabilitasi viszonyai semleges kozegben, komplexképzé fémek
alkalmazasa mellett (mintaszam=100, ismétlések szdma=3) (forras: sajat szerkesztés)




Az aszpartam keményité oldatban tortént tarolési és stabilitasi vizsgalatok kiértékelése

soran megallapitottam, hogy a szénhidratok jelenléte jelentésen rontja az alkalmazott fémek

stabilizalo hatdsat. A téarolasi kisérlet soran meghatérozott kiindulasi koncentraciok a keményit6t

tartalmazd kozegben csokkentek a legnagyobb mértékben (49. abra), a legtdbb esetben mar 3

napot kovetéen 8 mg/l alatti koncentracidban lehetett meghatarozni a peptidek mennyiségét. A

vas felhasznalasaval elvégzett stabilitasi Kisérlet a semleges kémhatason elvégzett Kiserlethez

hasonléan nem adott értékelhetd eredményt. Ot nap tarolast kévetden a magnézium stabilizald

hatdsa is megsziinik, kimutathatdé mennyiségii peptid nem volt jelen az oldatokban a mérések

sordn. Fontos tapasztalat, hogy a korébbi Kkisérletektél eltéréen a négy fém egylttes

alkalmazasakor megfigyelhet6 stabilizalé hatas harom nap tarolasi idot kovetéen megsziinik,

kimutathaté mennyisegi peptid nem talalhat6 az oldatban 6t nap térolasi id6t kdvetoen.
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49. dbra az aszpartdm stabilitasi viszonyai keményité matrixban, komplexképz6 fémek
alkalmazésa mellett (mintaszam=100, ismétlések szdma=3) (forras: sajat szerkesztés)




Az L-karnozin savanyl kémhatason torténo tarolasa soran megallapithatd, hogy a harom
nap tarolast kovetéen 15 mg/l korlli mennyiséget mértem vissza vas és cink alkalmazésakor.
Harom nap tarolast kovetéen (50. abra) kalcium alkalmazasa soran mar 6 mg/l ala csokkent a
peptid mennyisége, mely a stabilizalo fém koncentréacidjatél fuggetlenul 4-5 ppm korili szinten
allandosult a tizenotddik nap végére. Magnézium és vas esetén a harmadik tarolasi napot
kdvetéen még 10 mg/l korili peptid mennyiséget hataroztam meg, azonban mindez az 6todik
napra mar visszaesett 5 mg/l kortli mennyiségre és ott allanddsult. Az L-karnozin savas
kémhatésu kdzegben végzett tarolasa soran a magas koncentracioju (4:1 arany) cink fejtette ki a
legjelent6sebb stabilizald hatést. A kiinduldsi 20 mg/l koncentracioju peptid mennyisége 15 nap
elteltével is 8 mg/l feletti koncentraciot eredményezett. A teljes tarolasi idét tekintve ez esetben
is a 4 fém egylttes alkalmazasa adta a legjobb stabilitast, mely esetben a harmadik mintavételi
napon 10 mg/l kérali mennyiséget hatdroztam meg és ezen mennyiség allandosult a 15 napos

tarolas soréan.
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50. abra az L-karnozin stabilitasi viszonyai savas k6zegben, komplexképzé fémek alkalmazasa
mellett (mintaszam=100, ismétlések szdma=3) (forras: sajat szerkesztés)



Az L-karnozin semleges kémhatdson végzett stabilitasi kisérletei alapjan megéallapithato,
hogy a kiindulési 20 mg/l koncentracié hdrom nap tarolast kovetéen a legtobb esetben 50%, vagy
az alatti mértékre csokkent az alkalmazott stabilizald fémvegyiilettsl fliggetlenal (51. abra). Ot
nap tarolasi id6t kdvetéen a magnézium eredetileg sem jelentds stabilizalé hatdsa tovabb
csokkent, mely 15 nap térolasi idét kdvetéen 1 mg/l alatti mennyiséget eredményezett az L-
karnozin kiindulasi mennyiségéhez képest. A karnozin stabiliziciora legjobb védé hatast a
magas cink koncentracioval (4:1) rendelkez6 peptid oldat esetén igazoltam. Az 5 napos tarolast
kdvetéen még 10 mg/l koncentracio felett volt jelen a karnozin az oldatban, azonban 15 nap
elteltével a peptid mennyisége 2 mg/l alatti koncentracidban lehetett meghatérozni a peptidet. A
15 nap térolési id6 végére a nagy mennyiségii vas-szulfatot (4:1) tartalmazé oldatban 1 mg/I
koncentréaciot meghaladd karnozin mennyiség volt kimutathatd, azaz a nagy mennyiségben jelen
Iév6 vas kismértekii védoé hatdssal bir a karnozin peptid vonatkozéaséban a tobbi komplexképzé
vegytlethez viszonyitva.
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51. dbra az L-karnozin stabilitasi viszonyai semleges kozegben, komplexképzé fémek
alkalmazasa mellett (mintaszam=100, ismétlések szdma=3) (forras: sajat szerkesztés)
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A karnozin keményité matrixban tortend kisérletei soran a stabilitas rovid tarolasi id6 alatt
jelentésen novekedett semleges kémhatason torténé téarolasi kisérlethez képest. A térolas soran
jelent6s stabilitast tudtam megallapitani a cink:peptid és a magnézium:peptid 4:1 arényu
mennyiséget tartalmazo oldatokban (52. abra). Megallapithat6, hogy révid ideji tarolas alatt nem
mutathato ki eltérés az alkalmazott fémvegyiletek védé hatdsat tekintve. Harom nap téarolast
kdvetéen a keményité oldatban 1évé peptid mennyisége 10-12 mg/l kdzott volt kimutathato,
mely 6t nap tarolési id6 elteltével tobb esetben is 6 mg/l koncentracié ald csokkent. Az
alkalmazott fémek stabiliz&ld hatdséanak eltérése 10 nap tarolasi id6t kovetéen figyelheté meg,
ugyanis 10 nap tarolast kovetéen a nagyobb mennyiségi stabilizalo fémvegydiletet tartalmazé
oldatokban mutathato ki a karnozin 6 mg/l kocentraciot meghaladd mennyiségben. Az elvégzett
kisérlet alapjan megallapithatd, hogy a magnézium 15 nap térolasi id6t kdvetéen jelentds
szerepet jatszik a karnozin peptid stabilitdsanak kialakulasaban, ugyanis 15 nap tarolast kdvetéen
a négyszeres mennyiségti magnéziumot tartalmazo oldatban 10 mg/I feletti koncentraciéban volt
jelen a karnozin. A magnéziumhoz hasonlé stabilitas llapithatd meg a négy komplexképzé fem
egylttes alkalmazéasakor. A négy fémvegyllet egylttes alkalmazdsakor 10 mg/l koncentréciot
meghaladd mennyiségben volt jelen a karnozin az oldatban 15 nap elteltével.
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52. &bra az L-karnozin stabilitasi viszonyai keményité matrixban, komplexképzé fémek
alkalmazasa mellett (mintaszam=100, ismétlések szdma=3) (forras: sajat szerkesztés)
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A kén tartalmu L-glutation savanyl kémhatason torténé tarolasa soran (53. abra) a peptid

elézetesen vart gyenge stabilitasi tulajdonsdgai igazolasra kerultek. A kiindulasi 20 mg/I

glutation koncentracid harom nap tarolasi id6 elteltével a vizsgélt mintak kozil ketté esetben

haladta meg (vas:peptid=4:1 és mix:peptid=4*1:1) az 5 mg/l koncentraciot. A nagy feleslegben

adagolt vas, mint peptid stabilitast névelé vegyilet esetében megallapithatd, hogy védé hatasat

hosszabb tarolasi id6 alatt is kifejti, ugyanis 15 nap térolasi id6 elteltével is 4 mg/l mennyiségben

van jelen a peptid a vizsgalt mintaban, mely a legtobb stabilitdst névelé vegyilethez képest

jelentés novekedésként figyelhetd meg. A négy komplexképzé egyittes alkalmazésakor

(mix:peptid=4*1:1) hasonlo tendenciat lehet megfigyelni a vas:peptid=4:1 mintahoz viszonyitva,

azzal az eltéréssel, hogy a Ca:peptid=4:1 mintaban alacsonyabb kiindulasi koncentracié mellett

