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A miccs aminosav-osszetételének valtozasa
kiilonbo6z6 ideji és homérsékletii hokezelés hatasara

The Changing of Amino Acid Composition in Miccs Samples Under the Effect
of Heat-treating of Different Times and Temperature
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ABSTRACT

The amino acid composition of “mici” samples of different temperature, heat-treated for different times
was determined by the authors, including Trp-content. After 6 M HCI hydrolysis, the amino acid composition
was determined with amino acid analyzer, and after a hydrolysis of barium-hydroxide, the Trp-content was
determined by photometry. They established that under the effect of 10, 25 and 40 minute long roasting at 190
and 225 C, the amino acid composition did not change, except for cystin, the reason of which is the high level
of protein content and the low level of carbohydrate content of the samples.

Keywords: amino acid composition, ion exchange column chromatography, heat treatment, protein
qualification

1. BEVEZETES

A szakirodalomban tobb kdzlemény jelent meg arrol, hogy a mikrohullamu kezelés karosan befolyasol-
hatja az ¢élelmiszereink vitamintartalmat. Ugyancsak ismeretesek olyan kozlemények, melyek szerint a mikro-
hullamu kezelés eldsegitheti az aminosavak racemizacidjat. Csecsemdtapszer esetében beszamoltak arrdl,
hogy mikrohullamu kezelés hatasara jelent6s koncentracioban keletkezett D-allo-hidroxi-prolin. Japan kutatok
beszamoltak arr6l is, hogy L-aminosavak oldata mikrohullamti kezelés hatasara teljes mértékben
racemizalodott, melyet kihasznaltak az [-aminosavakboél keletkezé D-aminosavak eldallitasara. Korabban mi
is [1] vizsgaltuk a mikrohullamt hdkezelés hatasat kiillonboz6 id6- és energia kombindciokban a hamburger-
hez hasznalt huspogacsa aminosav-0sszetételére, D-aminosav-, valamint vizoldhat6 vitamintartalmara. Megal-
lapitottuk, hogy a hémérséklet és az id6 fliggvényében a vitaminveszteség szamottevd lehet, de vizsgalataink
szerint jelentOs lehet az aminosavak racemizacidja is. Eredményeink birtokaban elhataroztuk, hogy megvizs-
galjuk a miccs aminosav-Osszetételének valtozasat, valamint az aminosavak racemizacidjat ezen specialis
élelmiszer esetében. Kisérleteink jelenlegi szakaszaban a miccs aminosav-0sszetételének vizsgalatat végeztiik
el, melynek eredményérdl szeretnénk kézleményiinkben beszamolni. Kisérletiink célja az volt, hogy vizsgaljuk
az elektromos grillezovel hokezelt husmintak aminosav-0sszetételének valtozasat.

2. ANYAG ES MODSZER

2.1. A vizsgalt anyagok és azok hékezelése

A kisérleteink soran a kereskedelmi forgalomban beszerzett sertéskaraj és miccsmintakat tobbfunkcios
grillstitével kiilonbozé ideig hokezeltiik. A sertéskaraj esetében 225 °C-on 10, 25 és 40 percig, a miccs eseté-
ben pedig ugyanezen id6tartamig 190 °C-on végeztiik a h6kezelést. Minden kezelt anyagbdl harom mintat
vettlink: a mintak kiils6 részébol, mely a kiilsé 3 mm-es réteget jelentette, a belsd részbdl, mely a kiils6 rész
eltavolitasa utan megmaradt részt jelentette, és a minta atlagabol, melyet a kiilsé és belsé rész homogenizala-
saval kaptunk. A mintakat mélyhtitdpultban -25 °C-on taroltuk az analizisre torténd elékészitésig.

Miiszaki Szemle e 39-40 5



2.2. A mintak kémiai analizise

A szarazanyag-tartalom meghatarozast a Magyar Szabvany szerint végeztiik 105 °C-on, tomegallando-
sagig végzett szaritassal. A fehérjetartalmat Kjeltec gyors nitrogénelemzovel analizaltuk a Magyar Szabvany
szerint, az aminosav-0sszetételt AA400 INGOS automata aminosav-analizatorral hataroztuk meg. A mintakat
az analizist megel6z6en 6 M-os sosavval 110 °C-on 24 6ran at hidrolizaltuk, majd a hidrolizist kdvetéen a
sosavat — a hidrolizatumot s6—jég hiitdkeverékben tartva — 4 M natrium-hidroxiddal k6zombdsitettiik. Az ami-
nosav-analizator érzékenysége lehetévé tette, hogy a mintak kelld higitdsa utdn a megnovelt natriumion-
koncentracié nem okozott problémat. Egy tipikus kromatogramot mutat — perhangyasavas oxidaciot kovetoen
—az 1. abra.

1500
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12 18

-100

0'00 82'00

1. abra
Az aminosavak kromatogramja perhangyasavas oxiddciot kovetoen

Az aminosavak sorrendje: 1. ciszteinsav, 2. metionin-szulfon, 3. aszparaginsav, 4. treonin, 5. szerin, 6.
glutaminsav, 7. prolin, 8. glicin, 9. alanin, 10. cisztin, 11. valin, 12. metionin, 13. izoleucin, 14. leucin, 15.
tirozin, 16. fenilalanin, 17. hisztidin, 18. lizin, 19. ammoénia, 20. arginin. Késziilék: INGOS AAA400, oszlop-
toltet: OSTION Lg ANB, oszlopmagassag: 35 x 0,37 cm, pufferek: 1: pH 2,7; 0,2 M Na'; 2: pH 4,25; 0.5 M
Na"; 3: pH 6,9; 1,12 M Na"; 4: 0,2 M NaOH.

A mintdkat mind perhangyasavval oxidalt, mind oxidalatlan moédon hidrolizaltuk. A
triptofanmeghatarozas esetében a mintakat p-dimetil-amino-benzaladehid—kénsav-oldattal 48 oran at sététben
kezeltilk, majd a nartium-nitrittel eldhivott kék szinli terméket spektrofotometridsan mértiikk. A mérést
hidrolizalatlan, és barium-hidroxiddal 24 6ran at, 125 °C-on végzett hidrolizist kovetden is elvégeztik, ez
utobbi esetében a bariumot semlegesitett oldatbol szulfat formaban csapattuk ki.

3. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

Megallapitottuk, hogy hdkezelés hatasara valamennyi minta szarazanyag-tartalma nott, mely valtozas a
kiilsé részek esetében jelentésebb volt, mint a belsé részeknél. A magasabb zsirtartalmu miccsmintaknal a
valtozas kevésbé volt szembetiind, mint a sertéskarajnal. A siités soran a viz mellett a zsir is kifolyt a mintabol,
melynek kovetkeztében az analizisre felhasznalt minta zsirtartalma is csokkent. A mintdk aminosav-
Osszetételét vizsgalva megallapithatd, hogy 190 °C-on végzett hékezelés egyik aminosav esetében sem okozott
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jelentds valtozast 40 perces hdkezelés alatt. A 225 °C-on végzett siités hatasara a cisztintartalom (g cisztin/100
g fehérje) a siités elotti 1,2%-rol 10 perc alatt 0,9%-ra, 25 perc alatt 0,7%-ra, 40 perc alatt pedig 0,6%-ra csok-
kent. A hokezelésre érzékeny tobbi aminosav (metionin, triptofan, treonin) sem 190 °C-on, sem 225 °C-on
nem mutattak 1ényeges valtozast a nyers alapanyaghoz képest.

Kiilon figyelmet forditottunk az értékelés soran a lizintartalomra, hisz a lizin mind az ember, mind a
gazdasagi allataink legtobbje szamara rendkiviil fontos esszencialis aminosav. Azért is érdemes még a lizinre
figyelni, mert szabad e-aminocsoportja rendkiviil reakcioképes, €s kiilondsen nagy szénhidrat-tartalmi mintak
esetében — a Maillard-reakcio miatt — jelentds lizinveszteséggel lehet szamolni. Egy korabbi kisérletiinkben,
melynél a liszt, a kenyérbél és a kenyérhéj lizintartalmat hasonlitottuk 6ssze, megallapitottuk, hogy a lisztben
1év6 fehérje 2,7%-os lizintartalma a kenyérhéjaban 0,6%-ra cs6kken. Az altalunk vizsgéalt mintdk esetében a
lizintartalom sem 190, sem 225 °C-on még 40 perces hokezelés hatasara sem mutatott 1ényeges valtozast, ami
az igen alacsony szénhidrat-tartalmi mintakban a Maillard-reakci6 elmaradasaval magyarazhato.

Osszefoglalasul tehat elmondhaté, hogy ami varhato volt a hékezelés hatasara a mintak szarazanyag-
tartalma csokkent, fehérjetartalma viszont nem valtozott. A kiilonb6z6 homérsékleteken, eltérd ideig siitott
htusmintak aminosav-Osszetételében csak a cisztin esetében tudtunk szignifikans csokkenésrél beszélni a hoke-
zelés idejének novekedésének hatasara. Megallapitottuk, hogy a mintadk alacsony szénhidrat-tartalmanak ko-
szonhetden a Maillard-reakcio nem jatszodott le, ezért az altalunk alkalmazott koriilmények kozott a lizin el-
bomlasaval nem kell szamolni.

Elképzelhetd, hogy a kiilonb6z6 ideig magas homérsékleten végzett hokezelés soran az aminosavak egy
része racemizalodott. Kisérleteink tovabbi részében szeretnénk megvizsgalni a mintdk D-aminosav-tartalmat,
melyek koziil elséként a D-aszparaginsavat és a D-glutaminsavat szeretnénk meghatarozni. Jelentds mennyi-
ségli D-glutaminsav és D-aszparaginsav esetében a tobbi aminosav D-enantiomereit is meghatarozzuk, és pro-
baljuk kideriteni az aminosavbomlas és a racemizacio okait a két vizsgalt specialis htisétel esetében.

4. IRODALOM

[1]  Csapd J. — Pohn G. — Vargané Visi E.: A mikrohulldmu kezelés hatésa huspogéacsak vizoldhaté vitamin- és D-
aminosav-tartalmara. Miiszaki Kemiai Napok "01. Veszprém, 2001. aprilis 24-26. 200-204.
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ABSTRACT

The European limit of arsenic content of drinking water is 10 ug/L. That is why we have to lower the
arsenic content of drinking water of more then 400 water supplying works in Hungary. The aim is to remove
the arsenic by a quick method using non toxic, well filterable additives. The best one is the adsorption
technique with LDH (layered double-hydroxides).

1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. Az arzén jellemzése

Az arzén méreg, mely bizonyitottan felelés az ember esetében magzati karosodasért, érokletes rendelle-
nességekért és a rak kialakulasaért. A szervetlen formak koziil a +3 oxidacios allapott a fehérjék szulthidril
csoportjahoz kotédve enzimgatloként miikodik, mig a +5 oxidacios allapoti megzavarja a cukor anyagcserét a
foszfation kiszoritasaval az éldszervezetekben energiataroloként funkcionalé ATP molekulakbol. Az oxidaci-
0s szam csOkkenésével az azén toxicitasa no, és a szervetlen formak mérgezébbek (pl. AsO;: LDsp= 0,0345
g/kg) a szerves eredetiieknél (pl. arzénkolin: LDs;= 6,5 g /kg). Statisztikai adatokbol kialakitott 6sszefliggés
alapjan 0,3 ug/kg/nap (nem rakos) hatarértéket fogadtak el (USEPA), amely 70 kg—os ember esetében, és napi
2 liter vizbevitelt alapul véve, ivovizre 10,5 ug/L hatarértéket jelent. Az arzén atlagos el6forduldsa a Foldon
1,8 ppm. Az arzén egyes vizekben ¢€s egyes geologiai képzédmények kbzeteiben feldusul. A kdzetek igen
magas arzéntartalma abbol ered, hogy az arzén helyettesitheti a szilicium, vas és aluminium elemeket a racs-
szerkezetben [1.]. A Karpat medencében a kdzetekbol mobilizalt és felszini, illetve felszinalatti aramlasok
altal felhalmozodott arzén a lerakodd negyediddszaki liledékekhez kotodott. Ma a visszaoldodas révén a se-
kély rétegvizeink (atlagosan a 100—300 m mélységben 1€évo vizadok) természetes arzéntartalma ennek kdszon-
het6. Mélységi vizeinkben az arzén +3 és +5 allapotu szervetlen formaban fordul el6. Az alacsonyabb oxida-
cios allapot az oxigénhianyos kornyezettel magyarazhat6. A nagy arzéntartalmu felszin alatti vizek altalaban
enyhén lagosak (pH=6,5-9,5). Ebben a pH tartomanyban az arzenit természetes formaja zommel nem disszo-
cialt arzénessav (H;AsOs), az arzenat pedig anionos (H,AsO4' ill. HAsO4>) [2.].

1.2. Ivévizek arzénmentesitése

Az arzénformak hatiarozzak meg az alkalmazhato viztisztitasi technologiat. Hazankban néhany tech-
nologia terjedt el. Az egyik arzenat vas(Ill)-hidroxiddal torténd eltavolitasa, sziikség szerinti deritészer
adagolasa mellett. A jellemz6 arzén—eltavolitasi hatasfok 60-80%, mely optimalizalassal 95%-ra ndvelhetd.
A gyakorlatban alkalmazott masik eljaras a GEH toltet adszorpcios képességét hasznositja. Ennél a GEH
toltetet, amely Fe(OH); és B—FeOOH hatéanyagli, oszlopba tdltve, rogzitett adszorbensként hasznaljak.
Hatranya, hogy a foszfat—, szilikat—, borat-tartalmu vizekben az adszorbens feliiletén rosszul oldédo vas-
vegyiilet képzddik, amely az arzén adszorpcidjat meggatolja, s igy az arzénmentesité hamar kimeriil. A
huminsavas vizekben a huminsavak is elfoglaljak az aktiv helyeket ezért a régzitett adszorbensek (oszlopok)
kapacitasa altalaban lecsokken, a tisztitd hatds erésen korlatozotta valik. Szennyezés eltavolitdsara széles
korben alkalmazzak az aluminium-hidroxidot (aluminium so6kbdl vagy poli—aluminium—kloridbol képezve).
Sajnos épp az arzéneltavolitasi hatasfoka alacsony, kiilonosen As(III)—tartalmu vizeknél. Ujabban szerves
ioncseré¢ld gyantakkal is tavolitanak el arzént. Ilyen, pl. az N-metil-D-gliikamin hatéanyagt gyantak el6alli-
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tasa szerves anyagu hordozon. Ezek az As(V)—formakat nagy affinitassal kotik meg (55 mgAs/gNMDG), ¢és
mas anionok jelenlétében is hatékonyak [3.]. Polisztirolra felvitt mangan—dioxiddal mind az As(III)—, mind
az As(V)—formak eltavolithatok (MnO, segit az As(IlI)-nak As(V)-té torténd oxidalasaban is) [4.]. A szer-
ves ioncserélok vagy szerves anyagu hordozok hatranya, hogy alkalmazasuk esetén patogén baktériumok is
elszaporodhatnak a gyantan, amely az ivovizet emberi fogyasztasra alkalmatlanna tenné. Ujabban folynak
kutatasok a vas kiilonb6z6 mesterségesen eldallitott modosulataival is. A vas—szulfatbol eldallitott és Na—
lauril-szulfattal, illetve Na—karbonattal kezelt goetit (103 m?/g fajlagos feliilet és 0,5 cm’/g porus térfogat) 5
mg arzenatot kot meg grammonként, de ehhez pH=5 értéket kell fenntartani [5.]. Fehér cementtel boritott
vas-oxid (IOCC) viszont széles pH tartomanyban viszonylag hatékony arzenit—-megkotd. Szelektivitasa
mind pozitiv, mind negativ toltésii ionok mellett is (melyek a természetes vizben altaldban eléfordulnak)
kivalo, és a regeneralasa is megoldott [6.].

1.3. Kettéshidroxidok alkalmazasa arzéneltavolitisra

Az eddigi modszerek vagy arzenit eltavolitdsara nem alkalmasak, vagy nem kielégité a sziirési haté-
konysaguk, esetleg veszélyforras lehet alkalmazasuk az ivovizekben. Ezen okbol arzénmentesités terén egy
teljesen 1j anyagcsoporttal, az tgynevezett kettoshidroxidokkal kezdtiink foglalkozni. Az adszorbensként,
katalizatorként széles korben hasznalatos LDH (altalanos formula: [M*"_, M*', (OH),*" A™ ymx nH,0) nagy
adszorpcios kapacitasa alkalmas lehet arra is, hogy egyidejiileg tobbféle szennyezést, pl. a szerves szennyezést
is eltavolitsa az ivovizbol [7.]. A réteges szerkezetli kettéshidroxidok oktaéderes racsaban fellép6 pozitiv felii-
leti toltéstobblet alapjan feltételezhetd, hogy a rétegvizekben el6forduld negativ toltésti arzenationok eltavoli-
tasara alkalmasak lehetnek. A viszonylag nagy, altaldban 200-500 nm—es hatszoges lemezek (de lehetnek
ennél nagyobb néhany um-es részek is) gyors lilepedést és jo szlirhetdséget eredményeznek [8.]. Mivel gyogy-
szerként €s toltOanyagként is alkalmazzak egyes élelmiszereinkben, igy az emberre artalmatlan anyaggal vé-
geznénk az arzéneltavolitast.

