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1. BEVEZETES

A kis molekulatomegti peptidek egy fontos
vegyliletcsalad tagjai, melyek gyakran kulcsszerepet jatszanak
kilonbozo fiziologids folyamatokban (HARTMANN és
MEISEL, 2007). Humén Klinikai és élelmiszertudoméanyi
terlleteken egyre jelentésebb alkalmazasuk és ebbdl ad6do
kutatdsuk, szerepilk pontos meghatarozdsa és tisztazésa.
Szamos Kklinikai és élelmiszertudomanyi kutatds helyezi
kdzpontba a kis molekulatomegti peptidek vizsgalatat, igy
elésegitik a hatasmechanizmusukkal és pontos detektalasukkal
kapcsolatos ismeretek bovitését.

A széles spektrumu bioldgiai hatas igéretessé teszi
a kis molekula tomegli peptid molekuldkat funkciondlis
élelmiszerekben val6 alkalmazasra, az élelmiszeripari
alkalmazas- és biztonsag azonban megkoveteli a célvegyiletek
pontos, megbizhatd és reprodukéalhato analitikai
meghatarozasat. Sok esetben az élelmiszeripari alkalmazast a
peptid szarmazékok Kis stabilitasa hatraltatja, ebben az esetben
a stabilitdsi problémak kikiszobolésével  funkcionalis
élelmiszerek adalékaikent is felhasznalhatdva valhatnak.

A kis molekulatomegti  peptidek  kimutatasi
mabdszerei kozé sorolhatok kromatogréfias
(folyadékkromatografia, gélkromatografia, —méretkizarasos
kromatogréafia) meghatarozasi médszerek, tomegspektrometrias
mddszerek és ezek kombinacidi. A modern eljarasokban és
meghatarozasi modszerekben kdzds, hogy jelentés anyagi
beruhdzést igénylé miszerpark szikséges a Kkutatott
komponensek analitikai meghatarozasahoz. A foként az
élelmiszeriparhoz kotheté fejleszté laboratoriumok jelentés
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része azonban nem mindig rendelkezik a legmodernebb
eszkozokkel, ebbél adodoéan  szikséges egy olyan
meghatérozasi metodika, mely megbizhat6an és reprodukélhatd
maddon biztositja vizsgélatukat és meghatarozasukat.

A pontos és preciz analitikai modszerek lehetoséget
biztositanak a peptidek  koncentraciojanak  kilonb6z6
élelmiszerekben torténé megbizhatd meghatdrozasara. A
kutatas sordn a kis molekula témegi peptidek humanbioldgiai
terleten és az élelmiszeriparban betoltott, vagy betdlthetd
szerepik és tulajdonsagaik figyelembe vételével tartottam
fontosnak  analitikai ~ meghatarozasukat és  stabilitasi
tulajdonsagaik meghatarozasat.



2. CELKITUZES

A kutatas soran 6t kis molekula tomegi  peptid
tulajdonsdgainak megallapitdsat, megbizhatd és érzékeny
kromatogréfias  meghatarozasi  eljaras  korilményeinek
kidolgozasét, a kivalasztott vegyiletek stabilitasi problémainak
kikliszObolesét és az élelmiszermatrixban végbemend hatdsok
feltarasat szandékoztam elvégezni az alabbiak szerint.

- A vizsgalt vegyiletek folyadék kromatografias maodszer
szerinti meghatarozasa.

- Természetes peptidek stabilitasi viszonyainak vizsgalata,
esetleges stabilitasi problémék kikiiszobdlése véddcsoportok
alkalmazasaval (szarmazékképzéssel), illetve fémkomplexek
képzésével.

- Kornyezeti tényezok hatdsa a vizsgalt komponensek
mennyiségére  (a  kornyezet hémérsékletének  hatésa,
adalékanyagok).

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

- A Kkivalasztott peptidek antioxidans hatasanak vizsgalata
FRAP modszerrel.



