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Az utobbi id6ben tobb mddszert fejlesztettek ki az aminosav
enantiomerek szétvdlasztisdra ¢és meghatdrozdsdra forditott féazisd
folyadékkromatografdval (RCP). Ezek koziil kiemelést érdemelnek az
o-ftalaldehiddel (OPA) ¢és a tiolokkal végzett meghatdrozdsok. Az
o-ftdlaldehid és az aminosavak reakcidjat széles korben haszndljdk az
aminosavanalizis sordn, mert a reakcié kivitelezése nagyon egyszerd, a
szarmazék intenziv fluoreszcencidval rendelkezik ¢és elektrokémiai
detektdldsra is alkalmas. Sokfajta tiolt alkalmaztak keresve azon
szarmazékokat melyek stabilabbak mint amit a merkapto etanollal kaptak.
A kirdlis tiolok haszndlatira aminosav enantimerek szétvdlasztdsdndl
Aswad ( 1984) tette az elsd javaslatot, aki az OPA-t és az N-acetil-L-
-ciszteint (NAC) alkalmazta a D- és L-aszparaginsav szétvdlasztdsdra. A
reagenst késébb Lam (1986) hasznalta, aki az OPA-NAC szdrmazékokbol
komplexeket képzett rézzel az aminosav enantiomerek szétvdlasztdsdra
réz-prolin rendszerben. Nimura és Kinoshita (1986) wugyanezen
szarmazékok segitségével kifejlesztettek egy egyszeri szétvdlasztdsi
rendszert 13 aminosav enantiomerre. A NAC mellett még lehetség van a
BOC-al védett cisztein alkalmazasara is, mint azt Buck és Krummen
(1984) kimutattidk. Néhdny évvel ezelStt a kirdlis 2,3,4,6,-tetra-O-acetil-3
-glukopizanozil-izotiociandtot (GITC) alkalmaztdk a D- és L-aminosavak
elvdlasztasdra (Nimura et al.,1980). J6 elvdlasztdast kaptak a forditott
fazisi rendszerben (Kinoshita et al.,1981), amely lehet6vé tette a
fehérjeépitdé aminosavak enantiomerjeinek egy I1épésben torténd
szétvalasztdsat és meghatdrozdsat (Nimura et al., 1984). Az elvélasztott
szarmazékokat 250 nm-en UV-abszorpcioval detektaltak.

Mi a GITC kereskedelmi forgalomban kaphatdo tiol analdgjat, a
2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-tio-B-glukopiranozidot (TATG) alkalmaztuk az
OPA-val tortén6 reakcidval az aminosav enantiomerek oszlop eldtti
szarmazékképzésére. A  kisérletek célja az volt, hogy olyan
diasztereomereket szintetizdljunk amelyek konnyen szétvalaszthatok, ezt
kovetéen detektalhatok mind fluoreszcens detektorokkal, mind
elektrokémiailag.

+ A munkdt az Orszdgos Tudomdnyos Kutatdsi Alap tdimogatta, a szerzdk
ezuton is k6szonik az Alap segitségét.
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Anyagok és modszerek
2.1. A késziilék

Az alkalmazott Varian 5500 LC gradiens képzésre alkalmas
rendszerrel, Varian 9090 mintaadagoldval és gdzmikodtetésd, 25 pl-es
hurokkal elldtott (belsé atmér6 0.25 mm) Valco injektorral rendelkezett.
Shimadzu RF-535 fluoreszcencids detektort haszndltunk a szdrmazékok
mennyiségének mérésére; a gerjesztési és az emisszids hulldémhossz 325
€s 420 nm volt. Az elvalasztds folyamatdnak és az automatikus
mintaadagolé munkédjdnak ellendrzésére, a mintafelvitelre és a
kromatogrammok tdroldsdra a Varian DS651 vezérld rendszert alkal-
maztuk. Az automatikus mintaadagoléhoz sziikséges ampulldkat (1,8 ml)
¢s a mikroampulldkat (120 pl) a Varian cégtdl (Solna, Sweden)
szereztiilk be. A fluoreszcencids detektdlason kiviil a szarmazékokat
Waters 460 elektrokémiai detektorral és 1ézer alapud fluoreszcencids
detektorral is mértik. A He-Cd 1ézer (Likonix 4210 NB) kimendé
energidja 1,5 mV volt 325 nm-en.