2. KISERLETI RESZ

2.1. Anyagok és modszerek

2.1.1. A kettoshidroxidok eloallitasa

A kisérleteknél felhasznalt kettoshidroxidokat a megfeleld nitrat sokbol allitottuk elé6 AI(NO;);x9H,0
(Fluka, puriss), Ca(NO;),x4H,0 (REANAL, purum) és Mg(NO3),x6H,O (Fluka, a.r.) desztillalt vizes kozeg-
ben 1:1, 2:1, 3:1 és 4:1 ketté—, illetve haromértékii ionaranyoknak megfeleld oldasaval. Az eldre feloldott sok
(Mg— ¢és Al-, vagy Ca— és Al-sok) oldatdhoz kevertetés kozben folyamatosan adagoltunk NaOH tartalmu ol-
datot, az optimalis pH beallitasa céljabol. Az eléallitott anyagokat kiszaritott por és vizes szuszpenzid forma-
jaban taroltuk. A pormintak rontgen diffraktogramjai az LDH-ra jellemzé 0,7-0,9 nm—es bazislap tavolsagot
mutattak.

2.1.2. Az arzén analitikdja

Az arzén meghatarozasa spektrofotometrias eljarassal tortént. Az 50 mL—es mintdkat tdmény sosavval
(MOLAR, a.r.) savanyitottuk, majd szilard KI (MOLAR, puriss) és aszkorbinsav (MOLAR, a.r.) hozzdadasa-
val tortént a félora idtartamu elé—redukcio. Az el6—redukcid soran az As(V) As (III)— ma redukalodott, és igy
a késobbi borohidrides arzinfejlesztés hatékonyabba valt. Kiilon késziilékben Radelkis OP—936 tipusu automa-
ta-biirettaval 0,53 M NaBH, (Fluka) oldatot (melyet 0,1 M natrium-hidroxiddal és 4 M kalium—karbonéttal
lugositottunk) adagoltunk az eléredukalt vizmintahoz. A képzodott arzin a savas kdzegben a natrium—
karbonatbol fejlodo szén—dioxid vivogaz altal hajtva ataramlott egy piridines eziist—dietil-ditio—karbamat ol-
datt elnyeletobe. Az eredetileg sarga szinl piridines oldat az arzin mennyiségével ardnyosan elvordsodott. A
szinvaltozast SPEKOL 11 spektrofotométerrel mértiik 540 nm-—nél, az elnyelési maximumnal. A hitelesité 100
mg/L tdménységli arzenat torzsoldatot AsHNa,04x7H,0 (Fluka, >98,5 %) desztillalt vizben torténd feloldasa-
val készitettiik. A torzsoldattal 7 pontos kalibracios fliggvényt vettiink fel 0200 ugAs/L koncentracio tarto-
manyban. A spektrofotometrids mérések soran 5 cm-es iiveg kiivettakat alkalmaztunk a nagyobb pontossag
elérése érdekében.?

2.1.3. Arzén-eltavolitasi vizsgalatok kiilonbozo vizekben

Az arzénmegkotési vizsgalatokat kiilonb6zo ionaranyban eldallitott Ca/Al- és Mg/Al-tartalmu kettds-
hidroxidokkal végeztiik desztillalt vizben, szegedi vezetékes vizben és gyulai artézi vizben. A szegedi vezeté-
kes ivovizet jellemzé értékek: pH= 7,65; 1,1 mg K'/L, 63,2 mg Na'/L, 38,2 mg Ca**/L, 18,8 mg Mg*"/L, 6,7

Miiszaki Szemle e 39-40 9



mg CI'/L, 372,1 mg HCO; /L, 2,4 mg SO,* /L, 10 pug As/L, KOI=1,5 mg/L, 331 mg szarazanyag/L. A gyulai
artézi vizre jellemzd adatok: pH= 8,33; 1,0 mg K'/L, 100 mg Na'/L, 10,0 mg Ca®'/L, 2,0 mg Mg2+/L, 27,7 mg
CI'/L, 360 mg HCO; /L, 7,7 mg SO,* /L, 105 ug As/L, KOI= 5,6 mg/L, 396,6 mg Szarazanyag/L. A vizek
amely a gyulai artézi kat természetes arzéntartalmanak felel meg. Az LDH adszorbenst 0,10-2,00 g/L mennyi-
ségben, szaritott por, vagy vizes szuszpenzioé formaban adagoltuk a tisztitand6 vizhez.

2.2. Eredmények

A desztillalt vizben végzett kisérletekbdl jol lathatd, hogy Mg—tartalmia LDH esetén 0,1 g/L-nél keve-
sebb is elegendd az arzéntartalom hatarérték ala csokkentéséhez, mig Ca esetében 0,5 és 1,0 g/L kozotti meny-
nyiség sziikséges (1. tablazat).

1. tablazat
Arzénmentesités desztillalt vizben kiilonbozé ionaranyu Ca/, illetve Mg/Al-LDH adszorbensekkel.
As(V) koncentracié ug/L-ben
LDH g/L 1:1 3:1 4:1 1:1 3:1 4:1
Mg/Al-LDH Mg/Al-LDH Mg/Al-LDH Ca/Al-LDH Cal/Al-LDH Ca/Al-LDH
0,0 105,2 105,2 105,2 105,1 105,1 105,1
0,1 7,9 3,6 5,6 71,6 68,4 62,5
0,5 4,9 2,4 2,0 14,4 14,5 10,8
1,0 2,4 2,6 4,0 4,1 4,7 4,6

Tovabbiak soran természetes vizben is vizsgaltuk az LDH hatékonysagat. Az eredmények azt mutatjak,
hogy az egyes ionaranyok kozott —mint desztillalt vizben is— nincs szdmottevo kiillonbség. Megallapithato,
hogy a Mg/Al-LDH-t 0,5-1,0 g/L koncentracié tartomanyban kell alkalmazni a gyulai vizben a 10 ug /L ar-
zéntartalom hatarérték biztositdsahoz. A Ca/Al-LDH esetében 1,0 g/L adszorbens koncentracié atlagosan a
jelenlévo arzén felét tavolitja el a vizbol (2. tablazat).

1. tablazat
Arzénmegkotés gyulai artézi vizben Ca/, és Mg/Al-kettéshidroxidokkal kiilonbozo ionaranyok mellett

As(V) koncentracié ug/L-ben
LDH g/L 1:1 311 4:1 1:1 3:1 4:1
Mg/AI-LDH Mg/AI-LDH Mg/AI-LDH | Ca/AI-LDH Cal/Al-LDH Ca/Al-LDH
0,00 98,9 98,9 98,9 99,8 102,9 99,8
0,10 74,7 74,6 74,6 98,8 97,1 96,7
0,50 21,3 21,6 26,5 68,8 71,5 67,1
1,00 5,4 8,1 8,0 68,0 40,2 38,3

Ha Gsszehasonlitjuk a haromféle vizben a két kiilonb6zo Osszetételii kettéshidroxid arzéneltavolitasi
mértékét, lathatd, hogy desztillalt vizben a leghatékonyabbak. A gyulai artézi vizben (amely erdsen
huminsavas) a legkevésbé eredményes. A kevés huminsavat tartalmazo szegedi vezetékes vizben talalt értékek
a desztillalt vizes és a gyulai vizes kisérletek kozé esnek. Valoszinii, hogy az arzéneltavolitas hatasfokat don-
téen befolyasolja a szervesanyag tartalom. A pH is befolyasolo tényezd lehet, mert egyes vizsgalatok szerint
pH= 6 értékig nd az arzén adszorpcidja, majd pH= 8—ig valtozatlan, e f6l6tt, pedig csokken [8].
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Aspgil

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00
LDH giL
1. abra

Arzén eltavolitasa Ca/Al- (telt forma), illetve Mg/Al-LDH (iires forma) adszorbensekkel desztillalt (harom-
sz0g), vezetékes szegedi (négyzet) és gyulai artézi vizben (kor)

Az eldallitott 2:1 Mg/Al-LDH vizes szuszpenzid és szaraz por formajaban tarolt alakjait 6sszehasonlit-
va nem tapasztaltunk relevans kiilonbséget az arzéneltavolitas mértékében. Ezért az eldallitott anyag mindkét
formadja alkalmazhato a viztisztitasi technolégiaban (2. abra).

Aspgil

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
LDH giL

2. 4bra
Arzén megkétése 2:1 Mg/Al-LDH vizes szuszpenzio (négyzet), vagy szdaraz por formdi (haromszég), gyulai
artézi— (lires forma), és szegedi vezetékes (telt forma) vizben

3. OSSZEFOGLALAS

A vizsgalt LDH adszorbensekkel ivoviz—mindségi hatarérték ala csdkkenthetd az arzén—koncentracio,
az arzéneltavolitd hatasfokban azonban eltérés mutatkozott attol fiiggéen, hogy milyen az ivoviz tipusa, vagy
milyen az adszorbens Osszetétele és adagolt mennyisége. Kimutattuk, hogy novekvo kétértékii ionarannyal
eléallitott LDH adszorbensek kozott nincs szamottevd kiilonbség az arzéneltavolitas mértékében. Megallapi-
tottuk, hogy az LDH arzéneltavolit6é hatékonysaga vizes szuszpenzid és szaritott porforma esetében kozel azo-

nos. Az eredményekbdl kitlint, hogy a Mg—tartalmi adszorbensek arzéneltavolitasi hatékonysaga sokkal na-
gyobb, mint a Ca—ot tartalmazokeé.
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Racém (Z2)-2,3-epoxibutanol-szarmazékok
enzimkatalizalt kinetikus rezolvalasa
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ABSTRACT

A new enzyme catalysed kinetic resolution of cis-4-benzyloxy-2,3-epoxybutanol and cis-4-trityloxy-2,3-
epoxybutanol has been reported. In the first case an efficient and scalable separation of the optically active
alcohol from its ester derivative has been solved with liquid-liquid and solid-liquid extraction methods using
commercial organic solvents and supercritical carbon dioxide. Enantiomeric enrichment of the optically
active cis-4-trityloxy-2,3-epoxybutanol acetate was accomplished by selective crystallization of the racemic
part of the ester. Optically pure oxiranols have been obtained by the enzyme catalysed hydrolysis of the
acetate derivatives, too.

ELOZMENYEK

Az optikailag aktiv oxiranok fontos gyogyszeripari intermedierek. Az Andeno-DSM cég példaul tobb
tonnas méretben hajtja végre a 2-hidroximetiloxiran rezolvalasat [1]. A 2,3-diszubsztitualt oxiranok
fémorganikus vegytiletek altal indukalt sztereoszelektiv atrendezddési reakcidival optikailag aktiv alkohol-,
oxetan- és cisz-but-2-én-1,4-diol-szarmazékokat allithatunk eld [2-4]. Ezek a vegyiiletek olyan biologiailag
aktiv vegyiiletek szintézisének kiinduldé anyagai lehetnek, mint az Oxetanocin A [5]. Optikailag aktiv
oxiranokat tobbféle modon allitottak mar eld, ezek koziil az egyik legismertebb a Sharpless oxidacio, mikor
allil-alkoholokat oxidalnak terc-butil-hidroperoxiddal, titdn-izopropoxid és kiralis katalizator jelenlétében [6].
Egy korabbi kozleményiinkben beszamoltunk két, amino-csoportot tartalmazé oxirano-éter diasztereomer
soképzéses rezolvalasarol. A modszer hatranya, hogy minden amino-oxiran-szarmazék rezolvalasara 1j elja-
rast kell kidolgozni. A probléma megoldasa a (Z)-4-benziloxi-2,3-epoxibutanol (1) optikai izomerjeinek szét-
valasztasa lehet, ugyanis az enantiomertiszta 1-vegyiiletbdl eldallithatunk szamos optikailag aktiv oxiranil-
étert. Azt tapasztaltuk azonban, hogy a kutatdcsoport szamara sziikséges (Z)-1-benziloxi-4-trifenilmetoxi-2,3-
epoxibutan (2) az 1 alkohol tritilezésével nem allithato eld, valosziniileg a tritilcsoport nagy térkitoltése miatt.
A forditott sorrendii reakcio, vagyis a cisz-2-butén-1,4-diol monotritilezését kovetd epoxidalas, és a kapott (2)-
4-tritiloxi-2,3-epoxibutanol (3) benzilezése jo6 hozammal szolgaltatta a 2 vegyiiletet. Emiatt célul thiztiik ki
mind a racém 1, mind pedig a racém 2 alkohol enzimkatalizalt szelektiv észteresitéssel torténd reszolvalasanak
vizsgalatat.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A racém 1-alkoholt irodalombdl ismert uton allitottuk el6 a kereskedelemben kaphato cisz-2-butén-1,4-
diolbdl kiindulva natrium-hidrides monoalkoholat-képzést kdvetd benzilbromidos reakcidval, majd meta-klor-
perbenzoesavas oxidacioval. A megfeleld szelektivitasu enzim kivalasztasahoz modellkisérleteket hajtottunk
végre. A kovetkezd enzimeket teszteltik 20 mg-os reakciokban: Amano lipazok (AK, AZ, F, M, PS és R),
Novozym 435, Lipase IM 20, Lipase TL IM, porcine liver észterdaz, Candida rugosa lipdz, Pseudomas
fluorescens lipdz, o-kimotripszin, papain, Candida cylndracae lipaz és porcine pancreatic lipdz. Acilezd
agensként vinil acetatot hasznaltunk hexan oldészerben. Kiralis allofazisu kolonnan végzett gazkromatografias
vizsgalattal kovettiik a reakcidkat. A 2a acetat termelésének és a maradék 1 alkohol ee értékeinek 6sszehason-
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litdsa utan a porcine pancreatic lipaz (PPL) bizonyult a legaktivabb és legjobb enantioszelektivitasu kataliza-
tornak, ezért a tovabbi optimalizalasi reakcidkat ezzel az enzimmel végeztiik el (1. abra).

reszolvalas
O

0 0]
PPL H H H. /\H o
+ + H,C—<
0 OH
OBn  OH OBn OYR

OH OBn R—< N

o)
o]
1 R =Me (+)-(2R,3S)-1 (-)-(2S5,3R)-4a
R = Et (-)-(2S,3R)-4b
R=Pr (-)-(2S,3R)-4c
1. abra

Az 1 alkohol PPL katalizalt kinetikus rezolvaldsa. Az alkohol abszolut konfiguracioja irodalombdl ismert [7]

Az enzim kivalasztasa utan a reakcié olddszerfiiggését vizsgaltuk. Szamos oldoszert kiprobaltunk (klo-
roform, dikléormetan, aceton, hexan, vinilacetat, tetrahidrofuran/hexan, ciklohexan, toluol, etil-acetat,
acetonitril, tetrahidrofuran, dieti-éter), a legjobb eredményt tetrahidrofuran-hexan 1:1 ardnyt oldészereleggyel
kaptuk. Végiil azt vizsgaltuk, hogy hogyan fiigg a rezolvalas az acilezé agenstdl (vinil-acetat, vinil-propionat
és vinil-butirat, 1. abra). A reakci6 a vinil-butirat esetén a leggyorsabb, 2 dra alatt értiik el az 50%-os konver-
ziot, mig vinil-acetat esetén ehhez 3 ora kellett. A reakcid enantioszelektivitdsa viszont nem fiiggott az
acilcsoport mindségétol.

Részletesen tanulmanyoztuk az eldallitott optikailag aktiv észterek (4a-b) enzimkatalizalt alkoholizisét
is. Megallapitottuk, hogy a PPL altal katalizalt alkoholizis joval lassabban megy végbe, mint az észteresités,
48 ora alatt 75%-0s konverziot értiink el. A PPL enzim mind az észteresités, mind az alkoholizis soran a
(25,3R)-1 enantiomer reakcioit preferalja, igy gyakorlatilag enantiomertiszta (ee>99) (-)-1 alkoholt kaphatunk
az alkoholizis utan.

O
HAH hidrolizis {4, Q «H o)
[ e K \ + R
n
\H/ EtOH OBn OH oF!
(0]
(-)-4a R =Me (-)-(2S.3R)1
(--4b R=H
2. abra

A (-)-4a és (-)-4b észterek alkoholizise

Az 1 alkohol és a 4a-c észterek oszlopkromatografiaval jol elvalaszthatok, de ennek alkalmazasa tobb-
grammos méretben elég hosszadalmas. Ezért kiilonbozo extrakcios modszerekkel vizgaltuk az enantiomerek
elvalaszthatosagat. ElsOként a hexan/vizes-metanol kétfazisu rendszert hasznaltunk, feltételezve, hogy az apo-
larisabb észter az apolaris hexanban dusul fel. A metanol/viz aranyt valtoztava sorozatkisérleteket hajtottunk
végre €s megallapitottuk, hogy a legjobb szelektivitas metanol/viz 1:9 (v/v) Osszetétell elegynél érhet6 el. Az
extrakciot 1 és 4a keverékébdl kiindulva tobbgrammos méretben megismételtiik tigy, hogy a keveréket felol-
dottuk a vizes metanolban, és az oldatot 6tszor extrahaltuk hexannal. A hexanos fazis 95:5 aranyban tartalmaz-
ta a 4a és 1 elegyét. Ezt a fazist extrahaltuk metanol/viz eleggyel, igy 57%-os termeléssel nyertiik ki a tiszta 4a
acetatot. Az eredeti vizes metanolos oldatbol 75%-o0s hozammal kaptuk a tiszta 1 alkoholt.