3. ANYAG ES MODSZER

3.1. Elokisérletek a szabad peptidek mennyiségi
meghatarozésa céljabdl

A szabad peptid vegytletek UV-aktivitasanak meghatarozasat
190-400 nm hulldmhossz tartomanyban spektrofotometrias
mddszerrel végeztem, mely sordn megallapitasra kerllt a
peptidek maximalis elnyelési hullamhossza. A tovabbiakban a
szabad peptidek folyadékkromatografias meghatarozasa tortént
UV/VIS tartomanyban folyadékkromatografidss modszer
szerint, diodasoros detektor alkalmazédsaval. A kutatott kis
molekula tdmegi peptidek gyenge UV/VIS aktivitasa miatt az
elvégzett  Kkisérletek  sordn  diddasoros  detektalassal
parhuzamosan ELS detektalast is alkalmaztam. A fényszérason
alapuld kromatografias vizsgalatokat PL-ELS 2100 (USA)
detektor alkalmazéséval hajtottam végre, majd L-glutation és y-
glutamil-cisztein folyadékkromatogréfias elvalasztasdhoz a
peptid vegyiileteket fémionok (Cd?*, zn**, Ag*, Cu®)
oldataival képeztem komplexeket.

3.2. Kis molekula témegii peptidek folyadékkromatografias
meghatarozésa szarmazékképzést kovetoen

A szabad peptidek kromatografias vizsgalatait kovetoen

szarmazékképzést koveto folyadékkromatogréafias
meghatarozast végeztem el. A tiol funkciés csoportot nem
tartalmazé peptidek Danzil-kloriddal torténo

szarmazékképzését kdvetéen UV/VIS diddasoros detektalast,
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mig a tiol funkcidés csoportot tartalmazd peptidek OPA
szarmazékképz6  alkalmazasat  kovetéen  fluoreszcens
detektélasi modot alkalmaztam a folyadékkromatografias
vizsgalatok soran.

A mobdszerfejlesztést kdvetéen a vizsgalt peptidek mennyiségi
meghatarozasat végeztem el, melynek elsé lépéseként a peptid
vegyliletekbdl kalibraciés oldatokat készitettem, majd a
kromatogramokban jelentkezé csucsok terilet alapu integraljat
hataroztam meg. A mennyiségi meghatarozashoz kiilsé
kalibraciot alkalmaztam, melyhez 5 pontbdl allo kalibréacids
egyenest illesztettem a terllet-koncentracié fliggvényben, majd
meghataroztam a modszerek kimutatasi hatarat.

3.3. Természetes peptidek stabilitdsanak meghatarozasa
kulénb6zé kornyezeti hatasok fliggvényében

Peptidek standard oldatait vizsgaltam eltér6 kortlmények
kozott (kémhatas, hémérséklet hatésa, levegd
oxigéntartalmanak hatasa és fény hatasa). A mintakbél 1000
mg/l koncentraciéju oldatokat készitettem a vizsgalatok
elvégzésehez. A kémhatést harom eltéré kémhatasu kdzegben
(pH=4, pH=7, pH=10), a hémérséklet hatdsat harom eltér6
homérsékleten (-18 °C; +4 °C; +30 °C), a leveg6
oxigentartalmanak hatasat paraffinolajjal elzart és levegon
tarolt mintdkon, mig a fény hatasat fényben tarolt és sdtétben
tarolt mintdkon vizsgaltam a kordbban alkalmazott
kromatografias mddszerek szerint.



3.4. Természetes peptidek stabilitdsanak vizsgélata
komplexképzé femek alkalmazasaval

A komplexképzé fémek stabilitasi hatasainak vizsgalatdhoz a
kutatds sordn eddig tanulményozott peptidek kozul harom
vegylilet kerllt kivalasztasra. A harom peptid (Apm, Gsh, L-
kar) standardbdl 20 mg/l toménysegi torzsoldatot készitettem
két kilonboz6 pH tartomanyban (pH= 4,8; 7,0), mig szénhidréat
matrix modellezése céljabdl 1%-os koncentracioju keményitéd
(Sigma-Aldrich) oldatot is alkalmaztam. A peptid oldatokat
fémvegylletekkel (vas-szulfat, cink-klorid, kalcium-klorid,
magnézium-szulfat) (VWR) stabilizaltam, majd
meghataroztam a peptidek mennyiségét a vizsgalati mintakban.