15 nap tarolast kdvetéen 1 mg/l koncentréacié ala csokken a peptid mennyisége.
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53. bra az L-glutation stabilitasi viszonyai savas kdzegben, komplexképzé fémek alkalmazasa
mellett (mintaszam=100, ismétlések szdma=3) (forrés: sajat szerkesztés)
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A glutation semleges kornyezetben vald stabilitasi vizsgélatai (54. &bra) soran

megallapithatd, hogy az alkalmazott fémek nem fejtenek ki jelentés stabilizald hatast a peptid

bomlasi folyamataira. A magas vas tartalommal (vas:peptid=4:1) rendelkezé oldat esetében 3

nap tarolast kdvetéen 8 mg/l koncentracid érték kerllt megallapitasra, mely 6t nap elteltével 6

mg/l mennyiség ala csokkent. A tarolasi id6 novekedésével azonban a peptid-koncentracié

csokken, 15 napot kovetéen mar nem mutathatd ki a peptid jelenléte a mintdban. A négy fém

egyuttes alkalmazasa soran harom nap tarolast kdévetéen 6 mg/l koncentraciéban volt jelen a

peptid az oldatban és a tarolasi id6 ndvekedésével a peptid mennyisége csak kis mértékben

csokken az oldatban. A kisérlet soran 15 nap tarolasi idét kdvetéen az L-glutation koncentracidja

4 mg/l mennyiségben volt kimutathaté a vizsgélt mintdban a négy fém egyittes alkalmazasa

Soran.
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54. bra az L-glutation stabilitasi viszonyai semleges kdzegben, komplexkeépzé fémek
alkalmazasa mellett (mintaszam=100, ismétlések szdma=3) (forras: sajat szerkesztés)

A glutation keményitéméatrixban torténé tarolasa soran megallapithatd, hogy harom nap

tarolasi id6t kdvetden egyik alkalmazott stabilizaldé fémvegyulet sem fejtette ki a vart stabilizalé

hatast, a peptid teljes mennyisége elbomlott a komplexképzé fémek mennyiségétol és a

korabbiakban tapasztalt hatasaitél fuggetlendl.

73




A vizsgalatok alapjan megéllapithato, hogy az alkalmazott matrix jelentésen befolyésolja
az adott peptid stabilitasi paramétereit.

Az alkalmazott femvegyiletek eltéré modon hatnak az adott peptid stabilitasara. A
vizsgalatok alapjan megallapithatd, hogy az aszpartam esetén a méatrixtdl fuggetlenil a 4 fém
egyuttes alkalmazasa biztositja a legjobb védé hatast a peptidnek. Amennyiben a matrixok
lehetséges hatasait is figyelembe vessziik, alacsony pH tartomanyban a vas:peptid 4:1 aranyu
elegye, semleges tartomanyban a négy fém egyuttes alkalmazasa, keményit6é oldatban pedig a
cink és a magnézium négyszeres mennyisége eredményezi a legjobb stabilizalé hatast az

aszpartam esetén.

A Kkarnozin estében szintén a négy fém egylttes alkalmazdsa biztositja a legjobb
stabilitast, amennyiben a matrixhatast nem vessziik figyelembe. Savas és semleges kdzegben a
négyszeres mennyiségii cink és a négy fém egyuttes alkalmazasa, keményité oldatban pedig az

el6z6 két stabilizalé mellett a magnézium négyszeres mennyisege is noveli a peptid stabilitasat.

A glutation tarolasa soran matrixtdl fuggetlenil a vas négyszeres mennyisége és a négy
fem egydttes alkalmazésa stabilizalja legnagyobb mértékben a peptidet. Savas tartoméanyban a
vas és a kalcium négyszeres mennyisége és a négy fém egyiittes alkalmazéasa, semleges
tartomanyban a vas négyszeres mennyisége és a negy fém egyittes alkalmazasa fejti ki a
legintenzivebb stabilizalé hatdst a peptidre. Kemeényité matrixban a glutation stabilitdsa nem
mérhetd, 3 nap alatt a peptid mennyisége detektalasi hatar ala kertlt.
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5.9. A vizsgélt peptid vegyuletek antioxidans aktivitasdnak meghatarozasa FRAP

(Ferric Reducing Ability of Plasma) mddszer alapjan

Az antioxidans aktivitds vizsgalatokat a 4.9. fejezetben megadott eljarasnak megfeleléen
aszkorbinsav kalibraciés oldatsort készitettem a mennyiségi meghatarozashoz. A mennyiségi
meghatarozas szamara 100 ml térfogatu, 100 mg/l koncentracioju torzsoldatot készitettem
aszkorbinsavbdl (VWR), majd a tdérzsoldatbol kalibrécios oldatokat készitettem 4 mg/l, 8 mg/I,
12 mg/l, 16 mg/l és 20 mg/l koncentracidban. Az elkészitett kalibracios oldatok azonnali
felhasznalasra kerultek a mérések soran. Az oldatkészitést kdvetéen a felhasznalasig a torzsoldat
és a kalibrécids oldatsorozat miianyag edényben, fénytol elzarva kerilt tarolasra, mely sorén az
aszkorbinsav kémiai atalakuldsat gatolni lehetett. A FRAP reagens oldat és az aszkorbinsav oldat
elegyitésével, 5 perces reakcioidot kovetéen az oldatok abszorbancia értékét 593 nm
hulldmhosszon spektrofotometrids mddszerrel, UV/VIS spektrofotométerrel hataroztam meg. A
kapott abszorbancia értékeket koncentracio értékekkel 6sszevet6 kalibracios fliggvenyt allitottam

fel (55. abra) az ismeretlen minta antioxidans aktivitas értékének meghatarozasahoz.
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55. abra a vizsgalt peptidek FRAP mddszer szerinti antioxidans aktivitas meghatarozasa

(forras: sajat szerkesztés)
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A FRAP mddszer szerint elvégzett vizsgalatok eredményei alapjan megéllapithato, hogy

vizsgalt kis molekula tdmegii peptid vegyiletek nem tekinthet6k erés antioxidans tulajdonsagu

vegyliletnek, redukald képességilk nem jelentés. A vizsgalt peptidek kozll a tiol csoportot

tartalmazé dipeptidek (L-glutation és y-glutamil-cisztein) esetében tudtam antioxidans aktivitést

meghatérozni, mely a szakirodalmi kozlésekkel (2.2. fejezet) is 6sszhangban all. A kéntartalmu

peptidek antioxidans hatdsa minden bizonnyal az SH funkcids csoportnak kdszénhet6, azonban

az L-karnozin kismértéka redukald kepességének tulajdonithatd alacsony érték az antioxidans

folyamatok més Uton torténd lejatszodasara enged kdvetkeztetni. A vizsgélatok soran a peptid

standardok antioxidans aktivitas értékeinek meghatarozdsa haromszori ismétlésben tortént.

4. tablazat a vizsgélt peptidek antioxidans aktivitasi ertékei FRAP modszer alapjan,

(mintaszam:5, ismétlésszam:3) (forras: sajat szerkesztés)

FRAP aktivitas

Abszorbancia

Minta neve
(mg/kg AAE) (A=593 nm)
aszpartam 2,2+0,01 0,0028+10™
alanil-glutamin 2,2+0,02 0,0029+10"
L-glutation 47,8+0,08 0,3768+10°
L-karnozin 3,60,02 0,0086+10™
y-glutamil-cisztein 29,9+0,06 0,2276+10°
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5.10. Elelmiszermintak peptid tartalmanak meghatarozasa a kidolgozott
kromatografias modszerek alapjan

A reéalis mintak vizsgalatat kovetéen megallapithatd, hogy mind a névényi alapanyagok
és élelmiszerek (5. tablazat), mind az allati eredetii alapanyagok és élelmiszerek (6. tablazat)
peptid tartalma is jelentésen eltér. Kilonbségek figyelheték meg a vizsgalt novényfajok peptid
koncentracidja kozott, ugyanakkor az élelmiszeripari technolégia behatdsa is befolyasolja
ugyanazon alapanyaghbdl készitett élelmiszer peptid tartalmat. A vizsgalt névényi eredetii mintak
alanil-glutamin tartalma széles savban (7,5 mg/kg - 109,5 mg/kg) valtozik. Az Ala-GIn tartalom
legmagasabb értékét z6ldborsé mintakban allapitottam meg. A peptid atlagosan 90 mg/kg koruli
mennyiségben volt jelen a zdldborsd mintakban, azonban két esetben (fagyasztott zéldborso 1-
100 mg/kg és konzerv zoldborsé felontélé 110 mg/l) 100 mg/l feletti mennyiséget tudtam
meghatérozni, mely jelentésen meghaladja a méasik két ndvényi mintaban (rizs és fokhagyma)
detektalt mennyiséget.