A folyadék-szilard extrakcios elvalasztasi modszert 1 €s 4b keverékének példajan mutatjuk be. Az elva-
lasztas azon alapul, hogy a szilard hordozok kiilonb6zoképpen adszorbealjak a polaris 1 alkoholt és az apolaris
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4b észtert. Ezért, az enzim kiszlirését kdvetden a sziirletbe kiilonbozo szilard hordozoéanyagokat (Szilikagél,
Celit, Perfil, Florisil) szuszpendaltunk és az olddszert leparoltuk, majd a szilard maradékot hexannal kevertet-
tiik és ujra sziirtiik. A 4b propionatot a hexanos sziirletbol nyertiik ki, az 1 alkoholt a szilard fazisr6l mostuk le
diklormetannal. Az eredményeket az 1. tablazatban foglaltuk 6ssze. Ebbdl lathato, hogy szilikagél hordozé
esetén 69%-os termeléssel kapjuk meg a tiszta 4b propionatot, celit hordozé alkalmazasakor pedig 55% terme-

1éssel nyerhetjiik az ugyancsak tiszta 1 alkoholt.

1. tablazat

A hexanos és diklormetanos oldat osszetétele szilard-folyadek extrakcio esetén

Hordoz6 (1g) Perfil Florisil Celit Szilikagél
Kiindulasi elegy 1(g) 0,1900 0,1900 0,1900 0,1900
4b (g) 0,3100 0,3100 0,3100 0,3100
Hexanos oldat 1(g) 0,0662 0,0482 0,0687 0,2131
4b (g) 0,2638 0,2418 0,2954 -—--
Diklérmetanos oldat 1(g) 0,1187 0,1057 0,1041 0,0754
4b (g) 0,0313 0.0143 -—-- 0,0780

Kozismert, hogy a szuperkritikus szén-dioxid a hexdnhoz hasonlo oldoképességii apolaris olddszer, igy
az észtereket (4a-c) szuperkritikus extrakcioval is ki lehet nyerni. A mddszert eldszor 1 és 4a szétvalasztasara
probaltuk ki 39 °C-on és kiilonb6zé nyomasokon (90 bar, 160 bar), de az elvalasztas nem volt kell6 hatékony-
sagl. Sokkal jobb eredmény értiink el amikor acetat helyett propionatot alkalmaztunk, ugyanis az acilcsoport
szénlancanak novelésével nd a polaritaskiilonbség az alkohol és az észter kozott. Az enzimatikus reakciobol
szarmazo, 1 és 4b keverékét tartalmazo reakcioelegyet szilikagélre paroltuk, majd extraktor csébe toltottiik és
szuperkritikus szén-dioxiddal 33 °C-on, 100 bar nyomason extrahaltuk. A szilard fazist metanollal extrahalva
kaptuk meg az alkoholt. Mind az 1 alkoholt, mind a 4b észtert j6 hozammal és j6 enantioszelektivitassal nyer-
tiikk ki (2. tdblazat). Megjegyzendd, hogy szuperkritikus széndioxidban végzett enzimatikus reakciok ismertek
az irodalombol, de az altalunk kidolgozott elvalasztasi modszer az elsé példa arra, hogy a reszolvalas eredmé-
nyeként kapott alkohol/észter keveréket szuperkritikus allapotu széndioxiddal valasztjuk szét.

2. tablazat
Az 1 alkohol és 4b észter szétvalasztasa szuperkritikus extrakcioval
Kiindulasi keve- I. Extraktum II. Extraktum Maradék
rék (CO,) (CO,) (MeOH)
Tomeg (g) 2,13 1,01 0,17 0,81
Alkohol 1 (%) 38 7 17 97
Propionat 4b (%) 62 93 83 3

A racém 3 epoxialkohol eldallitdsa hasonld az eldz6hoz, azzal a kiilonbséggel, hogy itt a
natriumhidrides soképzés utan tritilkloriddal reagaltattuk az alkoholatot. A 3 alkohol enantiomerjeinek elva-
lasztasara legmegfelelobb enzim kivalasztasa céljabol ugyancsak tesztreakciokat hajtottunk végre az 1 eseté-
ben is vizsgalt lipaz enzimekkel. Ebben az esetben tetrahidrofurdnban vinil-acetatot alkalmaztunk
acilezGszerként és a reakcioktermékeket (3, 5) kiralis allofazisu HPLC-vel analizaltuk. A legjobb eredménye-
ket a Lipozim TL IM és Amano Lipdz PS enzimekkel értiik el. Preparativ méretben elszor a Lipozim TL IM
enzimet probaltuk ki, optimalis oldoszernek a tetrahidrofuran €s vinil-acetat 2 : 1 aranyu elegye bizonyult (3.
tablazat).

3. tablazat
A 3 alkohol észtersitése Lipozim TL IM enzim jelenlétében

ido (6ra) 5 észter (mol%) 3 alkohol (mol%) 3 alkohol ee (%)
5 48 52 66
7 51 49 80
18 75 25 100
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A tablazatbol lathatd, hogy akkor ériink el j6 enantioszelektivitdst, ha az alkohol tobb mint 50%-at ész-
teresitjik. Az Amano Lipaz PS hasznalata esetén hasonld koriilmények kdzott jobb enantioszelektivitast ér-
tink el, 24 ¢ra reakcididé utan 51%-os konverzioval képzodott az 5 acetat, mig a reagélatlan alkohol
enantiomertisztasaga ee 93% volt.

0 enzim, THF Hy av; H.. H

{O | |
OH OCPh, H,C Vi OCPh,; OH OCPh, OTCHB
o}

rac-3 (+)-3 (-)-5 0]

3. dbra
A (Z)-4-tritiloxi-2,3-epoxibutanol (3) enzimkatalizalt kinetikus rezolvaldsa

A 3 alkoholt és az 5 acetatot oszlopkromatografiaval valasztottuk szét, a szuperkritikus extrakci6 itt nem
vezetett eredményre. Lipozim TL IM enzim hasznalatakor a (-)-5 acetat enantiomertisztasaga (ee) 80% volt,
ezért atkristalyositassal probaltunk enantiomerdisulast elérni. Megallapitottuk, hogy az etanolbdl kisziirt kris-
taly csaknem racém, mig a szlirletben gyakorlatilag enantiomertiszta (-)-5 maradt (ee > 99%). Az 5 acetat erds
racematképz6 hajlamat a racém (op.: 121-122 °C) és az optikailag tiszta (op.: 39-41 °C) formak kozotti jelen-
tds olvadaspont-kiilonbség is jelzi.

Az optikailag tiszta (-)-3 alkoholt a (-)-5 észter enzimkatalizalt hidrolizisével allitottuk eld, ugyanis a
baziskatalizalt hidrolizisnél az oxirangytirti felnyilhat. Az optimalizalas soran kidertilt, hogy Amano Lipaz PS
enzim jelenlétében, acetonitril és foszfat-puffer keverékében a hidrolizis sebessége fiigg a lipaz/észter arany-
tol, és a homérséklettdl is (4. tablazat).

4. tablazat
A (-)-5 észter hidrolizise kiilonbozé mennyiségii Amano Lipase PS jelenlétében

Amano Lipase PS/(-)-5 Reakcio id6 Homérséklet Termelés (-)-3 (-)-3 ee
[mol/mol] [nap] [°C] [%] [%]
0.9 8 23-25 71.4° (56)° 100
1.7 5 23-25 91.2° (68)° 100
0.9 5 35-40 93.2° (77)° 100

KOSZONETNYILVANITAS

A kutatasokat az OTKA tamogatasaval, a CNR (Firenze)-MTA kétoldalu egyiittmiikodés keretében vé-
geztiikk (OTKA projektek szama: T 048362 és T 42805).
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Uj, optikailag aktiv 1-(szubsztitualt aril)pirrol-2-karbonsavak szintézise
Synthesis of New, Optical Active 1-(substituted aryl)pyrrole-2-carboxylic Acids
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ABSTRACT

Novel, efficient synthesis and optical resolution of I-(2-ethyl-6-carboxymethylphenyl)pyrrole-2-
carboxylic acid and 1-(2-phenyl-6-carboxyphenyl)pyrrole-2-carboxylic acid has been developed. The
prepared optically active carboxylic acids are new members of 1-arylpyrrole type atropisomers. Steric
arrangements of these compounds were monitored by single crystal X-ray diffraction measurements.

ELOZMENYEK

srer

(trifluormetil)fenil pirrol-2-karbonsavat hat évvel ezel6tt allitotta el kutatdcsoportunk [1]. Az optikailag aktiv
dikarbonsavbol kapott félészter-félamid szarmazék hidrides redukcidja soran azonban a trifluormetil-
csoporton részleges defluorozddas tortént. Ezért a tovabbiakban olyan 1-fenilpirrolokat valasztottunk ki kuta-
tasra, amelyek iitk6z6 csoportként alkil- és/vagy aril-szubsztituenseket tartalmaznak. A korabbiakban mar
vizsgaltunk az 1-(2-metilfenil)pirrol [2] és 1-(2-etilfenil)pirrol metallalasi lehetdségeit. A kisérleti eredmények
azt mutattak, hogy a dilitialasra a kétfogu N,N,N’,N’-tetrametil-dietilén-triaminnal (TMEDA) aktivalt butil-
littum (BuLi) a legalkalmasabb. Ezeknek a vegyiileteknek a dikarbonsav szarmazékainal azonban nem tapasz-
taltunk optikai aktivitast. Ezért a tovabbiakban a fenil gylirii orfo helyzetében nagyobb térkitoltést szubsztitu-
enseket tartalmazé modellvegyiileteket vizsgaltunk.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Az 1-(2-etil-6-metilfenil)pirrolt (1) és az 1-[(1,1’-bifenil)-2-il]pirrolt (2) az irodalombdl ismert modon,
a megfeleld anilin szarmazékbol és cisz, transz-2,5-dimetoxi-tetrahidrofuranbol allitottuk eld, jégecetben (ol-
doszer és katalizator egyben) forralva [3]. A kapott termékeket vakuumdesztillacidval tisztitottuk. Vizsgaltuk
1 és 2 vegyiilet dimetallalasi reakcioit. Bazisként minden alkalommal N,N,N’ N’-tetrametil-dietilén-triaminnal
aktivalt butil-littumot hasznaltunk, abszolutizalt éter olddszerben. A kisérletek soran a reakcididét és a hdmér-
sékletet valtoztattuk. A metallalas utan a litium vegyiileteket szén-dioxiddal stabil karbonsavva alakitottuk és
'H-NMR spektrumuk alapjan azonositottuk.

Az 1-(2-etil-6-metilfenil)pirrol esetében az elektonkiildd alkil csoportok dezaktivalo hatasa miatt 0°C-
on még 4 6ras reakcidvido alkalmazasaval is csak kozepes termelést tudtunk elérni. A homérséklet emelésének
hatasara viszont csokkent a monometallalt termékek mennyisége és nétt a hozam is. A 3 és 4 karbonsavak
litium intermedierjei nem melléktermékek, ugyanis egy Gjabb metallalo agenssel talalkozva a masik pozicio-
ban is lejatszodik a fém-hidrogén csere ami 5 termék keletkezéséhez vezet. Az 1-(2-etil-6-metilfenil)pirrol-2-
karbonsav (3) kis mennyisége azt mutatja, hogy ha a litium el6szor a pirrol gylri o hidrogénjét cseréli le a
masodik metallalasi 1épés szinte azonnal lejatszodik, mig benzil helyzetli monolitialas esetén a masodik 1épés
lassabb.
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1. abra
Az 1-(2-etil-6-metilfenil)pirrol (1) és az 1-[(1,1 -bifenil)-2-il]pirrol (2) dimetallalasa.

Az 1 és 2 vegyiiletek dimetallalasanak koriilményei és eredményei. 1. tablazat
Koériilmények Modellvegyiilet Termék (arany®”) Hozam"
Et,0, 0°C, 2h 1 3+4+5 (3:35:62) 19 %
Et,0, 0°C, 4h 1 4+5 (23:77) 49 %
Et,0, 22°C, 2h 1 3+4+5 (1:6:93) 77 %
Et,0, 23°C, 3h 1 3+4+5 (1:7:92) 80 %
Et,0, 20°C, 4h 2 6 (100) 84 %
Et,0; 24°C, 4h 2 6 (100) 94%

Az 1-[(1,1’-bifenil)-2-il]pirrol (2) reakcidjat a fenil gyiliri mezomer effektusa lassithatja, ezért szoba-
hémérsékleten 4 oran at kevertettiik a vegyiiletet a bazissal, igy egyediili termékként kaptuk a 1-[(1,1’-bifenil)-
2-il-6-karboxi]pirrol-2-karbonsavat (6). Ez az eredmény egybevag a monometallalési kisérleti tapasztalatok-
kal, ugyanis 1 pirrolszarmazék vizsgalata soran a reagensek minden alkalommal a benzil-helyzetet részesitet-
ték elényben, igy 3 szarmazék nem vagy csak minor komponensként jelent meg a termékelegyben. Ezzel
szemben 2 reakcioinal a reagensek mindig a pirrol gytri o hidrogénjét preferaltak és a masodik metallalasi
1épés gyors.

Az 5 vegyiilet reszolvalasat 40x mennyiségii etilacetat és 0,1x etanol olddészerelegyben hajtottuk végre
fél ekvivalensnyi mennyiségii (R)-feniletilaminnal ((R)-FEA, 2. abra)

EtOAc; EtOH
- > (->+)-5.(R)-FEA¢ + (+>-)5
oltokrist.
ch
(->+)-5
5 0,5 ekv.(R)-FEA OT: ~97-99%; T: 71%

2. abra
Az 1-(2-etil-6-karboximetilfenil)pirrol-2-karbonsav reszolvalasa.

A sokivalas meginditasdhoz sziikség volt oltokristaly hozzdadasara, az igy kivalt diasztereomer sot hig
sosavval bontottuk el. A modszer kidolgozasa soran azt tapasztaltuk, hogy etanol hozzaadasa nélkiil racém
kristaly valik ki, ha viszont t6bb alkoholt hasznalunk, a kivalt s6 optikai tisztasaga romlik.
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A 6 szarmazék optikai izomerjeinek elvalasztasat, 1ekvivalens (S)-feniletilaminnal 6x etanolban végez-
tiik. A kristaly kivalas utan a diasztereomer sot hig sésavval bontottuk el. A kapott enantiomerkeverékbdl
ujrareszolvalassal allitottuk el6 a tiszta optikai izomereket.

EtOH
O N o = (>+)6(SMFEA| * (+>)6.(S)}FEA
H
ch

COOH
O (_>+)_6

6 1 ekv. (S)-FEA [a]p: -68; T: 78%
2. reszolvalas [a]p: -91; T: 64%
3. abra

Az 1-(2-fenil-6-karboxifenil)pirrol-2-karbonsav (6) reszolvaldsa

A (+)-5 enantiomer tisztasdgat 'H-NMR spektroszkopiai médszerrel hataroztuk meg. Kirélis shift rea-
gensként kinidint hasznaltunk €s a pirrol gytirti B hidrogénjeinek jelfelhasadasa alapjan megallapitottuk, hogy
a kétszer reszolvalt minta 0,5%-nal kisebb mennyiségben tartalmazza a minor enantiomert. Vizben a (-)-5
dikarbonsav dinatrium s6jabol sikeriilt egykristalyt noveszteni, amelyet rontgendifrakcios mérésnek vetettiink
ala (4. abra).

“o—

v

4. abra
Natrium-1-(2-etil-6-karboximetilfenil)pirrol-2-karboxilat so elemi celldja

A szerkezet érdekessége, hogy 5 dinatrium sdja négy kristalyvizet tartalmaz, a pirrol és a fenil gytrt
egymasra merblegesen helyezkedik el és a két karboxilcsoport egymas felé fordul. A (-)-5 és (-)-6 savak kon-

c ey

KOSZONETNYILVANITAS

A kutatasokat COST D24 egyiittmiikodés keretében, az OTKA tamogatasaval végeztiik (projekt szam:
T 048362, COSTD24 WG 0006-02).
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ABSTRACT

The pollution of the groundwater with nitrate is an important problem in whole Europe, as well in
Romania. In the Niraj River catchments area the groundwater is polluted with nitrate by agriculture and by
the untreated waste water from the households. The distribution of the nitrate pollution of the groundwater
depends on the location of the pollution sources, on the geographical situation and on the level of the
groundwater.