2.2. Vegyszerek

Az acetonitrilt, a metanolt és a tetrahidrofurdnt a Rathburn
(Walkerburn, U.K.) cégtdl, az aminosav standardokat, az o-ftdlaldehidet
(OPA) és a 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-tio-B-glukopiranozidot (TATG) a
Sigmatol (St.Louis, Mo) vasdroltuk. Az eldcidés puffereket mono- és
dinatrium-hidrogén-foszfatbol allitottuk eld. A pH-t ndtrium-hidroxiddal
allitottuk be.

2.3. Szarmazékképzés

A reakciot 120 pl-es mikroampulldban végeztiik, melyet 1,8 ml-es
térfogati, teflonbevonatd belsd zardlappal és kupakkal elldtott
ampulldba helyeztiink. Az automatikus mintaadagoldt ugy programoztuk,
hogy a
90 pl borat pufferben (0,4 M; pH=9,5) oldott mintat (szabad aminosavak
vagy nitrogén dramban bepdrolt fehérje hidrolizditum) keverjen 0Ossze
15 pl reagenssel (8 mg OPA és 44 mg TATG feloldva 1 ml metanolban).
Ezt kovetSen az oldatot 100 ul levegd datbuborékoltatdsaval jol
Osszekevertiik, majd 6 percig allni hagytuk. E reakcidelegybdl - az
injektdlé appardtus el6zetes atoblitése utdn - 25 pl-t injektdltunk az
analitikai oszlopra. Az injektdldst befejezve a rendszert 100 pl
aceton:viz 70:30 ardnyu elegyével haromszor atoblitettiik.

2.4. Fehérjehidrolizis

A kiilonboz6 fehérjetartalmad mintakbol (mikroszkopikus fosszilidk,
fosszilis csontdrlemények, porradrolt és 40 °C-on kiméletesen Soxhlet
késziilékben zsirtalanitott élelmiszerek és takarméanyok) a
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fehérjetartalomtol fiiggéen 1-4 mg-ot mértiink be egy 120 pul-es
mikroampullaba, majd az ampulldkat a Waters cégtSl beszerzett,
zaroszeleppel ellatott  hidrolizis edénybe helyeztik A  minta
mennyiségtdl és a mintaszdmtol fiiggéen 70-200 ul konstans forrdspontid
(6 M) soésavat pipettdztunk a mintdk mellé ¢és a rendszert
vizsugarszivattydval torténd evakudlds utdn (kb. 4-5 perc) a mintakat 24
oran at 110 °C-on hidrolizaltuk. A hidrolizis befejezése utdn a maradék
s60savat nitrogénnel kapilldrison keresztiil torténd leftivatdssal
eltdvolitottuk és a maradékot 0,4M pH=9,5 borat pufferben oldottuk fel,
mely oldat most mar kész volt a szdrmazék képzésére.

2.5. Az enantiomerek szétvalasztasa és meghatarozasa

Az enantiomerek szétvdlasztasat forditott fazisd (250x4.6 mm belsd
atmérd, 5 pm részecskeméret, Kromasil oktil (Cg) toltet) analitikai
oszloppal végeztiik. Az oszlop élettartamdnak megndvelésére a
mintaadagold és az analitikai oszlop k6zé egy biztonsdgi oszlopot (RPS,
Newguard, 25x3.2 mm bels6é atmérG, 7 um részecskeméret, Brownlee), a
pumpa és a mintaadagold kozé pedig egy tisztitdooszlopot (Cg, 36x4.5
mm belsé atmérd, 20 um részecskeméretd Rsil) csatlakoztattunk. Az
enantiomerek szétvdlasztisdra egy két komponensbdl 4116 gradiens
rendszert alkalmaztunk, melynek Osszetétele az aldbbi volt: A: 40 %
metanol foszfat pufferben (95 mM, pH=7,05); B: acetonitril. Az dramlas
sebessége 1 ml/perc volt; a gradiens pedig az aldbbiak szerint véltozott
az 1d6 fiiggvényében:

Id6 (perc) A (%) B (%)

0 95 5
10 95 5
35 83 17
55 72 28
56 67 33
74 67 33
75 62 38

3. Eredmények és kovetkeztetések
3.1. Szarmazékképzés

Az aminosavak reakcidoja az OPA/TATG-vel (1. abra) hasonlé6 mddon
megy végbe ahhoz, amint az OPA/merkaptoetanol és az aminosavak kozti
reakcié esetében tapasztaltdk. Az L-alanin, L-lizin, L-metionin, L-asz-
paraginsav, L-hisztidin, L-szerin, L- és D-treonin reakciosebességét
tanulmanyozva megdllapitottuk, hogy a reakcié a treonin kivételével
kevesebb mint hdrom perc alatt végbemegy, a treonin esetében azonban
legaldbb 6 perc sziikséges a reakcié tokéletes lejatszédasahoz.
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Osszehasonlité vizsgdlatokat a TATG és az egyéb tiolok kozdtt nem
végeztiink. A gyors reakcié az OPA, a nagytomegd TATG molekula és az
aminosavak kozott alatamasztja Simons €s Johnson (1978) megallapitasat,
kik szerint a sztérikus tomeg novekedése nem jar feltétleniil a reakcid

sebességének csokkenésével.
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1. 4bra: Az aminosavak reakciéja az OPA/TATG-vel

Az OPA reagens aminosav analizisnél torténd hasznalatakor komoly
probléma, hogy a képzett szdirmazék meglehetdsen instabil. Allison et al.
(1984) beszdmoltak arr6l, hogy a glicin, az ornitin és a lizin
OPA/merkaptoetanol szarmazéka fluoreszcencidjanak csak 25%-a marad
meg 40 perc utdn. Ezzel szemben az OPA/TATG szdrmazék egészen
stabilnak bizonyult. Az alanin, az arginin, a glicin és a szerin
szdrmazékok nem mutattak fluoreszcencia csokkenést még masfél 6rdaval
a reakci6 befejez6dése utdn sem. Tiz Ords tdrolds utdn
szobahOmérsékleten a fluoreszcencidanak még mintegy 68%-at mértik
lizin és 37%-4t ornitin esetében.

A kereskedelmi forgalomban kaphaté TATG reagens kromatografids
tisztasdgit ellendérizve megdllapitottuk, hogy abban fluoreszcencids
szennyez8dések nincsenek. Mégis elektrokémiai detektalasndl a
reagenstdl hidrofilebb szennyezddések voltak megfigyelhetGk, melyek
azonosithatatlan csdcsokat eredményeztek az aminosav szdrmazékok
kromatografidja sordn. Ezek a csicsok csak toredékei az aminosav
csucsoknak és kozvetleniil a kromatogram elején megjelenve nem
zavarjdk az aminosavak egymadastol vald elvalasztasat.

Az OPA/TATG reagens optikai tisztasdgat L-tirozinnal torténd
szarmazékképzéssel ellendriztiik. Standard addiciéos moédszert haszndlva
a D-tirozinhoz tartozé csucs 0.1 %-a volt az L-tirozinhoz tartozdnak.
Ezek az eredmények azt is jelzik, hogy nemcsak a reagens nagy optikai
tisztasdgu, hanem a szdrmazékképzés sordn a racemizdcid mennyisége is
elhanyagolhato.
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3.2 Detektalas

Az OPA/TATG szarmazékok fluoreszcencids spektruma nagyon
hasonlé ahhoz, amit az OPA/merkaptoetanol szdrmazékok esetében
kaptak, bar kissé kozelebb van az emissziéos hulldmhosszakhoz. A
gerjesztési maximum 342 nm, az emissziés maximum pedig 410 nm volt.
A szarmazék ezért alkalmas a He-Cd 1ézer altal torténd gerjesztésre, és
igy alkalmas mikrooszlopos folyadékkromatografids meghatarozasra. Az
elektrokémiai meghatarozéds szempontjabol 1ényeges félhullam potencial
nagyobb mint az OPA/merkaptoetanol esetében; értéke 0,65-0,75 V
kozott van.