Az aszpartam mennyisége is széles hatarok kozott mozgott a vizsgalat élelmiszerek
esetén. Mesterséges edesitészerként redlis volt azon tapasztalat, hogy tobb esetlen sem tudtam az
aszpartam jelenlétét igazolni a vizsgalati mintakban, azonban el6£6z6tt rizs mintak és zéldborso
mintdkban 10 mg/kg korili mennyiségben volt jelen az aszpartam. A detektalt mennyiségek nem
jelentések, azonban érdekes tény, hogy a technoldgiai behatason atesett (f6zott, esetlegesen
adalékanyagokkal dusitott) élelmiszerekben jelen volt az aszpartam.

Az L-karnozin mennyiségi meghatarozasa sordn detektalasi hatéar alatti mennyiségtél 18
mg/kg koncentrécioig allapitottam meg a dipeptid tartalmat a vizsgélt ndvényi mintdkban. A
technoldgiai eljarasok egyertelmii hatdsat igazolni nem lehet, ugyanis amig a fokhagyma esetén
jelentés csokkenés allapithatd meg a nyers alapanyag és kesztermék kozott, addig a hokezelt,
adalékanyagokat is tartalmazo rizs és z6ldborsdé mintakban a karnozin mennyisege emelkedett.

A glutation jelenlétét tubusos fokhagymakrém mintaban nem tudtam kimutatni, mig az
el6fozott feher rizsben 265 mg/kg koncentrdcidban volt jelen. A legtébb mintdban 100 mg/kg
korlali mennyiséget tudtam meghatdrozni a nyers élelmiszerekben, azonban a technoldgiai
hatasokra egyértelmt megallapitast nem lehet tenni a vizsgalt peptid esetén.

A y-glutamil-cisztein mennyiségét illetéen megallapithatd, hogy a vizsgélt élelmiszerek
100 ppm koridli mennyiségben tartalmazzak a vizsgalt peptidet. Az atlagot meghalado
koncentracioban barna rizsben (155 mg/kg) és nyers fokhagymaban (125 mg/kg) van jelen,

ugyanakkor mennyiségét csokkentik a technoldgiai hatasok a feldolgozott éleimiszerek esetében.
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5. tdblazat novényi alapanyagok peptid tartalmanak meghatarozasa a kidolgozott kromatografias

maddszer segitségével (mintaszam:12, ismétlések szama:3) (forras: sajat szerkesztés)

| Ala-GIn [ Apm | L-Kar | Gsh | y-Glu-Cis
koncentracidé (mg/kg nyers mintaban)

fehér rizs 75402 | 024001 | 1,3+0,04 | 112.4+2 | 1038+14
barna rizs 22.7+0,5 | 0,840,03 <D_ 119,8+2,6 | 155,3+3,3
eléfozott 236407 | 10,8+0,2 | 3.2+01 |265053| 992+2.4
fehér rizs
elofozott 26.3+0,8 | 150404 | 2.0+01 |241,4+52| 1202427
barna rizs
fagyasztott | 109,50 | 275400 | 22601 |1457436| 109527
z0ldborso 1
fagyasztotl | g9c.99 | 147403 | 14240, 3 | 450410 | 106,6+4.,5
z0ldborso 2
konzerv 809+40 | 1,8+0,1 | 33+0,1 | 37,9409 | 1113+38
bors6 1
konzerv 858+10 | 30+0,1 | 32+0,1 | 76,3+2.0 | 119.1+3,6
borso 2
konzerv
borsé 87,3431 | 044002 | 7,4+0,2 | 29,7408 | 107,0+2,6
felontolé 1
konzerv
borsé 1095421 | 41401 | 13,0403 | 61,9418 | 96,4450
felontolé 2
nyers 802420 | <D. | 184403 | 89,3+2,9 | 124,5+3,0
fokhagyma
tubusos
fokhagyma | 37,9+1,2 | 0,2+0,01 | 2,6+0,1 <D_ 115,0+3,8
krém

<D, kimutatasi hatar alatti mennyiség (D .apm= 160 pg/kg, Di.t -kar= 16 pg/kg Di.gsn= 2,1 pg/kg.)

Allati eredetii  élelmiszer alapanyagok és élelmiszerek peptid tartalmanak
megallapitasahoz nemzetkdzi kdzleményekbdl kiindulva (CLARE and SWAISGOOD (2000))
tej- és tejtermékek vizsgalatat végeztem el a fejlesztett kromatografias modszereket alkalmazva.
A vizsgalatok soran megéllapithat6, hogy az alanil-glutamin atlagosan 10 mg/l koncentracidban
(0,8 mg/l és 68,9 mg/l kozott) van jelen a vizsgalt mintakban. Atlag feletti koncentraciot Ultra
Magas Homérsekleten hékezelt tejmintaban (68,9 mg/l) és juhtar6 mintdban (25,9 mg/kg)
allapitottam meg. Technoldgiai hatés tekintetében egyértelmii megallapitas nem teheto, érdekes
tény azonban hogy magas hémérséklet hatdsara a peptid mennyisége jelentésen emelkedett,
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holott a stabilitdsi vizsgalataim alapjan (5.7. fejezet) megallapithaté, hogy mar
szobahémérsékletet meghaladd homérsékleten is (30 °C) jelentés bomlast szenved a molekula.

Az aszpartdm kvantitativ meghatarozasa soran megéallapithato, hogy bar természetes Gton
nem Kerllhet a vizsgalt termékekbe, jelenléte mégis kimutathat6. Fermentalt tejtermékek esetén
mind az Ot vizsgalt vegyulet és az 0sszes vizsgalt élelmiszert figyelembe véve juhsajtban
mutattam ki a legnagyobb mennyiségben az aszpartamot 420,8 mg/kg koncentracidéban. A
késébbiekben javasolt egy fermentéacids kiserlet sorozatban vizsgélni az aszpartam, vagy azzal
rokon vegylletek jelenlétét fermentalt tejtermékekben, tobbszérdsen kapcsolt rendszeri
tomegspektrometrias detektalast alkalmazva. Jelen kutatds sordn tobbszordsen kapcsolt
tomegdetektalasi mddszer nem allt rendelkezésemre, igy egyeértelmtien nem lehet Kkizéarni az
aszpartam mennyiségét befolyasolo, esetleges zavaré komponens jelenlétét.

Az L-karnozin mennyisége egy mintdban haladta meg a 10 mg/kg ertéket (juhtaré: 12,9
mg/kg), mely nem mondhaté jelentésnek. A technologiai folyamatok hatasait a peptid
mennyiségét tekintve nem lehet egyértelmiien igazolni. Atlag feletti mennyiséget a két vizsgalt
turd készitményben hataroztam meg, a koncentracio novekedése Osszefiiggésben lehet a turo
hatéanyagok koncentralddasa kovetkezik be.

A glutation mennyiségének meghatarozésa soran a peptid 22,6 mg/kg és 34,1 mg/kg
kdzott volt jelen a vizsgalt mintakban. Kecskesajt mintdban allapitottam meg a legmagasabb
koncentraciot, azonban ez az eltérés sem jelentés a tobbi mintahoz képest és technoldgiai hatast
sem tudunk egyértelmien hozzéarendelni a peptid mennyiségének kismeértékii valtozasat
figyelembe véve.

A y-gutamil-cisztein koncentréciot vizsgalva megéllapithatd, hogy a vizsgélati mintak
jelentés részében atlagosan 10 mg/kg koncentracioban taldlhatd meg a peptid molekula. A
detektalt legalacsonyabb koncentracio 9,1 mg/l volt a vizsgélt 2,8% zsirtartalmd tejmintaban,
mig a legmagasabb ertéket tehénsajt mintaban allapitottam meg 37,4 mg/l koncentracioban. A
technoldgiai hatasokat ez esetben sem tudtam egyértelmiien 6sszefuggesbe hozni a vizsgalt
élelmiszerek y-gutamil-cisztein koncentracidjaval. Az élelmiszer tipusait figyelembe véve

viszont megéllapithatd, hogy legnagyobb mennyiségben sajtok tartalmazzak a vizsgalt peptidet.
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6. tablazat allati eredetii alapanyagok és élelmiszerek peptid tartalmanak meghatarozésa a
kidolgozott kromatogréfids modszer segitségével (mintaszam:12, ismétlések szdma:3) (forrés:
sajat szerkesztés)