1. IRODALMI ATTEKINTES

A talajviz és a felszini vizek nitrattal torténd szennyezését tanulmanyozni egy adott vizgytijto teriiletén
igen komplex feladat, mivel nagyon sok szempontot kell figyelembe venniink és a nitratszennyezés eredetét
sziikséges tanulmanyozni. Jelenleg a vizek nitrattal torténd szennyezésének két fobb formajat azonosithatjuk,
egyrészt a mezOgazdasag (foleg allattartas illetve a mezdgazdasagi teriiletek tragyazasa, miitragyazasa) mas-
részt a haztartasokbdl szarmazo tisztitatlan szennyviz okozza a talajviz és a felszini vizek nitrattal torténd
szennyezO0dését. A talajban lejatsz6do atalakulési és transzport folyamatokban (igy a nitrogén transzport és
atalakulasi folyamatokban is) legnagyobb szerepe a talaj felsd, humuszban és élészervezetekben gazdag réte-
gének van. A talaj humuszos rétegére jellemzo, hogy éves ciklusban a nedvességtartalma valtozo, ezaltal a
vizmozgas is kiilonb6zd iranyu lehet. Normal talajok esetében telitett allapot is eléfordulhat hosszabb-
rovidebb ideig (pl. belviz), de az a jellemz6, hogy az év dontd tobbségében a felso rétegiik telitetlen. A humu-
szos réteg gazdag szerves és szervetlen talajalkotokban €s €él6szervezetekben, amelyek mindegyike résztvesz
az e talajrétegben zajlo tapelemforgalomban. A mezdgazdasagi termeléshez kapcsolodd nitrogén korforga-
lomban veszteség jelentkezik a betakaritas, a kimosddas, az er6zi6 és a denitrifikacid révén. A nitrogén kor-
forgalommal kapcsolatban két fontos tényezot kiilon is ki kell emelniink:

— atalajban a biokémiai és bioldgiai folyamatok még miitragyazas esetében is jelentésen befolyasol-

jék az asvanyi formaban 1év0 nitrogén mennyiségét

— kimosoddas jelentds mértékben csak a nitrat formaban 1év6 nitrogént érinti, bar friss szerves-, ill.

higtragyazast kovetden, valamint révid idejii, nagy intenzitasti csapadékot kovetden kis molekulaju
szerves nitrogénvegyiiletek is kimosodhatnak. A tragyazas hatasara n6 a talajok asvanyi nitrogén,
kiilondsen a nitrat nitrogén tartalma. A nitrogén tragya adagok megallapitasanal ezt hosszl ideig
nem vették figyelembe. Igy adott koriilmények kozott e tobblet nitrat a talaj mélyebb rétegeibe, a
gyokérzona ala mosddva, a talajvizet elérve, azt szennyezheti. A talajviz szempontjabdl legfonto-
sabb nitrogén vegylilet a telitetlen zonaban nitrat. A nitratok legnagyobb része oldott allapotban
van, mivel s0i - egy specialis uranso kivételével- jol oldodnak. A negativ t6ltésii nitration adszor-
bealodni sem tud a fOleg szintén negativ toltést talajkolloidok feliiletén. A nitrat jellemzéje a
negativ adszorbcid, ami azt jelenti, hogy nitratadagolas utan a talaj vizes kivonataban tobb nitrat
mérhetd, mint amennyi az eredeti talaj kivonatadban mért €s a hozzaadott nitrat 6sszege volt. Az
utobbi években egyre tobb informacié van arr6l, hogy adott kdrnyezeti feltételek mellett a nitrat is
képes felhalmozddni a talaj mélyebb rétegeiben. A talajba az emberi tevékenység révén nagy meny-
nyiségll szerves anyag kertil és a talaj szerves anyaganak mineralizacidja —mas nitrogénatalakulasi
folyamatokhoz viszonyitva lassi. Egy vegetacios periodus alatt —kdrnyezeti feltételektdl fiiggden —
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a szerves anyag 1-3 %-a képes mineralizalodni (STEFANOVITS, 1975). A keletkezett ammoniu-
mot a novények kozvetleniil fel tudjak venni, vagy ismét beépiil a mikroorganizmusok testébe, il-
letve nitritté, majd nitratta oxidalodik. Az ammoénium masik része adszorbealddik illetve az agyag-
asvanyok kristalyracsaba épiil. A nitrat kimosodik és a kimosodast tekinthetjiik a legkarosabb
nitrogénvesztességnek mivel nagyrésze ennek a vesztességnek egyenesen a vizrendszerbe jut.
Egyes szerzok véleménye szerint JORGEN F.HANSEN, 1982) a nitrogén kimosodas mértéke a ta-
laj tipusatol, az illetd teriileten termesztett ndvényfajtaktol, illetve az alkalmazott nitrogén mennyi-
ségétol fiigg, IGNAZI (1987) a nitratszennyez6dés okai kdzott emliti azt az allapotot, amikor a terii-
letre az evaporaciot és az evapotranszpiraciot jelentésen meghaladd vizmennyiség érkezik €s azt
amikor tavasszal vagy nyar végén a ndvényi fedettség hianyaban nagy a mineralizacio. Tartamki-
sérletek soran kimutattak (FULEKY, 2004), hogy az egyre nagyobb miitrigya adagolas esetén 3 m-
nél nagyobb mélységben is jelentds nitrat felhalmozddas talalhaté amelynek oka az is, hogy a no-
vekvo mitragyaadagoknal a novények egyre inkadbb a miitragyabol szarmazo nitorgént veszik fel és
a talaj szerves anyagabol asvanyosodoé nitrat nagyrésze szabadon mozdulhat el a lefele mozgo csa-
padékvizzel. Kisebb folyok vizgylijto teriiletén végzett kutatdsok (DUGAST, 1998) kimutattak,
hogy a felszini vizekbe jutd nitrat mennyisége fiigg a csapadék mennyiségétol, a mezdgazdasagi
gyakorlattol és a taj szerkezetétdl, a puffer zonak jelentds mértékben csokkentik a nitrat kimoso-
dast.

2. A VIZSGALT TERULET JELLEMZESE

A Nyarad a Maros baloldali mellékfolydja, forrasa 1300 m-en a vulkanikus eredetti Gorgényi havasok-
ban talalhato, hossza 79 km, Nyaradt6nél, 300 m-en, torkollik a Marosba. A Nyarad vizgyljt6jének teriilete
625 km2, 63 telepiilés talalhato rajta, ezzel tradiciondlisan Erdély egyik legsiiriibben lakott teriiletének szamit.
A teriilet kontinentalis klimaja, az atlaghomérséklet 8,5 C, az évi csapadék 700-1200 mm, jelentds kiillonbség
mutatkozik a hegyvidéki fels6 szakasz (a forras 1300 m-en talalhatd) és az als¢ szakasz (torkolat 300 m) ko-
z06tt. Ugyanez a jelenség megfigyelhetd az evaporotranszpiracid esetében is amely 600-450 mm kozott valto-
zik (also-fels6 szakasz). A Nyarad volgye a kozépsé és alsd szakaszon kb. 2 km széles ami az atlagos vizho-
zamot figyelembe véve (3,6 m3/s) szokatlanul szélesnek szamit. A volgy asszimetrikus jellegl, a folyé a
volgy jobb oldalan helyezkedik el. A vizgyljtére jellemzd, hogy hoolvadas, vagy aradasok esetén a vizhozam
joval meghaladja a sokéves atlagot (a maximalis mért hozam 330 m3/s, 1970 majus 14-én). A Nyarad vizgytj-
to teriiletén a téves vizgazdalkodas, a mezdgazdasagi tevékenység, valamint a str( telepiilésszerkezet a talaj-
viz nagymértékii elszennyezddéséhez vezetett, ami tobb methemoglobinemia altali csecsemdéhalalozast oko-
zott. A talajviz nitrattal torténd szennyezodésének felmérése a vizgytjto teriiletén levo kutakban indokolt,
mivel a lakossag ivovizellatasat a katak bistositjak. A nitrat eloszldsa nem egyenletes a vizgyiijto teriiletén,
hanem nagymértékben fiigg szamos tényezotdl ezért indokolt modszeresen kutatni a nitratszennyezés eloszla-
sat a Nyarad vizgy(ijtdjében és azokat a tényezoket amelyek befolyasoljak a nitratszennyezés eloszlasat. Indo-
kolt megvizsgalni hogy mintateriileten a talajviz nitratszennyez6dését milyen mértékben okozza a mezdgaz-
dasagi tevékenység €s milyen mértékben szarmazik ez a szennyezés a telepiilések szennyvizébol.

3. A KUTATAS MODSZERTANA

A mintakat a Nyarad vizgytijto teriiletén, a f6 volgyben illetve a mellékvilgyekben elhelyezkedo telepii-
1ések kutjaibol, valamint a telepiilésen atfolyo patakbol a (telepiilések el6tt €s utan) vettiik.

A mintavétel minden esetben 50 ml-es polietilén flakonokban tortént, kutakbol, illetve felszini vizekbdl.

A nitrat koncentraciot minden esetben a Kozegészségiigyi Intézet laboratoriumaban hataroztuk meg,
spektrofotometrids modszerrel, 2,4 dimetilfenolt hasznalva (SR ISO 7890-1)

A talajviz tengerszint feletti magassagat Garmin markaji GPS-el hataroztuk meg.
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1. dbra
A Nyarad vizgyiijto teriilete

4. EREDMENYEK

Két méréssorozatot végeztiink a Nyomat patak volgyében, az elsé méréssorozatot a tavaszi hoolvadas
idején marciusban, a kovetkezd méréssorozatot szeptemberben, tobb hétig tartd szarazsag utan. Az elsé mérés-
sorozat esetében magas, mig a masodik méréssorozat esetében alacsony talajvizszintet tapasztaltunk. A végzett
mérések esetében vizmintat vettiink a Nyomat patakbol a telepiilés el6tt és a telepiilés utan és azt tapasztaltuk,
hogy a marciusban vett minta esetében a patakviz nitrat tartalma hatszor magasabb értéket mutatott, mint a
szeptemberben vett minta esetében, ez a mezdgazdasagi teriiletekrdl a tavaszi holével bemosddo nagyobb nit-
rat mennyiséggel magyarazhato. A telepiilés alatt mért nitrat érték marciusban haromszor, mig szeptemberben
harminchatszor volt nagyobb a telepiilés felett mért nitrat értéknél. Meghataroztuk a kutakban talalhato vizfel-
szin tengerszint feletti magassagat és meghataroztuk a potencialis szennyez6 forrasokat, amelyek magyaraza-
tot adhatnak a szennyezddésre. Az elsO €s az utolsd mérési pont kozott 28 m volt a szintkiilombség. A mérési
teriileten két terasz talalhato.
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Nyomat patak

—— 2006 marcius 9
—=— 2006 szeptember 7

Nitrat koncentraciéo (mg/

Tengerszint feletti magassag (m)

2. abra
A nitrat koncentracio valtozasa Nyomat patak mentén talalhato kutakban

A méréseket abrazold grafikont kdvetve a kdvetkezd kdvetkeztetésket vonhatjuk le:

A kutak nitratszennyezése tavasszal, magas talajvizszint esetén nagyobb értéket mutat, mint a szeptem-
berben, alacsony talajvizszint esetén, és a két méréssorozatot abrazold goérbe koveti egymast. A
nitratszennyez0dés magasabb értéket mutat a teraszokon, mint a meredek szakaszon, tehat azt tapasztalhatjuk,
hogy a teraszokon felhalmozddik a nitrat. Az 6tddik mérési pont talajvizet 6sszegyiijté halastod, amelyben sok-
kal magasabb nitrat értéket talalunk tavasszal, mint dsszel, a felszini bemosodasok kdvetkeztében. A hatodik
mérési pont esetében a kut alatt istallo talalhatd és a magas talajvizszint kovetkeztében a kutba jut az istallobol
kimosodott nitrat. A szeptemberi mérések esetében mindkét esetben alacsony és egymashoz kozelalld nitrat
értéket mértiink. A hetes és nyolcas mérési pontok esetében a tavaszi mérések kisebb nitrat értéket mutatnak,
mivel ezek a mérési pontok a meredek szakaszon helyezkednek el ahol nagyobb talajvizmennyiség esetében
jelentésebb higitassal szamolhatunk. A tizenotodik minta esetében a kut a patak mellett helyezkedik el és ta-
vasszal magas vizallas esetén a talajviz kapcsolatban van a patak vizével igy ebben az esetben a kutviz
nitrattartalma alacsony, mig szeptemberben, amikor a patak szinte teljesen kiszarad a kit vize az azonos szin-
ten levo kutakhoz hasonloan magas nitratszennyezettséget mutat. A Nyomat patak volgyének tanulmanyozasa
mellett a Nyarad tobb mellékvolgyében végeztiink vizsgalatokat. Ezekben az esetekben is a mérési modszer
azonos volt a Nyomat patak volgyében végzett vizsgalatokéval, viszont a kutak vizszintjének tengerszint felet-
ti magassagat még nem tudtuk megmérni. Az eredmények értelmezhetdsége érdekében a kovetkezd tablazat-
ban a mérések eredményeit hegy-volgy iranyban mutatjuk be, vagyis az elsd minta a volgy legmagasabb pont-
jarol szarmazik, mig az utolsé a volgy legalacsonyabb pontjatol.

Nitrat koncentrdcio a Nyarad vizgytijtojében vett mintakban 1. tablazat
Mintavétel helye NO3c 1 2 3 4 5 6 7 8
Hodos patak mg/1 20.16 14.16 83.68 37.44 50.56 20.00 49.52 34.00
Isz16 patak mg/l 7.52 272 46.00 34.00 14.88 34.24 50.72 13.28
Sepréd patak mg/l 6.08  40.08 16.96 143.20  8.00 0.20
Szentimrei patak mg/1 744  34.08 10.24 42.00 10.72 10.88
B6 patak mg/1 28.72  3.04 95.60 1.60 118.60  8.96 7.36 68.96
Sardi patak mg/1 7.52  17.20 182.90 4.24 98.80 105.40 11.60 7.20
Kisgorgényi patak mg/1 6,02 74,06 16,38 5,21 17,92 41,44 36.74 17,78
Szentharomsagi patak mg/1 3,38 2,28 25,64 4,34 9,33
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Mintavétel helye NO3c 9 10 11 12 13 14 15 16

Hodos patak mg/1 17.76 ~ 4.96 10.64 103.00 9.36 21.12 74.56 4.76
Isz16 patak mg/1 15390 112.10 17.68 84.32 84.32 12.48

Seprod patak mg/l

Szentimrei patak mg/1

B6 patak mg/1

Sardi patak mg/1 2.48 17.16 25.60 158.20

Kisgorgényi patak mg/1 15,28 0,00

Szentharomsagi patak mg/1

A Nyarad vizgytijt6jében talalhat6 és vizsgalatunknak alavetett tobbi mellékpatak esetében is a Nyomat
patakhoz hasonlé helyzetet talalunk. Azon mellékpatakok esetében ahol teraszokat talalunk, (Hodos patak,
Isz16 patak) kimutathato a teraszokon a nagyobb nitratkoncentracio. Azon mellékpatakok esetében ahol nincs
jelentds gazdasagi tevékenység nem talalunk jelentds nitrat szennyezettséget csak kivételes pontszerii szeny-
nyezést (Seprod patak, Szentimrei patak). A felszini vizek esetében azt tapasztalhatjuk, hogy a telepiiléseken
atfolyo patakoknak esetében létezik bizonyos nitrat terhelés, ez azonban nem annyira jelentés mint a talajviz
nitrat terhelése.

5. KOVETKEZTETESEK

A Nyarad vizgylijto teriiletén végzett felmérések azt igazoljak, hogy kdzvetlen kapcsolat mutatkozik a
talajviz nitrat szennyezése és helyi szennyezo forrasok, a domborzati viszonyok és a talajvizszint kozott. Azt
tapasztalhatjuk, hogy a tanulmanyozott teriileten a talajviz nitrat szennyezése bizonyos esetekben jelentds. A
nitratszennyezés eloszlasa nem egyenletes a telepiilések alatt elhelyezkedd talajvizrétegben és a potencialis
nitratszennyezésre vonatkoz kdvetkeztetéseket, csak a talajvizszint, az aktualis és torténelmi szennyez6 forra-
sok, a domborzati formak valamint a talajszerkezet egyiittes figyelembe vételével vonhatunk le.
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ABSTRACT

The environmental effects of plastic packaging materials are analized by Life Cycle Assessment (LCA)
method. The life cycle of packaging materials could be followed ,,From Cradle to Grave” by the application
of this method. Nowadays this method has developed, today the environmental effects of recycling have also
been taken into consideration on ,, From Cradle to Cradle” theory.

1. A CSOMAGOLAS HELYZETE MAGYARORSZAGON

Magyarorszagon az ¢lelmiszerek eléallitasaval, tarolasaval és forgalmazasaval egylitt valtozé csomago-
lasi kultara harom, egymastol elhatarolhato szakaszra bonthato:

— ahazi tarolas kora (a XIX. szdzad kozepéig);

— aziparosodas iddszaka (a XX. szazad kozepéig);

— atdmeges hasznalat, a mindent becsomagolas id6szaka (napjaink).

A csomagolasoknak hagyomanyosan harom funkciot kell teljesiteni: az aru szallithatosaganak, tarolha-
tdsaganak a biztositasa; az aru mindségének megdrzése és az aru rekldmozasa, melyek az egyes szakaszokban
eltéré hangsullyal érvényesiiltek.

A csomagoloeszkdzok oOriasi méretii fejlodése a varosiasodasra és a fogyasztasi szerkezet nagymértékii
atalakulasara vezetheto vissza. A XX. szazad kozEépsé harmadaban két szalon futott a csomagolasi technologi-
ak torténete: egyrészt folytatddott a korabban kialakult csomagolasi rendszerek (iiveg, konzervdoboz, papir)
kiteljesedése és térhoditasa, masrészt a vegyipar oOridsi méretii fejlodése kovetkeztében kialakult a milanyag
csomagoloeszkdzok bevezetésének lehetdsége.

Napjainkban altalanos iranyzat az Gjrahasznalati és Gjratoltési rendszerek visszaszorulasa. Ez a folyamat
az 1988. évtdl, a rendszervaltozassal bontakozott ki és egyes hullamai 6sszhangban vannak a privatizaci6 ala-
kulasaval. Korabban az Gjrahasznalati rendszereket nem kornyezetvédelmi, hanem kizardlag gazdasagi okok-
bol hoztak 1étre a szocialista hianygazdasag koriilményeire vald tekintettel. Napjainkra az ijrahasznalati rend-
szerek szdmos eleme megsziint vagy aranyaiban jelentdsen lecsokkent. Helyettiik egyutas (egyszer hasznalan-
do6, eldobando) papir-, liveg-, illetve milanyag csomagolasok jelentek meg.