A leucin OPA/TATG  szarmazékdnak  fluoreszcencids  és
elektrokémiai jelét vizsgdlva megéllapitottuk, hogy a kimutathatésdg
hatara fluoreszcens detektor esetében 2 pmol, elektrokémiai detektor
esetében pedig 1 pmol.

3.3. A médszer megbizhatésaga

A mddszer megbizhatésdgdnak nodvelésére a biztonsdgi és az
analitikai oszlopot is 30 ©C-on termosztaltuk. Az aminosav enantiomerek
OPA/TATG szarmazékai retencidés idejének relativ standard szérdsa
(RSD) 0,2% (széls6 értékek: 0,03-0,40%), a csucs alatti teriiletek RSD
értéke pedig 38 szdarmazék dtlagaban 3,8% (szélsé értékek: 3,5-5,9%)
volt. Abban az esetben ha a D-aminosav mennyisége az L-aminosavhoz
viszonyitva igen kicsiny, (D/L arany kisebb mint 0,01), a csucs alatti
teriilet RSD értéke néhany esetben meghaladta a 10 %-ot. 38 aminosav
enantiomer szdrmazékdnak linearitdsat vizsgdlva a 0,3-300 uM (n=10)
tartomdnyban megallapitottuk, hogy a linearitds minden aminosav
esetében kivalo (r atlagos értéke =0,999, sz€ls6 értékek: 0,989-0,9999).

3.4. A szarmazékok szétvalasztasa

Az OPA/TATG szarmazékok elvalasztdsdnak optiméldsdnél
(Einarsson et al., 1987) hasznalt acetat puffert foszfat pufferre cseréltiik
ki, midltal megndtt az elvdlasztds hatékonysdga és a mozgd fazis
nagyobb pufferkapacitdssal rendelkezett az elvdlasztds szempontjabol
érdekes pH tartomanyban. A foszfat puffer ionerdsségét 95 mM-ra
novelve nétt az elméleti tdnyérszdm az aminosav szdrmazékokra ¢€s
majdnem elérte a varhaté maximumot. Annak ellenére azonban, hogy a
nagyobb 1ionerdsség novelte az elvdlasztds hatékonysdgdt, néhdny
OPA/TATG aminosav szdrmazék esetében viszont - melyek a nagyobb
ioner0sség hatdsdra Osszemosddtak - rontotta az elvdlasztast. Ezért
tovdbbi vizsgdlatainkat a 95 mM értéknél maradva végeztik. Az
ionerdsség novelésének hatdsdra a D-szerin és a D-arginin elvdldsa
romlik, az L-arginin pedig még kozelebb keriil a D-hisztidinhez. Az
ioner0sség novelésének hatdsdra az ammonia csucs ellentétes irdnyban
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mozdul el azokhoz a szdrmazékokhoz képest, melyek fontosak hogy ne
mosddjanak Ossze a D-leucinnal. A pH 7-re torténd valtoztatdsaval
szintén valtozas 4ll be a szelektivitisban. A kromatogramon megjelend

els6 négy csics - az aszparaginsav és a glutaminsav D- és L-
enantiomerje - nodvekvé pH hatdsdra egyiitt mozdul el a fronttél

tdvolodva, a kovetkezd csoportnal viszont csak a szerinre volt hatdssal a
magasabb pH, mely a front irdnyaba elmozdulva pH=7,3-ndl
0sszemosddott a D-aszparaginnal. A kromatogram vége felé a magasabb
pH hatdsara az L-fenilalanin 6sszemosddott a D-izoleucinnal. A pH és az
ioner6sség minimdalis megvaltoztatdsdnak hatdsara a D- és az L-leucint
mdr nem lehet egymadastdl szétvdlasztani. A D-triptofdnt és az L-valint is
nagyon nehéz egymadstdl szétvdlasztani, de ez a nagyobb pH és
ionerdsség hatasara részben sikertilt.