Ala-GlIn Apm \ L-Kar \ Gsh \ y- Glu-Cis
koncentracid (mg/kg nyers mintaban)
tej 1,5% 1,8+0,04 22,7+0,8 1,5+0,03 22,6+0,4 9,4+0,2
tej 2,8% 1,9+0,02 20,7+0,7 1,3+0,04 | 27,3+0,6 9,1+0,2
tej UHT 68,9+2,2 5,410,1 1,3+0,04 | 26,9+0,9 | 10,1+0,3
kecskesajt| 0,8+0,02 154,2+3,1 | 1,7+0,03 34,1+1,0 | 19,6%0,6
juhsajt 7,8+0,1 420,8+6,7 2,540,1 28,5+0,6 | 13,3%0,4
tehénsajt 5,3+0,2 191,6£2,7 2,7+0,1 23,6+£0,6 | 37,4+0,7
tehéntaré | 1,9+0,02 149,2+3,5 6,6+0,1 30,7+0,7 | 10,9+0,3
juhtaro 25,9+0,7 13,4+0,4 12,940,2 25,9+0,8 | 17,4+0,5

tejfol 1,3+0,03 | 77,9¢27 | 3,1%0,1 | 283+0,6 | 10,740,
10%
tejfol

1,240,02 | 52,1#1,4 | 1,2¢0,03 | 256+0,7 | 10,4%0,3
20%

joghurt 2,2+0,04 32,6+0,8 2,4+0,1 24,9+05 | 11,8+0,3
kefir 1,5+0,03 36,3+1,1 2,2+0,1 27,1+0,7 | 10,5+0,3
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5.11. Redlis mintak elemzése soran fellépé zavard hatasok ismertetése

A valos minték vizsgalatakor fontos szempont a kifejlesztett modszerek alkalmazéasa sorédn a
kisér6 anyagok jelenlétének ismerete és azok szerepének meghatarozdsa. A tovabbiakban
bemutatésra kertilé két dbran fagyasztott z6ldbors6 minta kromatogramjai kertilnek bemutatasra

danzil-kloriddal és orto-ftalaldehid tioetanols oldataval tértént szarmazékképzest kdvetoen.

100 -
mAU | [ €|Ala-gIn (Rt=9,17 min)
& | Apm (Rt=15,81 min)
E
[
E
50 - L-kar (Rt=15,03 min)
10 -

T T T T T T T

9 10 1 12 13 14 15 R, (min)
56. bra fagyasztott z6ldborsé kromatogréfias vizsgalata soran kapott kromatogram UV/VIS

detektalas alkalmazasaval, Danzil-kloriddal torténé szarmazékképzést kdvetéen. A retencios
id6k (Rtalagin=9,17 min, Rt a=15,03 min és Rtapm=15,81 min) kismértékii eltolodasa figyelhet

meg. X1-Xg: egyéb komponens (forras: sajat szerkesztés)

Az 56. &bran fagyasztott zOldborsdbol torténé mennyiségi meghatarozds soran kapott
kromatogram lathaté tiol csoportot nem tartalmazd peptidek danzil-kloriddal torténé
szarmazékképzését kovetéen. A standard mintdk esetén tapasztalt relativ retencios idok (Rtaja-
gn=9,05 min, Rtapm=15,90 min és Rt =14,90 min) ertékeihez kepest kismértéki eltérés (~0,1
min) tapasztalhato az adott peptidek retencios idejében (Rtaja-gin=9,17 min, Rt 1x=15,03 min és

Rtapm=15,81 min) a példaként bemutatasra kerilé valés minta kromatografias vizsgalata soran.
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A retencios id6 eltolédasan tul egyéb zavard hatassal nem kell szdmolni a kromatografias
meghatdrozas soran, a hdrom peptid kromatogréafiés jelalakja megfeleld, elvalasuk alapvonalon
torténik, tertlet alapd integraljuk kell6 pontossaggal meghatarozhaté a mennyiségi meghatérozas

szamara

mV | intenzitas

. €—— [ Gsh (Rt=5,96 min)

v-glu-cis (Rt=7,61 min)

6.0 7.0 8.0 R, (min)
57. bra fagyasztott z6ldborsé kromatogréfias vizsgalata soran kapott kromatogram fluoreszcens
detektalas (RF) alkalmazasaval, orto-ftalaldehid tioetanolos oldataval térténé szarmazékképzést
kovetéen. A retencios idok (Rtesh=5,96 min s Rty guis=7,61 min) kismerteki eltolodasa

figyelhet6 meg. Y1-Y3: egyéb komponens (forras: sajat szerkesztés)

Az 57. abran fagyasztott z6ldborsé mintabdl torténé mennyiségi meghatarozas soran kapott
kromatogram lathaté tiol tartalmu peptidek orto-ftalaldehid tioetanolos oldataval torténé
szarmazékképzését kdvetéen. A standard mintdk esetén tapasztalt relativ retencios id6k (Rtgsh=
5,90 min és Rt,gu<is=7,63 min) értékeihez képest kismértékii (~0,1 min) eltérés tapasztalhaté az
adott peptidek retencios idejeben (Rtgsh=5,96 min és Rt,.qu<is=7,61 min) a valos mintak
vizsgalata sorén. A retenciés id6é eltolédasan tal egyéb zavard hatassal nem kell szdmolni a
kromatogréafias meghatarozas sordn, a harom peptid kromatogréfias jelalakja megfeleld,
elvalasuk alapvonalon torténik, tertlet alapu integraljuk kellé pontossdggal meghatarozhaté a

mennyiségi meghatarozas szamara.
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6. KOVETKEZTETESEK

Az értekezéshen Osszefoglalt eredmények alapjan az alabbi megallapitasok teheték a kis
molekula tomegt peptidek folyadékkromatografias meghatérozasa, a vizsgélt peptidek stabilitasi
viszonyai, a stabilitasi problémak csokkentése, a peptidek antioxidans tulajdonsagainak és
élelmiszeripari felhasznalasa tekintetében:

- A folyadékkromatografids vizsgélatok alapjan megéllapithatd, hogy a kis molekula
tdmegi bioaktiv peptidek meghatarozasa egy modszer szerint nem hajthaté végre. Az
orto-ftalaldehiddel torténé szarmazékképzést kovetden a vizsgalt 6t peptid meghatarozasa
a kozeli retencids idék alapjan nem végezheto el kell6 biztonsaggal.

- A vizsgélatok alapjan megéllapithato, hogy két kulonbdzé szarmazékképzési eljards és
detektalasi mod szerint célszerii végrehajtani a kis molekula tomegii peptidek
kromatografias meghatarozasat annak megfeleléen, hogy a vizsgalni kivant peptid
tartalmaz-e kén tartalmd funkcids csoportot. A ciszteint nem tartalmazo peptidek (Apm,
Ala-GlIn, L-Kar) esetén danzil-kloriddal torténé szarmazékképzés alkalmazésa indokolt,
UV/VIS detektalas (290 nm) diddasoros detektor alkalmazasa mellett. A kifejlesztett
mddszer alkalmazasaval elvegzett vizsgalatok alapjan megallapitottam, hogy a vizsgalt
peptidek 10 pg/kg kimutatasi hatarral hatdrozhatok meg.

- Acisztein tartalmu peptidek (Gsh, y-Glu-Cis) folyadékkromatogréfias meghatarozasara a
danzil-kloriddal torténé szarmazeékképzés kevésbé alkalmas, ez esetben OPA
szarmazékképzo6 hasznalata indokolt, a vizsgalt komponensek valaszjelének detektalasat
pedig fluoreszcens detektor alkalmazéséaval indokolt elvégezni 336 nm gerjesztés mellett,
455 nm detektalasi hullamhosszon. A fluoreszcens detektélasi méd alkalmazasaval a
kéntartalmi peptidek meghatdrozasdnak alsé klszobértékét 1-2  pg/l  kozotti
koncentracidban tudtam meghatarozni.

- A peptidek FRAP mobdszer szerint végzett antioxidans aktivitds vizsgalatai alapjan
megallapithatd, hogy a vas redukcion alapuld maddszerrel nem tudtam jelentds
antioxidans aktivitast meghatarozni a vizsgalt peptidek vonatkozéaséban, a szakirodalmi
adatokban szerepl6 antioxidans aktivitas alapvetéen nem a peptidek a gyokfogd
képességén alapul.

- A kornyezeti paraméterek peptid stabilitasra gyakorolt hatasainak vizsgalata soran
megallapithaté, hogy a kis molekula témegti peptidek kifejezetten érzékenyek azon
kornyezeti tényezok altal kifejtett hatdsokra, melyek leggyakrabban hatéssal vannak az

83



élelmiszerekre és élelmiszeripari nyersanyagokra. A kornyezet kémhatasa (foként
alacsony pH érték), az oxidativ kdriilmények (levegével hosszabb ideig érintkezve) és a
fény (hosszabb ideig napfényen tarolva) is nagymértékben kérositja a peptid
vegylleteket, stabilitasuk még kisebbnek mutatkozik, ha a vizsgalt paraméterek
egyuttesen fejtik ki hatasukat.

A peptid vegyuletek kismértékii stabilitdsa erdsitheté komplex képz6 fémek
alkalmazédsaval. A vizsgélatok alapjan a peptidek bomlasat legjobb hatasfokkal a
kadmium alkalmazéasa csokkenti. A komplexképz6 fémek stabilizalo hatdsat ronthatja az
alkalmazott matrix (magas szénhidrat koncentracio).