2. CSOMAGOLASTECHNIKAI FOGALMAK

Amikor a csomagolasrol beszéliink, sziikséges megkiilonbdztetni a csomagoloanyagok és a csomagolo-
eszkozok fogalmat. A csomagoldanyag a csomagolasra hasznalt fém, fa, iiveg, papir, mianyagféleségek 0sz-
szessége; a csomagoldeszkdzok a csomagoldanyagokbol kialakitott zarhatd tasakok, csészék, iireges testek,
poharak, dobozok, hordok stb., melyek a csomagolt termékek felhasznalasat kovetden hulladékka valnak. [1]

A csomagoloeszkoz korlatozott idotartamil felhasznalasra szant termék. A csomagolas alapvetd feladata
az aru védelme, az aru eljuttatdsanak megkonnyitése az el6allitotdl a felhasznaldohoz, valamint figyelemkeltd
és informaciokozl6 szerepe is van. Feladata tobbnyire megsziinik, amint az aru eljut a végsé felhasznaléhoz, s
altalaban ekkor hulladékka valik. A haztartasoknal a keletkezo telepiilési hulladékok novekvé mennyiségének
¢és a szeméttelepek telitddésének egyik jelentOs el6idézdjeként joggal emlithetd a csomagoloipar.

A csomagolasok jellegiik, a termék életében betoltott szerepiik alapjan harom csoportba sorolhatok:
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szallitasi (hordok, 1adak, zsakok) és gyljtécsomagolasok (dobozok, papir- és foliaburkolatok), ame-
lyeket a szallitas biztonsaga érdekében a gyarto és a forgalmazo kdzott hasznalnak;

fogyasztoi csomagolasok (poharak, dobozok, palackok), amelyekben a végs6 felhasznalod hazaviszi
az arut, ¢és az esetleg felhasznalasaig abban is tarolja;

jarulékos csomagolasok (foliak, alatétlapok, diszdobozok), amelyek az onkiszolgalo iizletben valo
értékesitést segitik vagy reklamot hordoznak.

A csomagolas hasznalatat tekintve lehet eldobhat6 vagy elsdsorban a fogyasztasi és szallitasi csomago-
lasnal ismételten felhasznalhatd, visszatérd. Szokas ezeket egyutas vagy tobbutas csomagolasoknak is nevezni.

Egyutas (eldobo) csomagolas: Hasznalat utan azonnal a szemétbe keriil, igy rengeteg nyersanyag,
energia, pénz megy veszendObe, raadasul a kornyezetet is terheli (fémdobozos tiditok, miianyagpa-
lackos italok, a fém-miianyag-karton Osszetétell idités- és tejesdobozok /tarsitott csomagoloanya-
gok/, kiporciozott sajtok, felvagottak csomagolasara szolgald habtalcak, tejfolos-joghurtos mii-
anyagpoharkak stb.).

Tobbutas csomagolas: Ennek tipikus példaja a betétes tiveg. Az ital 50-60 alkalommal Gjratolthetd
palackban van, majd eloregedése esetén anyagaban ujrahasznosithato.

3. A CSOMAGOLAS ES A KORNYEZET VISZONYA

A csomagolas és a kornyezet viszonyat napjainkban alapvetden a csomagolasi hulladék mennyisége és
sorsa hatarozza meg (1. abra). [2]

Hulladék
megel6zés

Hulladékesokkentés

Ujrahasznositas
Anyag-tjrafeldolgozas

Energia-visszanyeréssel jaro égetés

Energia-visszanyerés nélkiili égetés

Hulladéklerakas

1. abra
A csomagolasi hulladékok kezelésének lehetoségei

Minél nagyobb a visszagyiijtott hulladék aranya, és ennek minél nagyobb hanyadat viszik vissza az
anyagok korforgasaba, annal kevésbé terheli a csomagolas a koérnyezetet (2. abra).

Az eqgyes anyagok lebormiisi ideje (Eu)

Fém _ 00 |

hidamag |2E|E| | |
theg | 1uc||nn
Szenes -ZI

Papir -zl

1 10 100 1000 10000
2. abra

A csomagoloanyagok lebomlasi ideje
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Az ismételt felhasznalas mellett megoldast csak a feleslegessé valt csomagold anyagok visszagytijtése
és Ujrahasznositasa hozhat. Ennek harom alapvet6 iranya van:

— energetikai céli hasznositas, amelynek soran a hulladék elégetésével hot termelnek;

— az ismételt feldolgozas;

— arészleges lebontas utan vegyipari alapanyagként valo Gjrahasznositas.

A két utodbbi eljaras azon alapul, hogy a masodlagos hasznositdshoz kevesebb energia sziikséges, mint
az eredeti nyersanyagokbol késziilo elsddleges alapanyagok eldallitasahoz. [3]

A jovo utja a kornyezetet legkevésbé terheld csomagoldanyagok kivalasztasa és alkalmazasa. A legked-
vezObb csomagoldanyagok kivalasztasa az életciklus vizsgalataval torténhet. Az életciklus a nyersanyagok
kitermelését6]l a termék felhasznalasa utan visszamaradé hulladékok végso ,,sorsdig” terjed. A csomagolo-
anyagok kornyezetvédelem oldalarol torténd megitélésében a kdvetkezd szempontokat érvényesithetjiik:

— acsomagoldanyag gyartasa a természeti er6forrasokat (pl. energiaforrasok, viz, erdd) a lehetd leg-

kisebb mértékben vegye igénybe;

— a csomagoldanyag és -eszkdz gyartasa ne okozzon kornyezeti terhelést (pl. a miianyagok feldolgo-
zasanal az egészségre artalmas gazok emisszidja, a celluloz fehéritésénél az elfolyd szulfit-
szennylug karositja a kornyezetet);

— a csomagolas kialakitasanal és a csomagoldéanyag megvalasztasanal a lehetd legtakarékosabb meg-
oldast kovessék;

— ahasznalt csomagoloeszkdz legyen ismételten felhasznalhaté (6blos konzerviiveg), vagy anyagaban
ujra hasznosithatd, reciklalhaté (ilyen az ,ujrapapir”, vagy a PE hulladékbol késziilé rakodolap, vi-
ragtartd);

— ha az Ujrahasznositas nem megoldhatd, a csomagolas anyaga legyen karos emissziok nélkiil eléget-
hetd (pl. egyes miianyagok) vagy komposztalhato (pl. természetes szalas anyagok).

4. AZ LCA-MODSZER ALKALMAZASA CSOMAGOLOANYAGOK KORNYEZETI
HATASAINAK OSSZEHASONLITASARA

Az életciklus-elemzés (Life Cycle Assessment, angol roviditéssel LCA) célja, hogy szamszerusitett in-
formaciot nyujtson a kdrnyezetkiméld terméktervezéshez, -fejlesztéshez, -cimkézéshez, dsszehasonlitd elem-
zéshez, vagy vasarlasi dontéshez. Alapja a termék életciklusa a nyersanyagok kitermelésétol a hulladékok
artalmatlanitasaig, illetve ennek kivalasztott, 1ényeges elemei. Ezt termék rendszernek nevezziik, lehatarolasa
az elso f6 1épés. Ezutan kovetkezik a teljes anyag- és energiamérlegek felallitasa a kivalasztott folyamatokra,
majd az informacio dsszesitése és értékelése (3. abra). Az ISO 14040-es szabvanycsalad foglalkozik az élet-
ciklus-elemzés részleteivel.

Célok, ilamz LiLTAREL -zt
1. 2
CELMEGHATA. | FOLYAMATAERA
ROZAS ES FOKUSZ CesZERLITASA
3.
BDATOR (SSTE-
mut HATASEL EMZES
4. _ 6
RENDSTERHATA- OSITALYOZAS, Jarixhi
roe FELALLITAS [P ™|  weraxTERIZALLS LEHETOboor:
i
5. 7. B.
ADATCH ERTEKELES EENTE"S‘ FELESE-
FELDOLGOZASA
3. abra

Az életciklus-elemzés lépései

A folyamatabra, valamint az anyag- és energiamérlegek felallitasa utan néhany lépésben olyan lista ké-
szithet6, ami a termék minden értékelt folyamatanak Osszesitett be- és kimeneti anyagaramait tartalmazza. A
kilogrammban, joule-ban, kobméterben megjelend mennyiségek (az ISO 14001 szohasznalataval élve: kor-
nyezeti tényezok) csak akkor 6sszehasonlithatok egymassal, ha azokat atszamitjak kdrnyezeti problémakka (az
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ISO 14001 szoéhasznalataval élve: kornyezeti hatasokka). Osszesen tiz globélis kornyezeti probléma keriilt
meghatarozasra, az 1. tablazat szerinti mértékegységekkel. Az egyes vegyiiletek hozzajarulasat a kornyezeti
problémakhoz ekvivalencia aranyszamokkal hatarozhatok meg.

A kérnyezetvédelem globalis problémdai 1. tablazat
Kornyezeti probléma Mértékegység, viszonyitasi alap
Nem megujulé er6forrasok kimeriilése teljes készlet a vilagon
Energiaforrasok kimertiilése Ml/kg vagy MJ/m’
Globalis felmelegedés szén-dioxid egyenérték (1 kg CO, iiveghaz hatasa)
Fotokémiai oxidacio etilén egyenérték (1 kg etilén hatasa)
Savasodas kén-dioxid egyenérték (1 kg SO, hatasa)
Emberi toxikussag az a testsuly, ami képes karosodas nélkiil elviselni
1 kg anyagnak az expozicidjat
Okotoxikussag, viz az a vizmennyiség,
amelyet 1 kg anyag kritikus szintre szennyez
Okotoxikussag, talajbeli azon talajmennyiség, amelyet 1 kg anyag kritikus szintre szennyez
Téapanyagfeldasulas foszfat egyenérték (1 kg foszfat hatasa)
Ozonfogyas CFC-11 egyenérték (1 kg CFC-11 hatasa)

4.1. Az iiveg és PET csomagoléanyagok kornyezeti hatasainak dsszehasonlitasa

Kutatok az asvanyviz-csomagolasok koziil a visszavalthato liveg- és az eldobhaté PET-palackok életcik-
lusat vizsgaltak LCA-moddszerrel. A vizsgalat soran két italcsomagolast: 0,7 literes visszavalthato, zold liveget
és 1,5 literes, egyszer hasznalatos PET-palackot hasonlitottak dssze.

Az iiveg és a PET dsszehasonlitdsa 2. tablazat
Koérnyezeti hatas Uveg PET (egyutas)
40x  20x 1x égetés  lerakds  uUjrahasznositas
Energiafelhasznalas 362 441 1699 411 573 609
Fafelhasznalas 23 23 31 13 13 13
Hozzajarulas a globalis felmelegedéshez 853 879 1222 2124 1483 1735
Hozzéjarulas a savas esdkhoz 11 14 45 58 58 62
Elélényekre kéros légszennyezés 555 739 2375 3100 3100 3100
Teljes karos vizszennyezés 0,8 0,79 0,06 0,18 0,18 0,28
Szilard hulladék 58 72 6660 119 399 159
Teljes negativ hatas (TNI) 1863 2169 12032 5825 5626 5678
Aranyszam 1 1,16 6,46 3,13 3,02 3,05

A vizsgalat foglalkozik azzal a kérdéssel is, hogy az livegek tobbszori mosasa nem jobban kornyezetka-
rosito, mint az eldobhat6 palackot hasznalata. A technologia szerint a mosashoz lugot és e lig mennyiségének
tizedét kitevo egyéb tisztitdoszert hasznalnak, a szennyvizet pedig tisztitomiivon keresztiil engedik at az élovi-
zekbe.

A 2. tablazat a vizsgalat 0sszefoglaldo eredményeit mutatja be: lathatd, hogy a vizek szennyezése ugyan
az iivegnél jelentésebb, mint a PET esetében, ugyanakkor az dsszes tobbi kornyezeti hatas nagysagrendekkel
nagyobb mértékben hatarozza meg az életciklus teljes szennyezését. (A tablazat dimenzidmentes szamokat
tartalmaz, bar megfeleltethetéek az egyes mértékegységeknek; példaul az energia MJ-ban, a fa kg-ban, a szi-
lard hulladék kg-ban keriilt feltiintetésre.)

4.2. Az iiveg és PET csomagoloanyagok energiasziikségletének dsszehasonlitasa

Az életciklus elemzés targya az iivegpalackok kornyezetterhelésének kiszamitasa az energiafelhasznalas
teriiletén (szén-dioxid kibocsatas). Az elemzés idobeni hatara teljes életciklus elemzés, melynek soran nem
veszik figyelembe a toltbanyag gyartasat, valamint nem vizsgaljak az jrahasznositas lehetoségét sem. A fel-
hasznalt adatok 1 darab 0,6 kg tomegli palackra vonatkoznak. Leltdrelemzés készitésével meghatarozhat6 az
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iivegpalack-hasznalat energiasziikséglete (3. tablazat). A 0,6 kg tomegl, 1 liter térfogat livegpalack teljes

¢életciklusa alatti CO, kibocsatas értékét a 4. tablazat szemlélteti.

Az tivegpalackok haszndlatanak energiasziikséglete 3. tablazat

Anyag /folyamat Mennyiség Villamos energia  Olaj Gaz Koksz Osszesen
(kg) (MJ) M) M) MJ) (MJ)
NaCl 0,162 0,0438 0,1608 0,2046
Na,CO;, 0,144 0,4770 1,131 0,7092  2,3172
SiO, 0,372 0,0822 0,0372 0,1194
CaCO; 0,102 0,0258 0,324 0,3498
szallitas 0,258 0,258
palackgyartas 2,784 3,0 2,934 8,718
elosztas és toltés 0,01 0,503 0,513
artalmatlanitas 0,320 0,320
Teljes életciklus 0,780 3,4228 5,734 2,934 10,7092 12,80

Az tivegpalackok haszndlata soran felszabadulo szén-dioxid mennyisége

4. tablazat

Folyamat CO, kibocsatas (kg)
iiveggyartas 0,053
szallitas 0,01
palackgyartas 0,893
toltés és elosztas 0,038
artalmatlanitas 0,014
Teljes életciklus 1,016
A PET-palackok hasznalatanak energiasziikséglete 5. tablazat
Anyag/folyamat Mennyiség Villamos energia Olaj Osszesen
(kg) (MJ) M) (M)
dimetilbenzol-1, 4-dikarbonat 0,865 41,55 45,51 87,06
(tereftalsav) etan-1,2-diol 0,484 5,87 19,62 25,49
(etilén-glikol)eldkészités a PET-hez 3,77 5,98 9,75
az 0sszes PET-hez felhasznalt 1,000 51,19 71,11 122,30
el6készités a palackhoz 13,88 13,88
palackok eléallitasa 1,000 65,07 71,11 136,18
elosztas és toltés 1,0 0,2 5,4 5,6
artalmatlanitas 1,0 -3,8 -0,2
Teljes életciklus 1,0 65,2 72,8 141,6

Hasonlo elemzés készithetd a nem visszavalthatdo PET-palackok kdrnyezetterhelésének kiszamitasara az
energiafelhasznalas teriiletén. A felhasznalt adatok 1 kg palacktomegre vonatkoznak (20 darab 1 literes nem
visszavalthatdo PET-palack). Leltarelemzés készitésével meghatarozhaté a PET-palack hasznalatanak energia-
sziikséglete (5. tablazat). Az 1 kg, dsszesen 20 liter térfogata PET-palack teljes életciklusa alatti CO, kibocsa-
tas értékét a 6. tablazat szemlélteti.

A PET-palackok hasznalata soran felszabadulo szén-dioxid mennyisége 6. tablazat

Folyamat CO; kibocsatas (kg)
palackgyartas 10,06
toltés és elosztas 0,38
artalmatlanitas -0,28
Teljes életciklus 10,16

4.3. Az iiveg- és a PET-palack kornyezetterhelésének vizsgalata

Tényleges 0sszehasonlitasi alapot az jelent, ha azonos térfogatelemre (1 liter) vonatkoztatott adatokat
helyezik egyméas mellé. Az egyszer hasznalatos iiveg- és PET-palackok mellett a visszavalthat6 iivegpalackok
¢életciklusa soran felhasznalt energia mennyiségét, illetve az ennek eredményeképpen kibocsatott szén-dioxid
mennyiségét szemlélteti a 7. tablazat.
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Az tiveg és a PET-palackok kornyezetterhelésének osszehasonlitasa 7. tablazat

Tipus Energia | CO,-kibocsatas
(1 liter tolt6 térfogatra vonatkoztatva) (MJ) (kg)
PET-palack (nem visszavalthatd) 7,08 0,508
Uvegpalack (nem visszavélthato) 12,82 1,02
PET-palack (visszavalthato, tizszeri hasznalat esetén) | 1,856 0,119
Uvegpalack (visszavélthato, tizszeri hasznalat esetén) | 2,43 0,17

A fentiekbdl lathatd, hogy a nem visszavalthatd PET-palackok életciklusa joval kevesebb energiafel-
hasznalassal jar, mint a nem visszavalthato iivegpalackoké; ezaltal a kibocsatott szén-dioxid mennyisége is
joval kisebb. Az livegpalack tizszeri hasznalataval jard tobblet energia igény 11,48 MJ, a tobblet CO,-
kibocsatas pedig 0,68 kg. Feltételezve, hogy mindkét csomagoloeszkdz szallitasa, tisztitasa, toltése ugyanak-
kora energia igénnyel és szén-dioxid kibocsatassal jar, a PET-palack tizszeri hasznalat utan Iényegesen kedve-
z6bbnek tiinik a vizsgalt szempontok alapjan. (Es ekkor még nem lett figyelembe véve, hogy egy darab PET-
palack 1ényegesen konnyebb tomegii, mint egy ugyanolyan térfogatu liveg. Anyagsziikséglet, szallitott tomeg,
torékenység, stb. tovabbi szempontok lehetnek a kivalasztasban.)