i 72
: g
28 1e :
“ 3 1 =2s54 ) al .
2 J":l’] & a £ ﬁj -
| - __z!:._ﬁ 2 el gf
|:Ji 1 3 I TR s 4 lg!
il ! ] f}: J
1:' Jg 2 fn | i |I '
il ! | LI L i B
i | it | RS
\J NV UV T
> VA
v T L S [ S S B T . T T
2 © & 05
perc

2. abra: Az aminosav enantiomerek OPA/TATG szarmazékainak
szétvaldasa gradiens elucidval

A 2. abrdan az aminosav enantiomerek keverékének kromatogramja
lathat6. Az elvdlasztist 250x4.6 mm belsé atmérGjd forditott fazisu
oszloppal végeztiik. Egyszerti, két komponensbdl 4116 gradienst
haszndlva, melynél a tetrahidrofurdnt (Einarsson et al., 1987) aceto-
nitrilre cseréltiik ki, rendkiviili médon megndtt az OPA/TATG aminosav
szarmazékok szétvildsa. Ezt annak ellenére kijelenthetjiik, hogy a
glutamin és az aszparagin enantiomerjei a tobbi aminosavval
OsszemosOdva jelennek meg a kromatogramon. Ennek ellenére mégis
szliikség volt a nagy metanol tartalmu eluensre a kromatografilds elején,
mert kiilonben az aszparaginsav és a glutaminsav enantiomerek nem
valtak volna el tokéletesen egymadastdl. Az elvalasztds tokéletesitésével
lehetdség adodott az ornitin €s a lizin enantiomerek szétvédlasztisara is
elsé izben az OPA/TATG szdrmazékok analizise sorén.

A legtobb alkalmazds sordn csak par aminosav D- és L-enan-
timerjére vagyunk kivdncsiak és nincs sziikség az O0sszes fehérjealkotd
aminosav D- és L-enantiomerjének szétvdlasztidsara és meghatdrozasdéra.
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Ezért a mozgd fazis pH-jdnak és ionerdsségének megvaltoztatdsaval
vagy masik szerves olddszer alkalmazdsaval és esetleg az analitikai
oszlop méretének és toltetének valtoztatdsaval lehet6ség van arra, hogy
a kérdéses aminosav enantiomer(ek)et szét tudjuk vdlasztani és meg
tudjuk hatdrozni. Természetesen ilyenkor minden alkalommal el kell
végezni a rendszer optimdlasat a sziikséges aminosav(ak)ra. A 3. abrédn
egy ilyen optimdlds ldthaté az aszparaginsav és a glutaminsav, valamint
az alanin enantiomerjeinek szétvalasztdséra.
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3. abra: Az alacsony koncentrdciéban 1évé D-aminosavak (5 uM)
meghatdrozdsa a nagy koncentrdciéban 1évé L-aminosavak (100 uM)
mellett gradiens elucidval

A D-aszparaginsav és a D-glutaminsav illetve az aminosavak D/L
ardnya - a fosszilidkban leggyorsabban racemizdal6édé két aminosav -
kiilonosen jO6l haszndlhatd tengeri iiledékek kordnak meghatdrozédséra, a
D-alanin pedig a bakteridlis fehérjeszintézis markere, hisz a baktériumok
sejtfaldnak peptidglikdnjai jelent6s mennyiségli D-alanint tartalmaznak.
Ebb6l a kromatogrambdél azonban az is latszik, hogy huiszszoros
mennyiségdi L-aminosav mellett sem okoz gondot a D-aminosavak
elvdlasztasa és meghatdrozdsa a hagyomdényos fluoreszcens detektor
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alkalmazdsdval. A D-aminosavak meghatdrozdsdnak alsé6 hatdra -
fluoreszcens detektorral - ebben a rendszerben 0,2-0,5 uM kozott van, bar
a D-aszparaginsav és a D-glutaminsav esetén ez a koncentracio kisebb 0,1
uM-ndl, a lizinnél pedig 2 uM koriil van.