A novényi és allati eredetii forrdsok vizsgalata soran megallapithatd, hogy a peptidek
nem fordulnak elé6 olyan mennyiségben az Altalunk vizsgalt élelmiszeripari
alapanyagokban és késztermékekben, hogy kinyerésiik gazdasagosan Kivitelezheté lenne,
mely parosul még a peptidek kis mértékii stabilitasaval is. A stabilitdsi problémak
kikliszobolesére legjobb hatékonysaggal alkalmazhatd kadmium toxikussagabdl adodoan
nem hasznalhato élelmiszeripari alapanyagokban.

Megéllapithatd, hogy bizonyos peptidek adott élelmiszer tipusokban nagyobb
mennyiségben fordulnak elé. y-glutamil-cisztein nagyobb mennyiségben talalhaté meg
fokhagymaban és vizsgalt barna rizs mintdban, mig alanil-glutamin dipeptidb61 zdldborso
készitményekben hataroztam meg magasabb koncentraciot a tobbi vizsgalt mintdhoz
viszonyitva.

Az alkalmazott élelmiszeripari technologia (hokezelés, savanyitds) a vizsgélt minték
jelentds részénél csokkentette a peptid koncentréciot, azonban az alanil-glutamin esetén
tejpen az UHT kezelést kdvetéen a Kiindulasi koncentraciohoz viszonyitva magasabb

értéket allapitottam meg.
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JAVASLATOK

Az elvégzett vizsgalatok kiértékelését kdvetéen megdllapithatd, hogy a kis molekuléris

tomeggel rendelkez6 peptidekkel kapcsolatos analitikai vizsgalatok folytatasa indokolt a

vegylletcsoport humanbioldgiai és élelmiszertudomanyi hatasait illetéen:

Javasolt az antioxidans aktivitasanak tovabbi vizsgalata tobb modszer (DPPH, ORAC,
TRAP) szerint, mely segitségével a peptidek antioxiddns folyamatokban bet6ltott
szerepét és annak folyamatéat egyértelmiien meg lehet allapitani.

Célszerii a vizsgalt peptidek természetes forrasainak vizsgalatat kibéviteni a kutatas soran
vizsgalt novényi (rizs, borsd, fokhagyma) és allati alapanyagok és késztermékek (tej- és
tejtermékek) tovabbi vizsgélataival. A kutatds ilyen téren torténé tovabbvitele
eredményezheti olyan természetes forrasok igazolasat, melybél gazdasédgosan is
kinyerhet6 az adott peptid humanklinikai vagy élelmiszeripari alkalmazasra.

A Kutatés soran valos mintdkbdl torténé mennyiségi meghatarozast kdvetéen fermentalt
élelmiszerekben (sajtok) az aszpartdm mennyiségét kiugréan magasnak talaltam. Az
elvégzett kontroll vizsgélatok alapjan a mérési eredmenyeket igazolni tudtam, azonban
indokoltnak tartom tobbszordésen kapcsolt tomegdetektorok (MS/MS, TOF-MS)
alkalmazésaval ismételt vizsgalatat elvégezni. Nem kizérhato, hogy a fermentécié soran
az aszpartam molekuldhoz hasonld szerkezetii és az alkalmazott szdrmazékképzével
analog mddon kotodo vegyilet képzodik, mely befolydsolhatta mérési eredményeimet.
Abban az esetben, ha a tébbszordsen kapcsolt tomegdetektorok alkalmazasaval is hasonld
kovetkeztetésre jutnak, a tejtermékek (foként fermentalt termékek) széles kort vizsgalata

indokolt a tovabbiakban.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Kis molekulatdmegii peptidek kromatografias meghatarozadsanak lehetéségeit, a vizsgalt
peptidek kornyezeti paraméterek hatasara torténd stabilitasi viszonyainak meghatarozasat,
femvegyuletek stabilitasra gyakorolt hatasat és a kis molekulatomegti peptidek élelmiszeripari
adalékanyagkent tortené felhasznélasanak lehetéségét vizsgaltam kutatasom soran.

1. A vizsgélt peptid vegyuletek folyadékkromatografias meghatarozdsanak vizsgalata soran
megallapitottam, hogy a modellvegyiletek (aszpartdm, L-karnozin, L-glutation, alanil-
glutamin és y-glutamil-cisztein) egy adott HPLC maddszer szerinti meghatarozasa nem
végezhet6 el kell6 pontossaggal és reprodukalhaté modon. A peptidek eltéré funkcids
csoportjai meghatarozzak kémiai tulajdonsagaikat, igy azonos szarmazékképzével
szemben eltér6 mddon reagalnak.

2. A ciszteint nem tartalmazé peptidek vizsgélata soran megéllapitottam, hogy danzil-
kloriddal torténé szarmazékképzést kdvetéen UV tartomanyban (290 nm), diddasoros
detektalassal kell6 pontossaggal és precizitassal lehet mennyiségi meghatarozast
végrehajtani. A kromatografids elvalasztds reverz fazisi kromatografias oszlopon
valosult meg (Agilent Eclipse plus RPC18 150X3, 3,3 um). A vizsgalatok sordn a
modellvegylletek kimutatasi hatara: Ala-GIn=17 pg/l, L-Kar=16 ug/l, Apm=160 pg/l.

3. A cisztein tartalmi  peptidek vizsgalata sordn  megallapitottam,  hogy
folyadékkromatogréafids mennyiségi  meghatarozasuk orto-ftalaldehid tioetanolos
oldataval tortén6 szarmazekképzést kovetéen, fluoreszcens detektor (RF) alkalmazésaval
végezheté el. A meghatarozads szdrmazékképzes utani injektalasat kovetéen 340 nm
gerjesztés mellett 455 nm detektaldsi hulldamhosszon tortént. A kromatografias
elvalasztast forditott fazisi oszlopon (Agilent Eclipse plus RPC18 150X3, 3,3 um)
hajtathatd végre. A modellvegyiletek kimutatési hatara ez esetben is a kromatogramok
jel-zaj viszonyabdl keriilt meghatarozasra, mely mindkét kén tartalmd peptidnél 2 pg/l
értéknek adddott (Gsh=2,1 pg/l, y-Glu-Cis=1,3 pg/l), mely jelentés javulas korabbi
eljarasokhoz képest.

4. A kutatds sordn megallapitottam, hogy a vizsgalt peptidek stabilitidsa jelentésen eltér
egymastdl kulénbdz6 kornyezeti paraméterek hatdsara. A ciszteint nem tartalmazé
peptidek bomlasa savas kémhatas (pH=4), magas hémérséklet (+30 °C) és a levego
oxigén tartalmanak hatdsara szdmottevo, tarolhatosdguk néhany nap idétartamra
korlatozddik. A tiol csoportot tartalmazd peptidek esetén intenzivebb mértékii bomlas
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hatarozhatd meg a tiol csoportot nem tartalmazé peptidekhez képest a kornyezeti
paraméterek hatasara, melynek eredményeként megallapithatd, hogy néhany nap tarolasi
id6 alatt kozel 100%-0s mértékii bomlast szenvednek.

Vizsgéalataim alapjan igazoltam, hogy fém-komplexek képzésével ndvelheté a vizsgalt
peptidek stabilitdsa. A leghatékonyabb védé hatast az alkalmazott négy fém (cink,
kalcium, magnézium, vas) egylttes alkalmazasa biztositja a peptidek szamara.
Megaéllapitottam ugyanakkor, hogy az alkalmazott matrix a komplexképzesert felels
fémek jelenlététol fuggetlenil jelentésen befolyasolja a stabilitast, keményité matrix
alkalmazésa soran a fémek védo funkcioja nem érvényesl.

Megéllapitottam, hogy a vizsgélt ndévényi és allati eredetii élelmiszer alapanyagok és
késztermékek nem tartalmazzdk a vizsgélt bioaktiv peptid vegyileteket olyan
mennyiségben, mely gazdasdgos modon torténé kinyerésiiket lehetové tenné
élelmiszeripari adalékanyagként val6 felhasznalasukat figyelembe véve. Az élelmiszer

eléallitasi technoldgidk legtobbje (kdzeg kémhatdsénak valtozasa, hékezelés mddja és

=z =7
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8. OSSZEFOGLALAS

A dolgozatban ismertetett kutatas soran kis molekulatémegii peptidek kromatogréafias
meghatarozasanak lehetéségeit, a peptidek antioxidans aktivitdsanak vizsgélatait végeztem el. A
kutatomunka soran meghatarozasra kerillt a peptidek stabilitasi tulajdonsdga kornyezeti
paraméterek fliggvényében. Komplexképzé femek alkalmazéasival vizsgaltam a peptidek
stabilitasi tulajdonsagait kornyezeti paraméterek és élelmiszer matrix hatasara. A Kivalasztott
modellvegylletek mennyiségének megéallapitasat az altalam fejlesztett folyadékkromatografias
mddszer alkalmazésaval hajtottam végre.