3.5. A vizsgélt peptid szarmazékok antioxidans
aktivitasdnak meghatarozasa FRAP (Ferric Reducing
Ability of Plasma) modszer alapjan

A FRAP vizsgalatokat peptid standard oldatokon végeztem el.
A peptid standard vegyuletekbsl (Sigma-Aldrich) 100 mg/I
tdmeénységi torzsoldatokat készitettem, majd MAGALHAES
és munkatarsai (2008) kdzleménye alapjan hataroztam meg a
peptidek antioxiddns aktivitasat. A kepz6dé komplex
szinintenzités valtozasat 5 perces reakcioidé elteltével, 593 nm
hullamhosszon, abszorbancia meghatarozassal detektaltam. Az
antioxidans aktivitds értékek aszkorbinsav egyenértékben
(AAE) kerllnek meghatarozasra.



3.6. Elelmiszermintak peptid tartalmanak meghatarozasa a
kidolgozott kromatografias mddszerek alapjan

A vizsgalt mintak a szakirodalmi k6zleményeknek megfelel6en
novenyi (rizs, zoldborso, fokhagyma) és allati (tej, sajt, tejfol,
joghurt, kefir, tard) forrasokbdl keriiltek Kkivalasztasra. A
kromatografiads  vizsgalati mddszernek  megfeleléen a
kénmentes peptidek kvantitativ meghatarozasa Danzil-
kloirddal torténé szarmazékképzést kovetéen, mig a tiol
csoportot tartalmaz6 peptidek mennyiségét orto-ftalaldehiddel
tortént  szarmazékképzést kovetéen hataroztam meg a
kidolgozott minta elékészitési mddszernek megfelel6en.



4. EREDMENYEK
4.1. Elokisérletek eredményei

Az oldatok UV/VIS vizsgalata kis intenzitasu elnyelési savokat
eredményezett 200 nm kordli  hullamhosszon. A szabad
peptidek kromatografias vizsgélatai alapjan megallapithato,
hogy a kromatografias csicsok elvaldsa nem megfelels, a
peptidek mennyiségi meghatarozasa nem megoldhaté ezen
mddszer szerint. A fényszdrason alapulé detektalasi madd
szerint elvégzett vizsgalatok alapjan megallapithatd, hogy tiol
csoportot tartalmazd peptidek meghatarozasa ELS detektalassal
nem hajthatd végre, mivel a 100 °C koruli hémérsékleten
torténo kodképzés és parologtatas a szabad peptidek bomlasat
okozza. A stabilitasi vizsgalatok soran megallapitottam, hogy a
peptidek eltér6 modon kapcsolodnak a fémionokkal, az L-
glutation esetén harom eltér6 komplex, mig a y-glutamil-
cisztein esetén két eltér6 peptid-fém komplex kialakulasa
igazolhat6 a tomegspektrometrias detektalas soran.

4.2. Kis molekula témegii peptidek folyadékkromatogréafias
meghatarozasanak eredmenyei szarmazékképzést kovetoen

A vizsgélatok alapjan megallapithatd, hogy két kiloénbdzo
szarmazékképzési eljaras és detektaldsi mod szerint célszeri
végrehajtani a kis molekula témegii peptidek kromatogréfias
meghatdrozasat annak megfelel6en, hogy a vizsgélni kivant
peptid tartalmaz-e tiol funkcids csoportot. A ciszteint nem
tartalmazé peptidek (Apm, Ala-GIn, L-Kar) esetén Danzil-
kloriddal tortén6 szarmazékkepzés alkalmazasa indokolt,
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UV/VIS detektéalas (290 nm) diddasoros detektor alkalmazasa
mellett. A Kkifejlesztett mddszer alkalmazésaval elvégzett
vizsgéalatok alapjan megallapitottam, hogy a vizsgalt peptidek
10 pg/kg kimutatasi hatérral hatarozhatok meg.