22

(6M sosav, 110 °C, 140 ora) és folyadékfazisu hidrolizis soran a 4. dbra
mutatja. Az dbrdkbol megallapithatd, hogy még 140 6rds hidrolizis utdn
sincs szamottevd mennyiségli D-aminosav jelen az aszparaginsav és a
glutaminsav kivételével. Az aszparaginsav és a glutaminsav esetében a
20 Ords és a 140 oOréas hidrolizis utdni racemizdcidé az aldbbiak szerint
alakult:

Abidroisis | Assparasinay T Glutaminsay
Gazfazisa, 20 6ra 3,2 2,2
Folyadék fazisu, 20 6ra 2,1 1,4
Gazfazisa,140 o6ra 17,2 8,7
Folyadékfazisi,140 6ra 15,6 7,8

L-Asp

g
<
-

A B

2|
=}
2 a

4. abra: A ribonukledz aminosavainak racemizacidja gazfazisi (A) és
folyadékfazisu (B) hidrolizis sordn (6M sésav, 110 °C, 140 6ra)

L-Gin
L-Ghu

—— DAy

A géazfazisi és a folyadékfdzisi hidrolizist Osszehasonlitva
megallapithaté, hogy mind a 20, mind a 140 Oréds hidrolizisnél a
gdazféazisa hidrolizis sordn volt nagyobb a racemizdcid, bar a kiilonbség
nem volt statisztikailag bizonyithaté. A hidrolizis sordn lejitsz6dé
racemizdciéra kapott adataink jO egyezést mutatnak Hare és Hoering
(1975) mérési eredményeivel, akik a 24 o6rds folyadékfazisu hidrolizis
utidn az aszparaginsav D/L ardanyara 0,017-et, a glutaminsavéra pedig
0,014-et kaptak.
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Végiil 0Osszehasonlitva az  1-(9-fluorenil)-etil-kloro-formiatos
(FLEC) és az o-ftalaldehid / 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-tio-p-
glikopiranozidos (OPA/TATG) modszert aminosav enantiomerek
szétvdlasztdsdra és meghatdrozdsdra - anélkiil, hogy a két moddszert
rangsorolni kividnndnk - a kovetkez6 megdllapitdsok tehetdk:

- Mindkét médszer kivdléan alkalmas az aminosav enantiomerek
szétvalasztasdra és meghatidrozdasara, mert a szdrmazékképzés soran
egyiknél sem tapasztalhatd szdmottevl racemizacio.

- A FLEC mddszer taldn elényosebb akkor, ha megfelel6en nagy
mintamennyiség all rendelkezésiinkre, és nem kiilondsebben érde-
kelnek benniinket az aszparaginsav enantiomerjei.

- Az OPA/TATG mddszerrel az aszparaginsav enantiomerjei tokéle-
tesen szétvdalaszthatok.

- Az OPA/TATG médszer el6nyosebb akkor, ha igen kis
anyagmennyiségek 4dllnak rendelkezésiinkre (pl. kevesebb mint 1 mg
kis fehérjetartalmua mikrofosszilia), vagy ha a minta sok dsvanyi
anyagot tartalmaz.

- A FLEC moédszer igen nagy elénye, hogy alkalmas az iminosavak
szelektiv szdrmazékképzésére, a (+)FLEC és (-)FLEC alkalmazésa-
val pedig - a megvaltozott elicios sorrendet kihasznalva - a csucsok
azonositdsdnak biztonsdga megnd, illetve a mintdban el§ sem
fordulé enantiomer retencids ideje is meghatdrozhatd.