A téma szakirodalmi tanulmanyozasat kovetéen megallapitast nyert, hogy tdébb
tanulmany foglalkozott kis molekulatdmegii peptid vegylletek elvalasztasaval, detektélasaval és
meghatarozasaval, azonban a kdzOlt modszerek a kvantitativ meghatarozas, érzékenység és
reprodukélhatosag szempontjabdl nem tokéletesek, mivel szamos aminosav gyenge elnyeléssel
rendelkezik az UV/Iathatd tartomanyban. A vizsgélatok soran megbizhatd és érzékeny
folyadékkromatogréafidas modszereket dolgoztam ki a di-, és tripeptidek meghatarozéasara
(aszpartam, L-karnozin, L-glutation, alanil-glutamin és y-glutamil-cisztein) nyers és feldolgozott
élelmiszerekben. A peptid tartalmd komplex élelmiszer mintak vizsgalata soran HPLC modszert
alkalmaztam trifluor-ecetsav, acetonitril eluens rendszer és C18 inverz fazisi HPLC oszlop
hasznalataval. A detektélast gaz fazisu fényszorason alapuld detektorral (ELS), UV detektalést a
danzil-kloriddal végzett szarmazékképzés utén, fluoreszcens detektélast (RF) orto-ftalaldehiddel
torténo szarmazékképzést kovetéen alkalmaztam. A vizsgalatok soran kapcsolt rendszerben,
tdmegdetektalassal igazoltam a képz6d6é komplexek jelenlétét a vizsgalati mintdkban. A munka
sordn megéllapitottam, hogy az egy mddszer szerinti kromatografias meghatarozas nem alkalmas
a peptidek mennyiségi meghatarozasara, a kéntartalma peptidek esetén fluoreszcens detektalas,
mig a tiol csoportot nem tartalmazd peptidek esetén UV detektalas alkalmazésa indokolt a
szarmazékképzést kovetéen. A mennyiségi meghatarozast megelézéen kiilsé Kkalibraciot
alkalmazva meghataroztam a kimutatasi tartomany linearis értékét, a jel-zaj viszony alapjan
megallapitasra kerilt a kimutatasi hatar, mely a tiol csoportot nem tartalmazo6 peptidek esetében
10 pg/l korali, mig a tiol tartalma peptidek esetében 1-2 pg/l kdzotti értéknek adddott.

Vizsgalataim sorén a kivalasztott peptidek kulonbdzé kornyezeti paraméterek hatdsara
(pH, homérséklet, fényhatds, oxidativ hatas) torténé taroldsi vizsgalatait és az
élelmiszermétrixban (szénhidrat) végbemend valtozasok feltarasat végeztem el. A peptidek
bomlasénak intenzitasat és a visszamaradt mennyiségét az altalam Kifejlesztett nagy nyomasu

folyadékkromatogréfias (HPLC) moddszerekkel hatdroztam meg. Megéllapitottam, hogy a
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peptidek stabilitasa ligos tartomanyban (pH=10) alacsony volt, az aszpartdm, a karnozin és a y-
glutamil-cisztein esetében 12 nap alatt csak néhany szazalékat tudtam visszamérni a kiindulasi
mennyiségnek. Oxidativ kortlmények kozott a cisztein tartalmd peptidek és az aszpartam
jelentés, 95% feletti bomlast mutattak, mig az alanil-glutamin 75% korili degradaciot
szenvedett. Az oxigéntol elzart korilmények kozt is kis stabilitast mutattak, a bomlas mértéke 12
napot kdvetéen 90% kozelinek addédott. Fényben tarolt tiol tartalmi peptidek szintén jelentés
degradaciot mutattak, mértéke 12 nap alatt kozel 100% volt. A vizsgélt paraméterek kozil a
homérséklet is jelentés befolyassal volt a stabilitasra. A y-glutamil-cisztein -18 °C -0s
homérsékleten jelentés bomlést (94%) szenvedett 3 nap téarolast kovetéen. Az L-glutation hiitott
tarolas mellett (+4 °C) és magasabb térolasi homérsékleten (+30 °C) is jelentés mértékben
degradalédott 12 napot kovetéen. A ciszteint nem tartalmazd peptidek kozil az aszpartdm
mutatta a legjelentésebb hoérzékenységet, +30°C-on mar 3 nap tarolast kovetéen 95% feletti
bomléas volt tapasztalhaté. A masik két peptid héstabilitdsa jonak mondhato, +4 °C -on 10%
alatti a bomlas 30 nap elteltével, és +30 °C -os hémérsekleten, 3 napot kdvetéen sem haladja
meg az 50%-ot.

A stabilitasi vizsgalatokat kdvetéen fém-komplexek alkalmazasaval ismételt stabilitasi
vizsgalatokat végeztem a peptidekkel. Megéllapitottam, hogy az alkalmazott matrix jelentésen
befolyasolja az adott peptid stabilitasi paramétereit. Az alkalmazott femvegyuletek eltér6 médon
hatnak az adott peptid stabilitasara. Matrixtol fliggetlenul a 4 komplexképz6 fém egylittes
alkalmazésa biztositja a legjobb stabilitast az Aszpartam szaméara. Amennyiben a métrixokat is
figyelembe vesszilk, alacsony pH tartomanyban a vas:peptid=4:1 aranyu komplex, semleges
tartomanyban a négy fém egylttes alkalmazasa, keményit6 oldatban pedig a cink és a
magnézium négyszeres mennyisége adja a legjobb stabilitast a peptidnek.

A Kkarnozin estében szintén a négy fém egyuttes alkalmazdsa ndveli a stabilitast,
amennyiben az alkalmazott matrix hatasat nem vesszik figyelembe. Savas és semleges k6zegben
a négyszeres mennyiségii cink és a negy fém egydittes alkalmazésa, keményité oldatban pedig a
magnézium négyszeres mennyisége is noveli a peptid stabilitdsat. A glutation taroldsa sorén a
matrixtol flggetlendl vas négyszeres mennyisége és a négy fém egydttes alkalmazéasa stabilizélja
legnagyobb mértékben a peptidet. A savas tartomanyban a vas és a kalcium négyszeres
mennyisége és a négy fem egyittes alkalmazésa, semleges tartomanyban a vas negyszeres
mennyisége és a négy fém egyuttes alkalmazésa fejti ki a legintenzivebb stabilizalé hatast a
peptidre.

Elvégeztem az 6t modellvegyulet antioxidans aktivitasanak vizsgalatdt FRAP maddszer

szerint. A vizsgélatok alapjan megallapithatd, hogy nem sikerilt jelentés antioxidans aktivitast
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kimutatni a vizsgalat peptidek esetén, a vizsgalt vegyiletek kozil a kén tartalmd peptidek
antioxidans aktivitas értékei magasabbak, azonban ezen érték sem tekintheté kiemelkedonek

mas, erds antioxidans aktivitassal bird vegyiletekhez viszonyitva.
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9. SUMMARY

Chromatographic determination of small molecular weight peptides and antioxidant
activity tests were performed as described in the thesis research proposal. Furthermore, research
work has been carried out to study peptide stability properties as a function of environmental
parameters. The stability properties of peptides as a function of environmental parameters and
food matrix effect using a metal complexing agent has also been determined.

The quantitative analysis of the selected model compounds was performed using newly
developed liquid chromatography methods. Following the study of literature data it was found
that several papers addressed the separation, detection of small molecule peptides, however, the
published methods are not perfect, as many amino acids have weak absorption with the UV/VIS
range. The developed methods are reliable and sensitive for the determination of di- and tri-
peptides (aspartame, L-carnosine, L-glutathione, and alanyl-glutamine y-glutamyl-cysteine) in
raw and processed foods. The applied HPLC methods used trifluoroacetic acid in acetonitrile as
the eluent system, and C18 reversed phase HPLC column in the examination of complex food
samples containing peptides. Evaporative light-scattering method (ELS) was used to detect the
model compounds, UV/VIS detection could be used only after derivatization with dansyl
chloride, the more sensitive fluorescence (RF) method was used after ortho phthalaldehyde
derivatization. Mass spectrometry detection (M+H) proved the presence of transition metal
complexes in the test samples. It was observed, that a single detection method cannot be applied
for the quantitative determination of the peptides, fluorescence based methods are superior for
sulphur containing derivatives, while UV/VIS is desirable for derivatives without thiol
functionality. The linearity of the detection range has been identified in an external calibration
procedure, the signal to noise ratio has been determined along with the minimum detectable
quantity (10 pg/l in general and 1-2 pg/l for sulfur-containing peptides).