A cisztein  tartalmd  peptidek  (Gsh,  y-Glu-Cis)
folyadékkromatogréafias meghatarozasara a Danzil-kloriddal
torténo szarmazékkeépzeés kevéshé alkalmas, ez esetben OPA
szarmazékképz6 hasznalata indokolt, a vizsgalt komponensek
valaszjelének detektalasat pedig fluoreszcens detektor
alkalmazéasaval indokolt elvégezni 336 nm gerjesztés mellett,
455 nm detektalasi hulldmhosszon. A fluoreszcens detektalasi
mdd alkalmazasaval a kéntartalmu peptidek meghatarozasanak
alsd kuszobértékét 1-2 pg/l kdzotti koncentracidban tudtam
meghatarozni.

4.3. Természetes peptidek stabilitdsa kiulonb6zé kdrnyezeti
hatasok fliggvényében

A kornyezeti paraméterek peptid stabilitdsra gyakorolt
hatdsainak vizsgalata sordn megallapithatd, hogy a kis
molekula tomegli peptidek Kifejezetten érzékenyek azon
kornyezeti tényezok altal kifejtett hatadsokra, melyek
leggyakrabban hatdssal vannak az élelmiszerekre és
élelmiszeripari nyersanyagokra. A kdrnyezet kémhatasa
(foként alacsony pH érték), az oxidativ koralmények
(levego6vel hosszabb ideig érintkezve) és a feny (hosszabb ideig
napfényen tarolva) is nagymértékben kéarositja a peptid
vegylleteket, stabilitasuk még kisebbnek mutatkozik, ha a
vizsgalt paraméterek egylttesen fejtik ki hatasukat.
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4.4. Termeészetes peptidek stabilitdsanak vizsgélata
komplexképzé femek alkalmazasaval

Vizsgalataim alapjan igazoltam, hogy fém komplexek
hozzdadasaval novelheté a vizsgalt peptidek stabilitasa. A
leghatékonyabb védé hatdst a vizsgélatok sordn alkalmazott
négy fem (cink, kalcium, magnézium, vas) egyuttes adagolasa
biztositja a peptidek szdmara. Megéllapitottam, hogy az
alkalmazott matrix a komplexképzésért felelés fémek
jelenlététsl  flggetlentl befolydsolja a stabilitast, mivel
keményité matrix alkalmazéasa soran a fémek védé funkcidja
nem érvényesiil.

4.5. A vizsgalt peptid szarmazékok antioxidans aktivitasa

A peptidek FRAP modszer szerint végzett antioxidans aktivitas
vizsgalatai alapjan megallapithaté, hogy a vas redukcion
alapulé modszerrel nem tudtam jelent6s antioxidans aktivitast
meghatarozni a vizsgalt peptidek vonatkozasaban, a
szakirodalmi adatokban szereplé antioxidans aktivitas
alapvetéen nem a peptidek a gyokfogo képességén alapul.

4.6. Elelmiszermintak peptid tartalma

A novényi és Aallati eredetii forrasok vizsgalata soran

megallapithaté, hogy a peptidek nem fordulnak el6 olyan

mennyiségben  az  altalam  vizsgalt  élelmiszeripari

alapanyagokban és késztermékekben, hogy kinyerésik

gazdasagosan kivitelezhet6 lenne, mely parosul még a peptidek

kismértéka stabilitasaval is. Megéllapitottam, hogy bizonyos
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peptidek adott élelmiszer tipusokban nagyobb mennyiségben
fordulnak el6. y-glutamil-cisztein nagyobb mennyiségben
talalhaté meg fokhagymaban és vizsgalt barna rizs mintéban,
mig alanil-glutamin dipeptidb6l z6ldborsd készitményekben
hataroztam meg magasabb koncentrdciot a tdbbi vizsgalt
mint&hoz viszonyitva.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. A vizsgalt peptid vegyiletek folyadékkromatogréafids

meghatdrozasanak vizsgélata soran megéllapitottam, hogy a
modellvegyletek (aszpartdm, L-karnozin, L-glutation, alanil-
glutamin és y-glutamil-cisztein) egy adott HPLC modszer
szerinti meghatarozasa nem végezhet6 el kell6 pontossaggal és
reprodukélhatd modon. A peptidek eltéré funkcids csoportjai
meghatarozzak  kémiai  tulajdonsagaikat, igy azonos
szarmazékképzovel szemben eltéré modon reagalnak.