5. OSSZEFOGLALAS

Az életciklus-elemzés olyan korszerii, a kdrnyezeti hatasokat 0sszegz6 vizsgalati modszer, amely al-
kalmas két vagy tobb termék Osszehasonlitasara. A ,,Bolcsotol a sirig” elv alapjan a teljes életciklus, mig a
,,B0lcs6tol a bolesoig” elv alapjan a hulladék ujrahasznositas kdrnyezeti hatasai is megjelennek.

Az életciklus-elemzés akkor tekinthetd objektiv értékelési modszernek, ha a ,,bolcsé” meghatarozasa
kell6 koriiltekintéssel torténik. A ,,sir” ugyanakkor lehet egy 11j termék ,,bdlcsdje” is.

Napjainkban a kornyezeti értékek, eréforrasok még nem kaptak valos értéket. Ezért fordulhat el6, mint a
fentiekben bemutatott példa is igazolja, hogy a véges fosszilis készletekbdl eléallitott PET palack hasznalata
kornyezeti (és gazdasagi) szempontbdl is kedvezobb az liveg felhasznalasanal.
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Az azometinek termikus viselkedése
The Thermal Behavior of the Azomethines
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ABSTRACT

The azomethines (oximes, semi-, thiosemicarbazones, Schiff-bases) were studied, generally, with vari-
ous spectroscopic, magnetic and X-ray methods. The thermal behavior of these compounds was the subject of
investigations only in few cases (decomposition, melting points, temperature range of the thermal stability).
This article is a part of the thermal analytical studies of the authors (TG, DTA, DTG) and mass spectra, upon
various types of free azomethines and their Ni, Pd and Cu derivatives: comparative measurements upon the
thermal stability, the kinetics and mechanism of the thermal decomposition, determination of the byproducts.

IRODALMI ATTEKINTES

Amint ismeretes, az azometinek olyan vegyliletek, melyek molekulajaban legalabb egy >C=N-csoport,
s tobbnyire egy vagy tobb mas funkcios csoport talalhatd. Ide sorolhatjuk az oximokat, hidrazonokat,
azinokat, szemi- és tioszemikarbazonokat, Schiff-bazisokat, s6t még a makrociklusos vegyiileteket és a
ftalocianineket is.

E vegyiiletek kémidja sokat fejlédott az elmilt évtizedek soran. Uj szintézis-médok kidolgozasa, vala-
mint kiilénb6zd technikai, ipari, analitikai kémiai alkalmazasok terén. E vegyiiletek tisztitasara a klasszikus
atkristalyositas, ritkan szublimacids, extrakcios, valamint kromatografias modszereket alkalmaznak.

Fizikai-kémiai jellemzésiikre foleg kiilonb6z6 spektroszkdpiai (lathato-, ultraibolya, elektronszinképek,
kozepes és tavoli infravords-, ijabban Raman spektroszkopiai és kiilonboz6 atmenetifémek NMR mérései)
modszereket alkalmaztak, egyes esetekben ESR (elektronspin-rezonancia) és Mossbauer-spektrumokkal (*'Fe,
9Sn) is vizsgaltak egyes szerkezeti problémakat, valamint a kémiai kotések jellegének és viszonylagos erds-
ségének megallapitasat.

E vegyiiletek termikus viselkedésének vizsgalatara ritkabb esetekben keriilt sor (bomlas, olvadaspont,
szublimacios ho, a héallandosag homérséklet-intervallumanak megallapitasa, foleg termogravimetrias és gra-
vimetrias mérések alapjan).

Erdekesség kedvéért megjegyezziik, hogy egyes porfirinek és ftalocianinok nehézfém szarmazékainak
termikus stabilitdsa, szerves vegyiiletekrol 1évén sz6, hihetetleniil magas. Pl. Zirkénium- és Hafnium-
szarmazékaik 500 — 600°C koriil szublimalnak és 650 — 700°C-on bomlanak, ami TG-mérésekkel jol igazol-
hato.

A szerves kémiaban elég nagyszami olyan szilard halmazallapotban végbemend folyamat van (dehidra-
tacio, kisebb molekulak lehasadasa sztdchiometriai aranyban, pl. dekarboxilalas, amin-veszteség), amik jol
tanulmanyozhatok klasszikus termoanalitikai modszerekkel.

A tomegveszteség nélkiil lejatszodo izomer atalakulasnak vizsgalatara a DTA-mérések a legalkalma-
sabbak, a szerves kémian kiviil a koordinacios kémiaban is (cisz-transz atalakulasok).

A termikus reakciok f6bb tipusai a kdvetkezok: oxidacio, redukeio, addicio, kondenzacid, szubsztitlicio,
izomerizacid és mas tipusu atrendezédések (1. abra).
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1. abra
A termikus reakciok fobb tipusai

Az eliminacios reakciok soran a kérdéses molekula darabokra hasad, és kiillonb6z6 bomlastermékek ta-
voznak el. Néhany esetben a bomlastermékek keletkezése sztochiometriai egyenlettel is leirhatd. Az eliminacios
reakciok fajtai kozott megemlitettiik az olyan bomlasi reakciokat, mint a dekarboxilezés, dehidrogénezés, a dia-
sav vegyliletek szétesése, a savanhidridek keletkezése. Ezek soran kisebb molekulak: H,O, CO, CO,, N, H, NH;
molekulak hasadnak le. E folyamatok TG-mérések titjan gyakran elég jol kovethetok.

Az irodalomban megjelent néhany szdmitasi médszer e bomlési folyamatok kinetikai tanulmanyozasa-
ra, a latszolagos kinetikai paraméterek (aktivalasi energia, reakcio rendiiség, stb.) meghatarozasara.

Az oldatban lejatszodod folyamatok kinetikajat olyan egyenletek irjak le, mely az egyes reakcio-
komponensek koncentracidja és a reakciosebesség kozotti 6sszefiiggést adja meg.

A szilard halmazallapotban lejatszodo folyamatok nagyon sokrétiick, és a kinetikai paramétereket na-
gyon sok tényezo befolyasolja. Itt nem is beszélhetiink koncentraciorol, hanem csak atalakulasi fokrol (o). Ezt
a TG-gorbék alapjan szamithatjuk ki.

Az atalakulasi fok (o) a kdvetkezo egyenlettel szamithato ki:

o =(Wor — W)/(Wo1 — W)

Ha ailland(') fiitési sebességgel dolgozunk a legegyszerﬁbb esetben pl kélcium oxalét monohidrét de—
adja a homerseklet fiiggvényében. Ez a fentl egyenletnek felel meg, mely megfelel a vizmentes CaCrO, tome-
gének. Wy, a bemért proba, W; és W; a kiilonboz6 hdmérsékleten bemért saluokat jelent. Ezen az egyenleten
alapszik jonéhany kinetikai szdmitasi modszer (Horrowitz-Metzsger, Coates és Redfern, Zsako eljarasa).

A bomlasi mechanizmus megallapitasa céljabol egyre tobb megjelent dolgozatban szerepelnek a
termoanalitikai mérések mellett a kiilonb6z6 tdmegspektrometriai adatok, melyek a bomlas soran keletkez6
toredékionokra, valamint a molekulatomegekre adnak felvilagositast, foleg az illékonyabb szerves- és komp-
lexvegyiiletek esetén.
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KISERLETI RESZ

Megvizsgaltunk néhany sorozat szabad oxim, Schiff-bazis, szemi- €s tioszemi-karbazon, valamint ezek
3d — 4d-atmenetifém-komplexvegyiileteinek termikus viselkedését klasszikus termoanalitikai modszerekkel
(DTA, DTG) (2—4. abra), valamint tomegspektrumok alapjan (5. abra). Megallapitottuk, hogy a szabad
ligandumok stabilitasa kisebb, mint a fémkomplexeké. E jelenség oka az, hogy szilard halmazallapotban, a
kristalyracsban O—H, N-H intermolekularis hidrogénhidak is eléfordulnak a szabad ligandumokban, ami
csokkenti a hoallandosagot. A fémkomplexek esetén e hidrogénhidak hidnyoznak.
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4. abra

Piridin-2-tioszemikarbazon hébontdsa

i gl Piind

g o]
= poL
| ! 1=
- e
L = = N e e T
-y —— T
3. abra

Metil-etil-dioxim hobontasa

5. dbra
Ciklododekanon-tioszemikarbazon tomegspektuma

A TG gorbék alapjan meghataroztuk egy sor vegytilet latszolagos kinetikai paramétereit: reakciorend

(n), aktivalasi energia (E), Arrhenius-faktor, a Zsako-féle ,,monogramm modszer*-rel

(1 — 4 tablazat). Osz-

szehasonlitasként e kinetikai paramétereket tobb mas ismert modszerrel is kiszamitjuk. Ezek a szamitasok
folyamatban vannak.

Oximok — Termogravimetriai adatok kinetikai analizise 1. tablazat.
Sor - Vegyiilet Csiics-hémérsékletek
Szam gy C/min atm

1 Ciklododekan-monoxim 10 Ar 98,11 e; 136,54 ¢; 223,55 ¢
2 Benzil-dioxim 10 lev. 233,75 ;240,13 E
3 Furfuril-dioxim 10 lev. 82,88 e; 158,57 €; 238,17 E
. 46,7 e; 1319 ¢; 182,63 E;
4 TrioxH; 10 Ar 223.09 E
. . . . 126,65 e; 198.8 e; 233,39 ¢;
5 Bis-diacetil-monoxim-azin 10 N, 24648 E
. . . . 139,57 e; 198,6 €; 236,09 ¢;
6 Bis-diacetil-monoxim-azin 10 Ar 24415 E
7 Cs(NOH),-fenil-hidrazon 10 Ar 1289 E; 217,88 E
8 Bis-diacetil-monoxim-en 10 Ar 16521 ¢

e = endoterm; E = exoterm
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Oximok — Termogravimetriai adatok kinetikai analizise 2. tablazat.
Sor- . Q - H
szém Vegyiilet (atm) J1 (K") n E Ig Z
1 | Ciklododekan-monoxim | Ar | 19427657 | 11034483 | 0.8051573 | 12,875 | —0.637
2 | Benzil-dioxim lev. | 71493581 | 63492063 | 12465922 | 38304 | 1,571
3 | Furfuril-dioxim lev. | 1216,7995 | 5,8394161 | 0,1268699 | 19.49 | —-1,565
4 | TrioxH, Ar | 7048792 | 5,7142857 | 0,7289345 | 38304 | 0,878
s | Bis-diacetil-monoxim- N 3503211 | 10,666667 | 03602623 | 6+-7 | 3+—4
azin 2| 521,03758 | 4,6715328 | 0,5538583 | 53,45 2,041
s | Bis-diacetil-monoxim- A | 17854125 | 10096154 | 07961306 | 13,084 | 0,966
azin 692,27053 | 5,0122249 | 00578682 | 37,9 0,117
7 | CeNOH),-fenil- Ar | 18664683 | 6504065 | —03285683 | 11.06 | —2.817
hidrazon
8 Ef‘d‘a"etﬂ'mono’“m' Ar | 17393142 | 9,0140845 | 0,5660589 14 1,497
ROVIDITESEK:

Triox.H; — ciklohexan-1,2,3-trion-trioxim
Cs(NOH), — ciklohexan-dioxim
en — etilén-diamin

lg Z — preexponencialis factor
SC — szemikarbazon
TSC — tioszemikarbazon

Aliciklusos szemi- és tioszemikarbazonok termoanalitikai vizsgadlata 3. tablazat
S({r- Vegyiilet - Q Csucs-homérsékletek
szam C /min atm
1 Ciklopentanon-SC 10 Ar 214,78 e; 272,68¢e
2 Cikloheptanon-SC 10 Ar 116,3 ¢; 166,74 ¢; 215,35 ¢, 236,53 ¢; 325 E
3 Cikloheptanon-TSC 10 Ar 120,91 e; 166 ¢; 217,84 ¢; 235,21 ¢; 329,11 E
4 Ciklooktanon-SC 10 N, 174,77 e; 215,95 e; 240 ¢; 323,33 E
5 Cikloduodekanon-SC 10 Ar 221,7 e; 302,67 e; 333,45 E
6 Ciklohexanon-TSC 10 N, 154,96 ¢; 193,33 E; 2629 E
7 Cikloheptanon-TSC 10 Ar 129,36 ¢; 175,62 ¢; 211,53 € 216,34 E; 310,58 ¢
8 Ciklooktanon-TSC 10 Ar 182,22 ¢; 196,61 E
9 Cikloduodekanon-TSC 10 Ar 18491 ¢;29733 ¢
10 | Benzil-aceton-TSC 10 Ar 99,92 ¢; 185,61 ¢; 230,1 E
Aliciklusos szemi- és tioszemikarbazonok termoanalitikai vizsgadlata 4. tablazat
SSZ‘;n Vegyiilet (a?m) jir® (El) n E Ig Z
1 Ciklopentanon-SC Ar 487,87797 | 5,08492 0,633 57,67 2,537
. 900,65202 | 5,52486 0,153
2 Cikloheptanon-SC Ar 53820607 | 4.03226 1,033 28,124 -0,643
3 Cikloheptanon-TSC Ar 456,00035 | 3,97361 0,895 55+60 0~+1
4 Ciklooktanon-SC N, 471,63461 4 0,991 50+ 55 0~+1
5 Cikloduodekanon-SC Ar 384,83415 | 2,98851 1,360 - -
6 Ciklohexanon-TSC N, 1610,8691 | 5,88235 0,703 13 -2,775
7 Cikloheptanon-TSC Ar 1428,5889 | 6,75325 0,309 1,194 —-1,933
8 Ciklooktanon-TSC Ar 760,17991 | 7,27273 1,292 36,388 2,067
9 Cikloduodekanon-TSC Ar 1549,0479 | 5,71428 0,736 13,705 1,633
10 Benzil-aceton-TSC Ar 1041,2084 | 6,93333 0,657 24,454 -0,577
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A szabad és fehérjében kotott triptofan-enantiomerek meghatarozasa
kiilonb6z6 hidrolizismédszerek alkalmazasaval

The Determination of the Free and Protein-bound Triptophan Enantiomers
by Using Different Hydrolysis Methods
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ABSTRACT

Diastereoisomers of L- and D-tryptophan were formed with a chiral reagent I-thio-f-D-glucose
tetraacetate (TATG) and o-phthaldialdehyde (OPA) and they were separated from the derivatives of the other
amino acids that occur in food proteins on an achiral column by high performance liquid chromatography.
Mercaptoethanesulfonic acid, which is an adequate agent for hydrolyzing proteins, made the derivatization
with OPA and TATG impossible, contrary the reaction completed in the presence of p-toluenesulfonic acid,
but the oxidative losses during hydrolysis is significant.

Keywords: D-tryptophan, diastereoisomer, separation, high performance column chromatography

1. BEVEZETES

Az élelmiszer- és takarmanyfehérjékben el6forduld aminosavak koziil talan a triptofan (Trp) mennyisé-
gének pontos meghatarozasa a legnehezebb. A tobbi aminosavval szemben, a triptofan fehérjelancbol valo
felszabaditasdhoz  nem  alkalmazhat6  az  elterjedten  hasznalt 110 °C-on 24  6raig
6 M sosav-oldattal végzett hidrolizis, mivel a triptofan szinte teljesen elbomlik ilyen koriilmények kdzott. A
triprofan oxidativ atalakulasanak megel6zése céljabol tiolcsoportot tartalmazd védéanyagokat lehet a sdsavas
elegyhez adni [5], [7]. Egy masik lehetdség, hogy so6sav helyett p-toluolszulfonsavat alkalmazunk (PTS), és az
indolcsoport védelme érdekében 3-(2-aminoetil)indolt (triptamint) adunk a savas oldathoz [6]. A hidrolizist
végre lehet hajtani merkapto-etan-szulfonsavval is (MES), ahol a hidrolizal6o agens egyben reduktiv csoportot
is tartalmaz [9]. A legjobb Trp-kitermelést a lagos kdzegli barium-hidroxidos vagy natrium-hidroxidos
hidrolizismodszereknél mérték [8], [1]. Amennyiben nem feladatunk meghatarozni a Trp-tartalmon beliil a D-
¢és az L-enantiomerek aranyat, utobbi modszereket célszerli alkalmazni a triptofan felszabaditasara a fehérje-
lancbol. A hidrolizis soran alkalmazott erésen lugos kozeg azonban az L/D-arany megvaltozasat okozhatja,
ugyanis élelmiszer- és takarmanyfehérjékben az aminosavak jelentds racemizacigjat figyelték meg ligos keze-
1és hatasara [4], ezért ha az enantiomerek meghatarozasa a cél, savas hidrolizismodszereket kell alkalmazni.