During the examination of selected peptides various environmental parameters influence
the stability (pH, temperature, light exposure, oxidative stress), storage tests and effect of food
matrices (proteins and carbohydrates) have been studied. The intensity decay and the remaining
amounts were determined with the developed the high-pressure liquid chromatography (HPLC)
methods. It was found, that the stability of peptides in the alkaline range (pH 10) was low, in the
case of aspartame, carnosine and y-glutamyl-cysteine only a few percent of the initial amount
could be measured in 12 days. The cysteine-containing peptides and aspartame showed
significant decomposition above 95% under oxidative conditions, while in the alanyl-glutamine

suffered a degradation of about 75%. The stability under oxygen free conditions was similar, the
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decomposition rate was 90% after 12 days. Cysteine-containing peptides also showed significant
degradation under light storage, the decomposition was almost 100% in 12 days. Of the
parameters examined, the temperature had also a significant influence on the stability. In case of
the y-glutamyl-cysteine at -18 °C significant degradation (94%) took place after 3 days storage.
In addition to the L-glutathione cold storage (+ 4 °C) and higher storage temperatures (+ 30 °C)
is significantly decomposed after 12 days. The non-cysteine containing peptides (aspartate)
showed the greatest sensitivity to temperature increase, at + 30 °C, decomposition of over 95%
was observed already after 3 days of storage. The other two peptides had fairly high thermal
stability, at + 4 °C less than 10% degradation took place after 3 days and after time period the
degradation did not exceed the 50% level.

After the stability studies the same experiments have been carried out with the
involvement of transition metals. It was found that the stability of the transition metal - peptide
complex has a significant effect on the stability parameters. The metal compounds used in
different molar ratios affect the stability of the peptide. The combination of four transition metals
provides the best stability for the aspartame. If the different matrix effects are taken into account,
at low pH range, the Fe:peptide=4:1 complex, at neutral range the combined use of the four
metals, in starch solution, the zinc and magnesium fourfold amount gives the best stability of the
peptide. In case of carnosine the combined use of four metal increases stability when the effect
of the matrix used is not taken into account. Under acidic and neutral conditions quadruple
amounts of zinc and the four metals, in starch solution four times the amount of magnesium can
also increase the stability of the peptide. When storing glutathione independently of the matrix
co-administration four times the amount of iron and the four metals the stabilization of peptide is
the highest. In acidic region the combined use of iron and four times the amount of calcium and
the four metal, in the neutral range four-fold metal amount and the combined use of iron and four
metals exerts the most intense effect in the stabilization of the peptide.

The antioxidant activity determination of the model compounds has been also carried out
using the FRAP method. The stablished studies demonstrated, that significant antioxidant
activities cannot be detected for the model compounds, however the thiol containing peptides
have higher antioxidant activity, but the measured values are not considered outstanding

compared to other potent antioxidant compounds.
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11. ABRAJEGYZEK

1. abra Alanil-glutamin, L-alanil-y-L-glutamin szerkezeti képlete

2. abra L-karnozin, (2S)-2-[(3-amino-1-oxopropil) amino]-3-(3H-imidazol-4-yl) propéansav
szerkezeti képlete

3. dbra Glutation, (2S)-2-amino-5-[[(2R)-1-(karboximetilamino)-1-oxo-3-szulfanilpropan-2-yl]-
amino]-5-oxopentansav szerkezeti képlete

4. dbra y-glutamil-cisztein,y-L-glutamil- L-cisztein szerkezeti képlete

5. &bra Aszpartdm, N-(L-alfa-aszpartil)-L-fenilalanin-1-metilészter szerkezeti képlete

6. abra a peptidek maximalis abszorbancia hulldmhosszanak meghatarozasara hasznalt Jasco V-
650 spektrofotométer

7. &bra a kis molekula tomegti peptidek kromatografias meghatarozasa soran alkalmazott
Agilent 1200 plus HPLC készilék

8. &bra a kutatott peptidek kromatografias meghatarozasa soran alkalmazott Shimadzu LC-2010
HPLC rendszer és PL-ELS 2100 detektor kapcsolt rendszerben

9. dbra a kutatas soran alkalmazott Shimadzu LC-2010 folyadékkromatograf LC/MS 2010
detektorral kapcsolt rendszerben

10. &bra a vizsgalt peptidek UV spektruma

11. &bra a vizsgalt peptidek 195 nm hulldmhosszon, diédasoros detektalas soran kapott

kromatogramja (L-karnozin (3,66 min.), Alanil-glutamin (3,78 min.), L-glutation (4,12 min.), y-
Glutamil-cisztein (4,48 min.), Aszpartam (5,07 min.))

12. &bra alanil-glutamin, L-karnozin és aszpartdm ELS detektalast kvetéen kapott
kromatogramok és a vegytletek tdomegspektrumai

13. &bra a peptid-fém komplexek kromatografias ertékelése ezust, réz, cink és kadmium
komplexképzok alkalmazésa esetén

14. dbra kéntartalmu peptidek Cd-komplexalt formajanak folyadék-kromatografias
meghatarozasa (UV/VIS detektalas 203 nm)

15. dbra az L-glutation kadmiummal alkotott komplexének tomegspektrometrias detektéalasa

16. abra az L-glutation kadmiummal alkotott komplexének tomegspektrometrias detektalasa az
elméleti és a tapasztalt tdmegértékekkel

17. dbra az L-glutation kadmiummal alkotott komplexének tomegspektrometrias detektéalasa a
fém-peptid komplexek kialakulaséanak lehet6ségeivel

18. &bra a y-glutamil-cisztein kadmiummal alkotott komplexének tdmegspektrometrias
detektalasa
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19. &bra a y-glutamil-cisztein kadmiummal alkotott komplexének tdmegspektrometrias
detektalasa az elméleti és a tapasztalt tomegértékekkel

20. &bra az y-glutamil-cisztein kadmiummal alkotott komplexének témegspektrometrias
detektalasa a fém-peptid komplexek kialakulasanak lehetésegeivel

21. dbra Danzil-kloriddal szd&rmazékolt peptidek maximalis abszorbancigjanak igazolasara
szolgalo UV/VIS spektrum az L-karnozin peptid példajan szemléltetve (forrés: sajat szerkesztés)

22. 4bra az alanil-glutamin UV/VIS detektalas soran kapott kromatogréfias jele és szerkezeti
képlete danzil-kloriddal tortént szarmazékképzést kovetéen Rt=9,05 min. retencios id6 esetén

23. 4bra az alanil-glutamin tdmegspektruma m/z=50-2000 és m/z=50-460
24. abra Danzil-kloriddal szarmazékolt alanil-glutamil kalibracids gorbéje

25. bra az aszpartdam UV/VIS detektalas soran kapott kromatogréfias jele és szerkezeti képlete
danzil-kloriddal tortént szarmazékképzést kdvetéen Ri=14,9 min. retencios id6 esetén

26. bra az aszpartam tdmegspektruma m/z=50-2000 és m/z=50-550
27. 4bra Danzil-kloriddal sz&rmazékolt aszpartdm kalibracids gorbéje

28. bra az L-karnozin UV/VIS detektalas soran kapott kromatogréfias jele és szerkezeti képlete
danzil-kloriddal tortént szarmazékképzést kdvetéen R=15,9 min. retencios id6 esetén

29. bra az L-karnozin tomegspektruma m/z=50-2000 és m/z=50-700
30. &bra Danzil-kloriddal sza&rmazékolt L-karnozin kalibracios gorbéje

31. &bra Danzil-kloriddal szd&rmazékolt L-karnozin és aszpartdm meghatarozasahoz hasznalt
kalibréacids egyenesek meredekségének dsszehasonlitasa

32. 4bra az Ala-GIn UV/VIS detektalds soran kapott kromatografias jele és szerkezeti képlete
orto-ftalaldehiddel tortént szarmazékképzést kovetéen Ri=27,9 min. retencids id6 esetén

33. &bra Orto-ftalaldehiddel szarmazékolt alanil-glutamin kalibracios gorbéje diédasoros
detektalast kdvetoen

34. 4bra az Apm UV/VIS detektalas soran kapott kromatogréfias jele és szerkezeti képlete orto-
ftalaldehiddel tortént szarmazékképzést kdvetéen Ri=27,14 min. retencids id6 esetén

35. abra Orto-ftalaldehiddel szarmazékolt aszpartam kalibracids gorbéje diddasoros detektalast
kovetden