. A ciszteint nem tartalmaz6 peptidek vizsgalata soran
megallapitottam, hogy Danzil-kloriddal torténé
szarmazékképzést kovetéen UV tartomanyban (290 nm),
diddasoros detektélassal kell6 pontossdggal és precizitassal
lehet mennyiségi meghatarozast végrehajtani. A kromatografias
elvalasztas reverz fazisi kromatografias oszlopon valésult meg
(Agilent Eclipse plus RPC18 150X3, 3,3 um). A vizsgalatok
soran a modellvegyiiletek kimutatasi hatara: Ala-GIn=17 pg/l,
L-Kar=16 pg/l, Apm=160 pg/I.

. A cisztein tartalmu peptidek vizsgalata soran megallapitottam,
hogy folyadékkromatografias mennyiségi meghatarozasuk
ortoftalaldehid tioetanolos oldataval térténé szarmazékkepzést
kovetoen, fluoreszcens detektor (RF) alkalmazéaséaval végezhet6
el. A meghatarozas szarmazékképzés utani injektalasat
kdvetéen 340 nm gerjesztés mellett 455 nm detektalasi
hullamhosszon tortént. A kromatografias elvalasztast forditott
fazisu oszlopon (Agilent Eclipse plus RPC18 150X3, 3,3 um)
hajtathatd végre. A modellvegylletek Kkimutatasi hatara ez
esetben is a kromatogramok jel-zaj viszonyabdl kerult
meghatarozasra, mely mindkét kén tartalmd peptidnél 2 g/l

13



értéknek adodott (Gsh=2,1 pg/l, y-Glu-Cis=1,3 pg/l), mely
jelentds javulas korébbi eljardsokhoz képest.
A kutatds sordn megallapitottam, hogy a vizsgalt peptidek
stabilitdsa jelentésen eltér egymastol kulénbdzé koérnyezeti
paraméterek hatdséra. A ciszteint nem tartalmazé peptidek
bomlasa savas kémhatés (pH=4), magas hémérséklet (+30 °C)
és a levegé oxigén tartalmanak hatdsdra szamottevo,
tarolhatésaguk néhany nap idétartamra korlatozodik. A tiol
csoportot tartalmazd peptidek esetén intenzivebb mértéki
bomlas hatarozhatdo meg a tiol csoportot nem tartalmazé
peptidekhez képest a kdrnyezeti paraméterek hatasara, melynek
eredményeként megallapithatd, hogy néhany nap tarolasi id6
alatt kozel 100%-0s mértékii bomlast szenvednek.
Vizsgalataim alapjan igazoltam, hogy fém-komplexek
képzésével novelheté a vizsgélt peptidek stabilitasa. A
leghatékonyabb védé hatdst az alkalmazott négy fém (cink,
kalcium, magnézium, vas) egylttes alkalmazasa biztositja a
peptidek szamara. Megallapitottam ugyanakkor, hogy az
alkalmazott matrix a komplexképzesert felelos fémek
jelenlététsl fuggetlenil jelentésen befolyasolja a stabilitast,
keményité matrix alkalmazéasa sorén a fémek vedé funkcidja
nem érvényesul.
Megéllapitottam, hogy a vizsgalt ndveényi és allati eredeti
élelmiszer alapanyagok és késztermékek nem tartalmazzék a
vizsgalt bioaktiv peptid vegylleteket olyan mennyiségben,
mely gazdasdgos mddon torténd Kinyeresiket lehetéve tenné
élelmiszeripari  adalékanyagként val6  felhasznalasukat
figyelembe véve. Az élelmiszer eldallitasi technoldgiak
legtobbje (kdzeg kémhatasanak valtozasa, hokezelés mddja és
ideje) a peptidek koncentracidjanak csokkenését eredményezi.
14
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