A triptofan fehérjelancbol torténd felszabaditasat kdvetden az enantiomerek elvalasztasat €s mennyiségiik
meghatarozasat kell megvalositani. Egy lehetséges megoldds, hogy az analizis el6tt az aminosav-
enantiomerekb8l OPA (o-ftalaldehid) és TATG (1-tio-pB-D-gliikkdz-tetraacetat) reagensekkel diasztereoizomer-
parokat képeztiink, melyek akiralis all6fazisi oszlopon is elvalaszthatoak, és fluorescens jeliik detektalhato. A
tobbi fehérjealkoté aminosav elvalasztasat mar megvaldsitottak a fenti modszerrel [3], [2].

A kutatas célja az volt, hogy egy folyadékkromatografias moddszert dolgozzunk ki a D- és az
L-Trp-tartalom meghatarozasara, valamint megvizsgaljuk, hogy melyik hidrolizismodszer alkalmazasa a leg-
célravezetobb a triptofan fehérjébol valo felszabaditasara, a racemizacid és az egyéb oxidacios veszteségek
szempontjabol. Tovabba célul tliztiik ki annak vizsgalatat, hogy milyen mérték(i az L-Trp racemizacioja, illet-
ve bomlasa kiilonb6z6 pH-ju oldatokban torténé melegités hatasara.
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2. ANYAG ES MODSZER

2.1. Szarmazékképzés és analizis

A kémiai analizist a Kaposvari Egyetem Allattudomanyi Karanak Kémiai-Biokémiai Tanszékén végez-
tikk el. A triptofan-enantiomerekbél OPA (o-ftalaldehid) és TATG (1-tio-f-D-gliikoz-tetraacetat) reagensekkel
diasztereoizomer-parokat képzeztiink [3], [2], majd forditott fazisi oszlopokon (Superspher 60 RP-8e, vagy
Purospher RP-18e alléfazis, 125mmx4mm i.d.) valasztottuk el ket egymastol. A mozg6 fazis foszfatpuffer
(39 mM, pH=7)—-metanol—acetonitril elegy volt, az optimalas utani végsd dsszetételt lasd a kdvetkezo fejezet-
ben. Az analiziseket MERCK-Hitachi gyartmanyt, LaChrom tipusi nagyhatékonysagt folyadékkroma-
tograffal végeztiik. A detektalas soran a diasztereoizomerek fluoreszcens jelét mértiik (Aey: 325nm, Aepy:
420nm).

2.2. A szulfonsavas hidrolizisek

A para-toluol-szulfonsavas (PTS) hidrolizisnél 5 cm® 3 M 0,2% 3-(2-amino-etil)indol (triptamin) tar-
talmu PTS oldatot adtunk a kb. 15 mg fehérjét tartalmazé mintahoz (juh hemoglobin). Ezt kdvetden az orvosi
ampulldba nitrogéngazt vezettiink két percig, leforrasztottuk, majd 11012 °C-on tartottuk 24 o6ran keresztiil.
Ezt kovetden 4 M-os NaOH-oldattal semlegesitettiik, majd 25 cm’-es mérélombikba téve desztillalt vizzel
higitottuk, ezt kdvetden még 6tszordsére higitottuk. A hidrolizist elvégeztiik triptamint nem, csak PTS-t tar-
talmaz6 oldatokkal is.

A merkapto-etan-szulfonsavas (MES) hidrolizist kovetden a MES-t el kell tavolitani, hogy ne zavarja a
szarmazékképzési reakciot. Ennek érdekében harom modszert probaltunk ki. El8szér 5 cm® 0,5 M-os CuSO,-
oldatot adtunk 5 cm® MES oldathoz (0,01 mmol D- és 0,01 mmol L-Trp, 4,5 mmol MES), majd a szuszpenzi-
ot centrifugaltuk (4000 g, 20 perc). A feliiluszo pH-jat 5 és 6 kozé allitottuk be 4 M NaOH-oldattal.

A masodik proba soran a MES-oldatot (3 cm’3 M MES:; 0,01 mmol D- és 0,01 mmol L-Trp) haromszo-
rosara higitottuk, majd 3 cm’ oxidald oldatot adtunk hozza, mely 30 w/v %-os H,0, és 85 w/v %-os hangya-
sav 1:9 aranyu (v/v) elegyébdl allt. Ezt kovetéen 50 °C-on 5 percig melegitettiik az oldatot, majd hiitést kove-
téen a visszamarado perhangyasav megkotése céljabol 0,52 g natrium-metabiszulfitot adtunk hozza.

A harmadik alkalommal a MES-oldat 1 cm’-ét (1 cm’ 3 M MES-oldat és 0,01 mmol D-, valamint 0,01
mmol L-Trp desztillalt vizzel 5 cm’-re kiegészitve) 25 cm’-es lombikba tettiik. A pH-t 2-re, 6-ra, illetve 9-re
allitottuk be 4 M NaOH-oldattal (egy kontrollmintat is készitettink pH-beallitas nélkiil), majd 20 cm® desztil-
1alt vizet és 1 cm’ 0,1138 g/cm’ (0,612 mmol) jodecetsav-oldatot adtunk hozza.

2.3. A triptofantartalmu oldatok hékezelése

Az 1 mg/crn3 L-Trp-t tartalmazé oldatok pH-jat (3; 5; 7; 9; 11) 6 M sosav oldattal, illetve 4 M NaOH-
oldattal allitottuk be. Az oldatokat orvosi ampullaba tettiik és a leforrasztas el6tt 2 percig nitrogéngazzal 6bli-
tettiik, majd 1001 °C-on 0; 5; 10; 20; 40; 60 percig, illetve 2; 4, 8; 12; 24; és 48 oraig melegitettiik.

3. EREDMENYEK ES ERTEKELES

3.1. A triptofan-enantiomerek elvalasztisa az élelmiszerfehérjében eléfordulé aminosavaktol

Annak ellenére, hogy az aminosavak analizisét megel6zi a hidrolizis, el6szor egy analitikai modszert
kellett kidolgozni a Trp-enantiomerek elvalasztasara, hiszen enélkiil a hidrolizismodszereket sem tudtuk volna
megvizsgalni. A Trp-enantiomerekbdl OPA-val és TATG-vel képeztiink szarmazékokat, és az igy 1étrejovo
diasztereoizomereket akiralis allofazist oszlopon, forditott fazisi folyadékkromatografids rendszerben valasz-
tottuk el egymastol. A modszerfejlesztésnél kétféle standardoldattal dolgoztunk az egyéb aminosav-
szarmazékok interferenciajanak kiszlirése érdekében. Az egyik oldat csak D- és L-Trp-t, a masik az élelmi-
szerfehérjékben eléfordulo tobbi aminosav L- €s D-enantiomerjét tartalmazta. Az elvalasztas optimalasa soran
valtoztattuk az allofazis mindségét, a mozgdfazis dsszetételét, ezen beliil a szerves fazis aranyat és minOségét
(metanol, acetonitril, vagy mindketto).
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1. tablizat
Gradiens-0sszetétel az L- és D-triptofan OPA-TATG szarmazékainak elvalasztasara az élelmiszerfehér-
jékben eléforduld tobbi aminosav szarmazékaitol
Oszlop: Purospher RP-18¢; 125 mm x 4 mm, aramlasi sebesség: 1 cm’min”

1d6 Metanol Foszfat puffer Acetonitril
(min) (v/Iv%) (39 mM, pH=7,0) (v/v%) (v/v%)
0 20 80 0
120 20 45 35
130 20 45 35
135 20 80
140 20 80

Az L- és D-triptofan OPA-TATG szarmazékainak elvalasztasat az élelmiszerfehérjékben eléforduld tobbi
aminosav szarmazékaitol az 1. abra, Trp-szarmazékok elvalasztasat kinagyitva pedig a 2. abra mutatja.

0o

300
250 4
200 4

150 L-Trp

Intensity [

a 10 20 k1) [} 20 &0 10 @ ag 100
Tire [min]
1. abra

Az L- és D-triptofan OPA-TATG szarmazékainak elvalasztasa az élelmiszerfeherjékben elofordulo
tobbi aminosav szarmazékaitol, a teljes kromatogram

Oszlop: Purospher RP-18e; 125 mm x 4 mm, Gradiens program: az 1. tablazatban leirtak alapjan, az aramlési sebesség: 1
3.1
cm’-min’ .

panli]
120

G0+
140 4 L-Trp
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2. abra
Az L- és D-triptofan OPA-TATG szarmazékainak elvdlasztasa az élelmiszerfeherjékben elofordulo
tobbi aminosav szarmazekaitol, a Trp-szarmazékok elvdlasztasat bemutato részlet.
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A diasztereoizomer-szarmazékok fluorescens jele kozott jelentds kiilonbség volt; az L-Trp szarmazéké
mintegy 2,4-szer nagyobb volt, mint a D-Trp-é. A kalibracios egyenes adatai a 2. tablazatban lathatéak. Az
alacsony koncentraciotartomanyban (14 ng L-Trp és 28 ng D-Trp/injektalas) a relativ szoras (RSD) 1,1 és
4,1% volt; a kozepes tartomanyban (140 ng L-Trp és 280 ng D-Trp/injektalas) ezek az értékek 3,7 és 1,9%
voltak; a magas koncentraciétartomanyban (276 ng L-Trp és 552 ng D-Trp/injektalas) 1,6 és 2,3%-nak adod-
tak (n=0).

2. tablazat

A kalibracios egyenes adatai a triptofan-enantiomerek OPA-TATG szarmazékainak fluorescens detekta-

lasa soran (ex.:325 nm, em.: 420 nm). A linearis tartomanyon beliil a kalibracios szintek szama 9 volt az
L- és 10 a D-triptofan esetében.

Aminosav  Linedris tarto-many  Korrelacios Meredekség Tengelymetszet Kimutatasi hatar
(nmol ml™") koefficiens (A) (B) (nmol ml™")
L-Trp 3-72 0,9998 12,6 -2,6 2,2
D-Trp 3-150 0,9996 5,3 -3,0 1,8

X = a kromatografias cstics magassaga (mV)/koncentracié (nmol-cm™)
Y = koncentracié (nmol-cm™)

3.2. A szulfonsavas hidrolizismédszerek vizsgalata

Merkapto-etan-szulfonsav jelenlétében nem alakultak ki az aminosavak OPA-TATG szarmazékai,
melynek valoszintisithetd oka az volt, hogy a TATG helyett a MES képzett szarmazékot az OPA-val és a Trp-
nal. A MES eltavolitasa, illetve szulthidril-csoportjanak atalakitasa céljabol tobb modszerrel probalkoztunk.
El6szor a MES-bol réz-merkaptid csapadékot képeztiink, majd a csapadékot centrifugalassal eltavolitottuk, és
a feliilluszo oldat aliquot részével végeztik el a szarmazékképzést, azonban a Trp-szarmazékok jelét a
merkaptidok eltavolitasa utdn sem észleltiik.

Ezt kovetéen a MES-t perhangyasavval diszulfonsavva oxidaltuk. Mivel a perhangyasav reagalhat a
triptofannal, és feleslege a szarmazékképzo reagensekkel is, az egész folyamatot ugyanolyan koriilmények
kozott megvalositottuk alaninnal (Ala) is, melynek oldallanca (R-csoportja) nem érzékeny az oxidativ atalaku-
lasokra. A perhangyasav feleslegét natrium-metabiszulfittal kotottiik meg. Ilyen koriilmények kozott sem je-
lent meg a Trp és az Ala diasztereoizomer szdrmazékainak a jele a kromatogramon, tehat sem a Trp, sem az
Ala OPA-TATG szarmazéka nem alakult ki detektalhaté mennyiségben a MES perhangyasavas oxidacioja és
a perhangyasav-felesleg megkotését kovetd szarmazékképzés soran. A Trp esetében valdszinlisithetd az
oxidativ atalakulas N-formil-kinureninné.

Legvégiil a MES-t jodecetsavval karboxi-metil-szarmazékka alakitottuk at, de a Trp-nak csak egy kis
re. Vizsgaltuk, hogy megfeleld volt-e az oldatok pH-ja a szarmazékképzéskor (pH=9,5), de nem tapasztaltunk
eltérést. Kiprobaltuk a MES-OH-oldat szarmazékképzés elotti semlegesitését, a pH 2-re, 6-ra, illetve 9-re alli-
tasat, de egyik esetben sem tapasztaltuk a diasztereoizomer-parok jelintenzitdsanak novekedését.

Para-toluol-szulfonsav jelenlétében a szarmazékképzés megfelel6 moédon végbement, azonban csupan
PTS jelenlétében a Trp visszanyerése nagyon alacsony. Juh hemoglobint 3 M PTS-oldatban hidrolizalva az
eredeti Trp-tartalomnak minddssze 44+2%-at kaptuk vissza. Amennyiben a Trp indolgy(irtijének megvédése
érdekében triptamint adunk az oldathoz [6], a szarmazékképzés — valosziniileg a triptamin aminocsoportja
miatt — nem megy végbe. Terveink kozott szerepel a 3-(3-indolil)propionsav kiprobalasa, mely a szarmazék-
képzés szempontjabol indifferens.

3.3.A hékezelés hatasa a Trp bomlasara és racemizacidjara kiilonb6zé pH-ju vizes oldatokban

A szabad L-Trp racemizacidja nem volt jelents az alacsonyabb pH-ju oldatokban (pH=3-7). A D-Trp
mennyisége 12 o6ras forralas utan kezdett el novekedni (3. abra), de a D-L atalakulas mértéke kisebb volt, mint
1%.
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Az L-Trp mennyisége egy napos hokezelést kdvetden 2—5%-kal csokkent. A racemizacidohoz képest a
tobbi atalakulasi/bomlasi folyamat nagyobb szerepet jatszott a Trp-tartalom csokkenésében.
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3. abra

A D-Trp-tartalom novekedése 100 °C-os hontartds hatdasdra 7-es és 11-es pH-ju vizes oldatokban

4. OSSZEFOGLALAS

A kutatas soran megvaldsitottuk a triptofdn-enantiomerek elvalasztasat az élelmiszer-fehérjékben eld-
fordul6 egyéb aminosavaktol. Az aminosav-enantiomerekb6l 1-tio-B-D-glukéz-tetraacetattal és o-
ftalaldehiddel diasztereoizomereket képeztiink, majd a tobbi aminosav zavard hatasanak kisz{irése érdekében
elvégeztiik a forditott fazist nagyhatékonysagu folyadékkromatografias elvalasztas optimalasat. A legnagyobb
kitermeléssel jaroé savas fehérjehidrolizis-modszerek koziil merkapto-etan-szulfonsav jelenlétében nem megy
végbe a szarmazékképzési reakcid, ezzel szemben a para-toluol-szulfonsavas hidrolizist kdvetden a szarma-
z€kképzés megvalosithato, de a Trp bomlasa szamottevd. Kiilonbozé pH-ju modelloldatokban az L-triptofan
vesztesége 2 €s 5% kozott valtozott 24 6ras forralas utdn. Az oxidativ bomlas mellett (pH=9 és 11) a parcialis

crer
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Elelmiszerek biolégiailag felvehetd
krém(lll) és krom(VI) tartalmanak modellezése

Modeling of Uptake of Biologically Available Cr(lll) and Cr(VI) in Foodstuffs
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ABSTRACT

Proportions of different chromium forms of the total chromium concentration in foodstuffs are vital.
While Cr(l1ll) is essential for human livings, Cr(VI) is toxic and carcinogenic. We model the uptake of
biologically available chromium concentrations with the proper choice of sample preparation steps. During
extraction, we simulate ion-concentrations, pH, enzymatic environment and reaction time. After an extraction
step, Cr(lll) and Cr(VI) partition is analysed with atom-absorption in treated samples.

1. BEVEZETES

Az elfogyasztott élelmiszerek 0sszkrom-tartalmanak megoszlasa Iétfontossagu. A krom(I1l) forma esz-
szencialis az emberi szervezet szamara, mig a krom(VI) forma rakkelto hatasu [3].

A kutatasi cél a Regionalis Tudaskézpont (RET) ipari partnerei altal eléallitott élelmiszerekben és azok
alapanyagaiban a kromtartalom meghatarozasa.

A vizsgalt élelmiszerekben a nagy mértékii szervesanyag és sotartalom miatt a krom kozvetlen mérése
nehezen kivitelezhetd, ezért minta-elokészités sziikséges. A célkitlizés olyan minta-elokészités kifejlesztése a
meglévd modszerek adaptalasaval, amivel egyuttal az élelmiszerekbdl a krom biologiai felvehetdségét is fi-
gyelembe vessziik. Tovabbi kovetelmények a gyors eljaras, a kis olddszerigény, és meglévo miiszerpark adta
lehet6ségek hasznalata.

Ezért az élelmiszerekbdl felvehetd krom mennyiséget modellezziik a minta-elokészités koriilményeinek
megvalasztasaval. Az extrakcid soran szimulaljuk a megfeleld ionerdsséget, kémhatast, enzimatikus kornyeze-
is dokumentaltak [1]: folyadék-folyadék extrakcio, szilard fazisu extrakcio, koprecipitacio, ioncserés elvalasz-
tas, elektrokémiai eljarasok, HPLC, ion-krormatografia, kapillaris elektroforézis. A peroxidos ionpdrképzés
[2] gyors minta-el6készitést tesz lehetové kdrnyezeti mintak esetében, ami varhatdan adaptalhatd élelmisze-
rekre. Ezért elsé megkozelitésben a speciaciot a krom(VI) tartalom kromium-peroxo komplexbe vitelét kove-
téen etil-acetattal torténd extrakcidval végeztiik. Az extrakcid utdn a miiszeres mérésre altalanosan elterjedtek
az atomabszorpcios modszerek (AAS) [4], amik koziil a grafit kemencés atomabszorpcios spektroszkopids
(GFAAS) eljaras az egyik legjobb az érzékenységgel rendelkezik, ezért ezzel vizsgaljuk a krom(III) és
krém(VI) megoszlast.