36. dbra az L-kar UV/VIS detektélas soran kapott kromatografias jele és szerkezeti képlete orto-
ftalaldehiddel tortént szarmazékképzést kdvetéen Ri=28,0 min. retencids id6 esetén

37. abra Orto-ftalaldehiddel szarmazékolt L-karnozin kalibracios gorbéje diédasoros detektalast
kovetden
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38. &bra a Gsh UV/VIS detektélas soran kapott kromatografias jele és szerkezeti képlete orto-
ftalaldehiddel tortént szarmazékképzést kdvetéen Ri=7,60 min. retencids id6 esetén

39. abra Orto-ftalaldehiddel szarmazékolt L-glutation kalibracids gorbéje diddasoros detektalast
kovetoen

40. abra a y-glutamil-cisztein UV/VIS detektalas soran kapott kromatografias jele és szerkezeti
képlete orto-ftalaldehiddel tortént szarmazékképzést kovetéen R=5,90 min. retencids id6 esetén

41. abra Orto-ftalaldehiddel szarmazékolt y-glutamil-cisztein kalibracios gorbéje diédasoros
detektalast kbvetoen

42. dbra az L-glutation fluoreszcens detektalds soran kapott kromatografias jele és szerkezeti
képlete orto-ftalaldehiddel tortént szarmazékképzést kovetéen R=7,63 min. retencids id6 esetén
és a peptid mennyiségi meghatarozasahoz sziikséges kalibréaciés gorbe

43. abra a y-glutamil-cisztein fluoreszcens detektalas soran kapott kromatogréafias jele és
szerkezeti képlete orto-ftalaldehiddel tortént szarmazékképzést kovetéen R=5,97 min. retencids
id6 esetén és a peptid mennyiségi meghatarozasahoz szikséges kalibracios gorbe

44. dbra az aszpartdm fluoreszcens detektalas soran kapott kromatogréfias jele és szerkezeti
képlete orto-ftalaldehiddel tortént szarmazékképzést kovetéen R=27,24 min. retencios idé esetén
és a peptid mennyiségi meghatarozasahoz sziikséges kalibracios gorbe

45. abra az L-karnozin fluoreszcens detektalas soran kapott kromatogréafias jele és szerkezeti
képlete orto-ftalaldehiddel tortént szarmazékképzest kdvetéen R=28,12 min. retencios id6 esetén
és a peptid mennyiségi meghatarozasahoz sziikséges kalibracios gorbe

46. dbra az alanil-glutamin fluoreszcens detektalas soran kapott kromatografias jele és
szerkezeti képlete orto-ftalaldehiddel tortént szarmazékkepzést kovetéen Ri=27,94 min. retencios
id6 esetén és a peptid mennyiségi meghatarozasahoz szikséges kalibracios gorbe

47. dbra az aszpartdm stabilitasi viszonyai savas kdzegben, komplexképzé fémek alkalmazasa
mellett

48. &bra az aszpartam stabilitdsi viszonyai semleges kozegben, komplexképzé fémek
alkalmazésa mellett

49. &bra az aszpartdm stabilitdsi viszonyai keményité matrixban, komplexképzé fémek
alkalmazésa mellett

50. &bra az L-karnozin stabilitasi viszonyai savas kozegben, komplexképzé fémek alkalmazasa
mellett

51. abra az L-karnozin stabilitdsi viszonyai semleges kozegben, komplexképz6 fémek
alkalmazésa mellett

52. abra az L-karnozin stabilitdsi viszonyai kemenyité6 matrixban, komplexképz6 fémek
alkalmazésa mellett
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53. bra az L-glutation stabilitasi viszonyai savas kdzegben, komplexképz6 fémek alkalmazasa
mellett

54. &bra az L-glutation stabilitdsi viszonyai semleges kozegben, komplexképz6 fémek
alkalmazésa mellett

55. abra a vizsgalt peptidek FRAP mddszer szerinti antioxidans aktivitas meghatarozasa

56. abra tejminta kromatogréfias vizsgalata sordn kapott kromatogram UV/VIS detektalés
alkalmazésaval, Danzil-kloriddal torténé szarmazékkepzést kovetéen. A retencios idok (Rtajs-
on=9,17 min, Rt 4x=15,03 min és Rtapm=15,81 min) kismértéki eltolodasa figyelheté meg. X;i-
Xsg: egyéb komponens

57. abra tejminta kromatogréafias vizsgalata soran kapott kromatogram fluoreszcens detektalas
(RF) alkalmazésaval, orto-ftalaldehid tioetanolos oldataval torténé szarmazékképzést kovetden.
A retencios id6k (Rtgsh=5,96 min és Rty gu-cis=7,61 min) kismértéki eltolodasa figyelheté meg.
Y1-Y3: egyéb komponens

1. t&blazat a kifejlesztett kromatografias modszerek kimutatasi hatara, linearitasi tartomanya és
visszameérési hatékonysaga (forras: sajat szerkesztés)

2. tablazat kénmentes peptidek stabilitasi viszonyai kornyezeti parameéterek fliggvenyében,
peptidek visszamért mennyisége és a merésekhez tartozd szoras értékek szazalekban kertltek
megadasra (mintaszam=90, ismétlések szama=3)

3. tablazat tiol tartalmu peptidek stabilitasi viszonyai kdrnyezeti paraméterek fliggvényében, a
peptidek visszamért mennyisége és a merésekhez tartozd szoras értékek szazalekban kertltek
megadasra (mintaszam=60, ismétlések szama=3)

4. tablazat a vizsgélt peptidek antioxidans aktivitasi ertékei FRAP modszer alapjan,
(mintaszam:15, ismétlésszam:3) (forras: sajat szerkesztés)

5. tdblazat novényi alapanyagok peptid tartalmanak meghatarozésa a kidolgozott kromatografias
mabdszer segitségével

6. tablazat allati eredetii alapanyagok és élelmiszerek peptid tartalmdnak meghatarozésa a
kidolgozott kromatografias modszer segitségével
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KOSZONETNYILVANITAS

Ezaton fejezem ki kdszonetem mindazok részere, akik hozzijarultak ahhoz, hogy kutatd
munkam elvégezhessem, a kutatas és az abban foglalt eredmények az elkészilt dolgozatban
kozlésre kerulhessenek.

Kdszondm elsékent témavezetomnek, Dr. Fodor Péternek, aki tanacsaival és irAnymutatasaval
segitette munkam és a dolgozat elkészitését.

Kdszondm folyamatos szakmai iranyitasat és tanacsait Dr. Forgd Péternek, akinek tdmogatésara
és kritikai észrevételeire egyarant szamithattam a kutat6i munkam teljes idétartamaban, igy a
disszertaciom elkészitésében is mind szakmai, mind emberi téren.

Kdszondm segitségét Dr. Kiss Attila Péternek az Eszterhdzy Karoly Foéiskola Egerfood
Regionalis Tudaskdzpont korabbi féigazgatojanak, kutatdi munkédm elinditdsdban nyujtott
tdmogatasert és a szakmai munkahoz sziikséges feltételek biztositasaért.

Kodszonetem fejezem ki Dr. VA&czy Kalman Zoltannak az Eszterhdzy Karoly Egyetem
Elelmiszertudomanyi és Boraszati Tudaskozpont igazgatdjanak a disszertacio elkészitése soran
nyujtott tamogatasert.

Halaval tartozom az Eszterhazy Karoly Egyetem Elelmiszertudomanyi és Boraszati
Tudaskdzpont, az Elelmiszertudomanyi Intézet és a Bioldgiai Intézet munkatarsainak, akik
kutatoi éveim alatt sz&mos szakmai tanaccsal segitették munkam, szakmailag és emberileg is
sokat tanulhattam tolik.

Kdszdndém tamogatasukat rokonaimnak, barataimnak, ismeréseimnek, és ismeretleneknek, akik
az eddigiek soran biztattak, timogattak, vagy éppen kritizaltak, azonban tudom, minden esetben
csak az én érdekemben tették.

Végll, de nem utolso sorban kdszondm a tAmogatast és szeretetet Csaladomnak.

Paromnak, Erikanak, aki a legnehezebb idékben is kitartd és megérté tars, erét és
magabiztossagot add hitves.

Kdszondm édesanyamnak, hugomnak és testvéreimnek, akik mindenben tamogattak,
biztositottak a csaladi otthont, a hatteret és az erkdlcsi tamogatést életem soréan.

Kdsz6ndm nagyszileimnek, akik tapasztalatukkal és szeretetikkel segitettek egyenes, szinte
emberré valnom, tdmogattak és biztattak a legnagyobb gondok kozt is, melyet soha nem fogok

elfeledni.
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