Végs6 Osszegzésként megdéllapithatjuk, hogy mindig az analizélni
kivant anyaghoz kell a moédszert igazitani, és az analizdlandé mintardl
kapott informacidk alapjdn célszerti a modszert kivédlasztani.
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Elelmiszerek és takarmanyok D-aminosav tartalma II.
Az aminosav enantiomerek szétvalasztasa és meghatarozasa
szarmazékképzés utan
Folestad, S., Tivesten, A., Csapo J.

A kidolgozott médszer alkalmazhaté az o-aminosav enantiomerek szétvédlasztasdra
és meghatdrozdsara az o-ftilaldehiddel (OPA) és az optikailag aktiv 2,3,4,6-tetra-O-
acetil-1-tio-B-glilkopiranoziddal  tortén6  szdrmazékképzés wutdn forditott fazisu
folyadékkromatografidval. A szarmazékképzés sordn a reakci6 szobahOmérsékleten
néhany perc alatt lejatszodik, és a kapott szdrmazékok igen stabilak. A képzett
diasztereomerek szelektivitdsa - a lizin és az ornitin kivételével - kiilonosen jonak
mondhatd. A szarmazékok fluoreszcencias gerjesztési €s emissziés maximuma 342 és 410
nm volt. A kimutathatésdg hatara fluoreszcens detektor esetén 2 pmol, elektrokémiai
detektor esetén pedig 1 pmol volt az aminosavak tobbségére. A leirt mddszerrel
meghatdroztdk a ribonukledz gaz- és folyadékfazisu hidrolizise soran fellépS racemizacid
nagysagat is.

D-Amino Acid Content of Foodstuffs and Feeds. II.
Separation and Determination of Amino Acid Enantiomers
after Derivatization
Folestad, S., Tivesten, A., Csapo, J.

A method is described for the separation and determination of o-amino acid
derivatization with o-phtalaldehyde (OPA) and optically active 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-1-
thio-B-glucopyranoside by reverse phase liquid chromatography. It can be stated that the
selectivity of the diastereomers formed - with the exception of lysine and ornithine - is
especially good. The fluorescence excitation and emission maxima of the derivatives
were 342 and 410 nm, respectively. The detection limit for the majority of amino acids
was 2 pmol in case of fluorescence detector and 1 pmol using electrochemical detector.
The extent of racemization occurring during gas and liquid phase hydrolysis of
ribonuclease was determined by the method described.

D-Aminosiduregehalt von Lebensmitteln und Futtermitteln II.
Trennung und Bestimmung von Aminosidure-Enantiomeren
nach der Derivation
Folestad, S., Tivesten, A. und Csapo, J.

Die ausgearbeitete Methode ist fiir die Trennung und Bestimmung von o-
Aminosédure-Enantiomeren nach Derivatbildung mit o-Phtalaldehyd (OPA) und mit dem
optisch aktiven 2,3,4,6-Tetra-O-Acetyl-1-Thio-B-Glycopiranosid unter Anwendung der
Umkehrphasenfliissigkeitschromatographie geeignet. Die Reaktion lduft wihrend der
Derivatenbildung bei Zimmertemperatur in einigen Minuten ab und die erhaltenen
Derivate sind recht stabil. Die Selektivitit der gebildeten Diastereomere kann mit
Ausnahme von Lysin und Ornithin als besonders giinstig eingeschitzt werden. Die
Fluoreszenzinduktions-und Emissionsmaxima betrugen 342 und 410 nm. Die
Nachweisgrenze liegt fiir die Mehrheit der Aminosduren 1im Falle des
Fluoreszenzdetektors bei 2 pmol und des elektrochemischen Detektors bei 1 pmol. Mit
der beschriebenen Methode wurde auch die groB3e der Razemisation bei der Hydrolyse der
Ribonuclease in der Gas-und Fliissigkeitsphase bestimmt.
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