2. ESZKOZOK ES MODSZEREK

2.1. Késziilékek

A méréseket Varian SpectrAA 50B tipusu grafit-kemencés atomabszorpcios spektrofotométer késziilé-
ken végeztiik, ami keresztflitésii grafit-kemencével rendelkezik. A CPI International gyartmanyu krom vajtka-
tod lampat 7,0 mA-en hasznaltuk 0,5 nm-es résszélességgel, minden mérést 357,9 nm-en végeztiink. Az
ultratiszta vizet Millipore Milli-Q Academic ioncserés késziilékkel allitottuk eld. A pH-t Mettler-Toledo
MP120 gyartmanyt pH-mérdvel allitottuk be. A hiitési 1épést Liebherr hiitében végeztiik.
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2.2. Vegyszerek, anyagok

A minta-elékészités soran hasznalt pepszin, sé és s6sav oldatok analitikai tisztasaguak voltak (Spekt-
rum3D), ugyanigy az extrakcio soran hasznalt etil-acetat, tdmény kénsav (96%) és hidrogén-peroxid (36%).
Az extrakcid 1épését kovetden minden oldat elkészitéséhez ultratiszta vizet hasznaltunk. Az 1000 mg/l-es
krom(IIT) és krom(VI) standardok a Scharlau altal készitett oldatok voltak.

2.3. Minta-el6készités és mérés lépései

Minden élelmiszer mintabol 5 g-ot mértiink be, amihez 0,5 g pepszint, 2,925 g s6t és 50 cm® 0,01 M s6-
savat adagoltunk. Ezutan a mintat 6 6ran at rdzoégépen razattuk, lesziirtiik majd a GFAAS késziiléken az
0sszkrom-tartalmat meghataroztuk.

A krom(VI) méréshez az el6zé sziirletbél kivettiink 10 cm’-t és hozzaadtunk 2,8 cm?® etil-acetatot, majd
10 percig fagyasztoban hiitottiik, hogy a hoémérséklete 10 °C ala csdkkenjen. A hiitdbdl kivéve azonnal hozza-
adtunk 40 pl kénsav (96%):viz 1:1 elegyét a pH bedllitdsara. Ezutan 50 pl hidrogén-peroxidot (36%) adtunk
hozza és egy percen at intenziven raztuk. A fazisok szétvalasa utan a felsé szerves fazisbol 1 cm’-t vettiink ki
és GFAAS késziiléken meghataroztuk a krom-tartalmat.

A GFAAS késziilék fiitési programja a kovetkezo volt: szaritas: 85 °C (5 s), beparlas 95-120 °C (50 s),
hamvasztas 1000 °C (6 s), atomizalas-mérés 2600 °C (1,2 s), kiflités 2600 °C (4 s). Hattérkorrekciot nem
hasznaltunk, az injektalt mintamennyiség 10 pl volt és Peak High tizemmodban mértiik az abszorbanciat.

3. EREDMENYEK ES ERTEKELES

3.1. Mérési eredmények

A [2]-hez hasonldan a mérés soran a kdvetkezd paraméterek optimalis értékének a beallitasaval foglal-
koztunk: hidrogén-peroxid koncentracio, pH, hdmérséklet, reagensek aranya, razasi id6 €s intenzitas. A hidro-
gén-peroxid adagolasanal fontos, hogy megfeleld feleslegben legyen jelen, azonban a megfeleld koncentracid
elérése utan az eredmények nem javulnak tovabb. A pH értéke jelent6sen befolyasolta a mért koncentraciokat,
azonban tizedes pontossagu beallitasnal reprodukalhatéak maradtak az eredmények. A minta-elokészités soran
fontos volt, hogy a hidrogén-peroxid adagolasanal a minta hdmérséklete 10 °C fok alatt maradjon, ezért a hii-
tobol kivett mintakat gyorsan kellett kezelni. A nagy mennyiségii szervesanyag tartalom a grafit-kemencés
mérést megnehezitette, azonban a hamvasztasi idé novelésével a zavarast kompenzalni lehetett.

A mddszert tizféle élelmiszer mintan teszteltiik, ndvényi és allati eredetli készitményeken egyarant (két-
féle gomba, gomba alapanyag, halkonzerv étolaj, ipari szalonna, keksz liszt, kolbasz, marhahus, palmazsir,
réteslap étolaj). Az 6sszkrom tartalom 10 és 70 ppb kozotti értéket mutatott (1. abra), mig a krom(VI) tartalom
(2. abra) a 0,5-5 ppt kozotti tartomanyba esett.
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3.2. Médszer értékelése

A minta-elokészités soran a gyomorbeli emésztés szimulalasanak segitségével a kdrnyezeti mintakra ki-
dolgozott hidrogén-peroxidos krom(VI) kimutatasi eljarast sikeresen adaptaltuk az sszetett élelmiszer mintakra.

A kidolgozott eljaras eldnyei kozott sorolhatjuk fel, hogy a biologiailag hozzdférhetd elemtartalomrol
ad informaciot; kimutatasi hatara kivald, mivel a grafitkemencés atomizacié harom nagysagrenddel érzéke-
nyebb az elterjedt ldngatomizacidhoz képest; az eljarasnak kis és alacsony aru oldoszer igénye van; harom
nagysagrenddel kisebb mennyiségii krom(VI) is kimutathat6 a krom(III) mellett.

Azonban néhany tovabbfejlesztési lehetdség is felmertilt, mint a nagyobb dusitas, a folyamatos elemzés
(a hosszu reakcididé miatt nehezen kivitelezhet6), ill. a veszélyes oldoszerek kivaltasa (tomény kénsav €s hid-
rogén-peroxid). A prébamérések soran végzett eredményekrdl elmondhatjuk, hogy a bioldgiailag felvehetd
krom(I1I) ppb, a krom(VI) mennyisége ppt nagysagrendi, és ez utobbi a késziilék kimutatasi hatardhoz kozelit.

4. OSSZEFOGLALAS

Elelmiszer mintdkban vizsgaltuk a felveheté krom mennyiségét, kornyezeti mintékra alkalmazott
extrakcios eljaras adaptalasaval. Az élelmiszerekben a krom(III) és krom(VI) mérését a szervesanyag €s so tarta-
lom nehézzé teszi. A modszert tizféle élelmiszeren probaltuk ki. A bemutatott hidrogén-peroxidos eljaras érzé-
kenysége kivalo, a krom(IIl) mellett hdrom nagysagrenddel kisebb krém(VI) tartalmat is ki tudtunk mutatni.

Tervezett tovabbi kutatasi 1épéseink a kénsav és a hidrogén-peroxid kivaltasara fokuszalnak egy masik
elterjedt ionparképzési modszer adaptalasaval a folyadék-folyadék extrakcio megtartasdval (ammonium-
pirrolidinditiokarbamat (APDC), tetra-butil-ammonium-bromid (TEBA) [1]).
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Az EGERFOOD RET laboratériumabol Lakatos Edinanak a minta-el6készitésben és a mérésben ny;-
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Introducting Thougths to the Graph Theory of Associated Water Structure
and the Simplest Constitutive Clusters

Dr. MUZSNAY Csaba ny. egyetemi el6adétanar

Babes-Bolyai Tudomanyegyetem, Kémia Kar, Analitikai Kémia Tanszék, Kolozsvar/Cluj-Napoca,
Arany Janos u. 11/113; villamlevél: cmuzsnay@chem.ubbcluj.ro

ABSTRACT

Water clusters characterized by hydrogen bonds are very important. Elucidation of structures of the
hydrogen bond networks in water clusters by means of graphs are not exceeding 15 years, although the large
utilization of graph theory also in chemistry has a story of near 300 years. It was proposed both the system-
atical and graphical study of the clusters on the basis of the variable valences theory of water. In further
treatment there are presented some graphs and matrices of monomer and linear dimer water

1. BEVEZETO

A viznek alapvetd és meghatarozo jelentésége van a foldi €let vonatkozasaban. Létfontossaga, rendki-
viili elterjedtsége és kiterjedt felhasznalasa, mar a gorog elmélkeddk figyelmét is felkeltette. Rendkiviil nagy
szamu biologiai, vegyi és kdrnyezeti rendszerben jatszik szerepet s ezért a kutatasok kdzéppontjaba keriilt. A
szokatlan sajatsagoknak elbiivolo teriileteit villantja fel, gy tiszta allapotaiban, mint kiilonb6zé oldataiban
[1]. Valtozatos megjelenési formaira és szerkezetére vonatkozo kiterjedt kutatdsok dacara még nem sikertilt
egy olyan egységes, a molekularis szintli ismeretekre tdmaszkodé modellt kialakitani, amely 6sszhangban
lenne e vegylilet nagyszamu és sok esetben rendkiviili sajatsagaival. A kis méretii vizklaszterek tanulmanyo-
zasa nagyon biztato a folyadék viz és a jég szerkezetének, valamint ezek hidrogénkdtés rendszerének, alapo-
sabb megismerése szempontjabol.

1.1. Nagyon roviden a folyékony vizrol és épitékoveirol

A vizre vonatkozo6 eredeti és dsszefoglald munkak tomkelegébdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a viz a
tudomanyban rendkiviil sok meg nem valaszolt kérdést vetett fel [1, 2]. A vizzel kapcsolatos tudomanyok
terén az utdbbi években is jelentds eredményekrdl lehet beszamolni. Kovethetd, pl. a viz klasztereire (épit6-
koveire) vonatkozo szamitasok, mérések és sajatsag jellemzések, az Gjonnan felfedezett jégfazisok, vagy a
nagy mozgékonysagu viz ionjaival kapcsolatos tovabbi tisztazasok, valamint a talhiitott, illetve iiveges szerke-
zetll vizrol kialakitott 0j felfogas.

A vizre kidolgozott Gjabb modellek megjelenése mellett a régiek is valtoztatasokon mentek at. Elfoga-
dott még a keverék modell valamint a folytonos, kontinuum elképzelés uj tartalommal és az egymasba valo
esetleges atjarhatosaggal. A viz elképzelt, idealizalt, kisebb épitokdvei segitségével kialakitott uj felfogasok: a
kvantum klaszter egyensulyi elmélet (QCE), vagy kvantumkémiai épitokévek egyensulyi modellje, a fluktualo
ikozaéder halozati és az egyszeri ,.kettds szerkezet” (,,two structure”) modell [2]. A viz-ionszorzat hémérsék-
letvaltozasat figyelembevevo egyensulyi elképzelés legegyszertibb, in. M,-es modellje a nagyfoku altalanosi-
tasok és egyszertsitések ellenére érvényesnek tekinthetd és az Gjabb - esetleg grafelméleti — elképzelések sze-
rint bévithetd [3 és abban a szerzére vonatkoz6 hivatkozasok].
génkotések létrejotte, atalakulasa ezen asszociacids folyamatok lényegét képezik. Tekintettel a hidrogén-
kotések altal meghatarozott erételjesen asszocialt viz killonleges sajatsagaira a vizmolekulak polaros (dipol, kvad-
rupol) jellegére, a tiszta vizben a nagyon kismértékben fellelhet6 ion-ion és a nagyobb szereppel bird ion-dipol
kolcsonhatasok mellett a dipol-dipol kdlcsonhatasok rendkiviili eléfordulasaval kell szamolni, mely a vizben saja-
tos hidrogénkotés-rendszer kialakulasat eredményezi.
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Erdemes megjegyezni, hogy a viz szerkezetének kutatasa, kiilonleges sajatsigainak értelmezése sok
buktatot és atmeneti megtorpanast is eredményezett. A XIX-XX szazad forduldjan a vegyészek felfogasa alap-
jan a vizben az egymashoz kapcsolddoé vizmolekuldk, un. ,,0lok™ (diol, triol, tetrol, pentol, hexol) talalhatok,
melyek tulajdonképpen a klaszterek eléfutarai voltak A fizikusok részérdl ez az elképzelés heves ellenzést és
elmarasztalast valtott ki, olyannyira, hogy a viz klaszterei csak XX. szazad kdzepe utan nyerték vissza 1étjogo-
sultsagukat a kutatasban és a mindennapok gyakorlataban.

Jollehet a hidrogénkotések gyengébbek mint az atomosak, a vizmolekulaknak klaszterekké valo kapcso-
lodasa soran H-kotés haldzatok jonnek 1étre, amelyek a vizben viszonylag hosszu ideig 1étezd lokalis szerke-
zeteket képviselnek Az igy kialakuld szerkezetek vagy H-kotéshaldzatok szama és mérete meghatarozza a
klaszterek termodinamikai sajatsagait, viszonylagos energidit és eredoként a viz termodinamikai adatait.

1.2. A grafelmélet kialakulasarol és néhany alapfogalmarol

A grafelmélet kezdete 1735.-re tehetd, mikor is Euler svéjci matematikus megoldotta a Konigsbergi-
hidak problémajat. A mar kozismert torténet szerint Eulernek az uralkodd megbizasabol Konigsberg féfolyo-
janak, a Pregelnek két szigete és hét hidja érintésével sétautat kellett terveznie, mégpedig gy, hogy minden
hidat csak egyszer lehessen bejarni. A utvonal "grafja" csucsokat ¢s éleket tartalmazott. A csticsok az érinten-
do pontok, az élek a pontokat 6sszekotd vonalak. Euler, e grafot vizsgalva, bebizonyitotta a feladat megoldha-
tatlansagat.

Van, aki Kirchoff elektromos hal6zatokra vonatkoz6 1847-ben kdz6lt eredményeihez kapcsolja a graf-
elmélet kezdetét. Masok Cayleynek egy 1857.-ben megjelent cikkét tekintik az elsé grafelméleti tanulmany-
nak [12], mely egy szerves-kémiai alkalmazisra vonatkozik. Erdekes moédon olyanok is vannak, akik
Guthrienek (1850 koriil) De Morganhoz intézett kérdésétol szamitjak a grafelmélet kezdetét. A nevezetes kér-
dés a négyszin-sejtés korai megfogalmazasa volt (abban az idében féleg a térképek készitésében lehetett jelen-
tdsége). Mindenesetre talan elfogadhato allaspont az, hogy a grafelmélet valahol, valamikor megsziiletett, de
ebben az értelemben az 1735-0s kezdet eléggé indokoltnak tekinthetd.

A graf (G) halmazelméleti fogalom. és ezért a grafelmélet a matematika egyik agat képezi. Két véges
halmazbdl, csticsok és élek halmazabol, all. Leggyakoribb jeldlésiik G = (V, E): ahol V (vertex, csucs, csomo-
pont, toltés, atom, molekula, maga a viz molekula is V- illetve W-vel jelolhetd) és E (edge, €él, utszakasz, ero-
vonal, kotés, pl. atomos, ionos, vagy H-kotés). Az él csak cstics parhoz rendelhetd. Az adott csucs fokszamat a
becsatlakozo ¢élek szama adja meg. A grafban egyes csticsparok szomszédosak, masok viszont nem. Ez a
szomszédsagi viszony illetve grafszerkezet jellemz6 a grafra, amely ezt az informaciot hordozza [13]. A gra-
fokat némileg pontatlanul ugy is szoktak jellemezni, mint pontok és vonalak halmazat, emlé¢keztetve a grafel-
mélet geometriai, topoldgiai indittatasara. A graf szo gordg eredetil, jelentése irni. Sylvester, amerikai mate-
matikus (1878), hasznalta eldszor, mint a ,,chemicograph”— vegyi szerkezeti képlet — roviditett alakjat.

Euler, Kirchoff, Caylay altal bevezetett egyszerti dbrazolasmodoknak elsé példai voltak a kémiaban al-
kalmazott szerkezeti képletek is. Az egyre bonyolultabb molekula-szerkezetek felirasa, tanulmanyozasa mar a
XIX. szazadban elbsegitették a grafelmélet fejlodését. Ezekkel a modszerekkel legelészor Caylay (1874) a
telitett szénhidrogének szerkezeti izoméreit szamolta meg [14a]. Késobb igyekeztek bonyolult szamitdsokkal
az Osszes izoméreket figyelembe venni. A grafok vegyészeti alkalmazasanak mind kiterjedtebb kutatasa jelen-
leg is folyik [4-7]. Megfigyelhet6 és jellemz6 a grafelméletre, mint a matematika egyik aganak, és a kémia
kozotti kolesonds kapcesolatnak a kialakulésa illetve allando erdsodése. A grafelmélet a csticsok kozotti kap-
csolodasok szabalyait vizsgalja, a formak figyelmen kiviil hagyasaval. Példdul a négyszdgek, a geometria
osztalyozasa szerint, nagyon sokfélék lehetnek, &m mint graf minden négyszdg azonos, hiszen mindegyiknek
négy cstcsa van, s minden csucsbol a két szomszéd csucsba fut él.

Az utdbbi 70 évben egyre tobb tudomanyteriileten alkalmazzak a grafokat, példaul elektromos haldza-
tok és autopalya-rendszerek tervezésében, szamitastechnikaban, operaciokutatasban, vegyipari folyamatokban
[5] molekulaszerkezet €s gyogyszer-kutatasban, €. i. t. . A grafok felhasznalasa, eltekintve sokféle megkotés-
tol, nagyfoku altalanositast tesz lehet6vé és olyan altalanos topologiai modellek, illetve haldzatok (viccesen,
pok nélkiili halok) kialakitasahoz vezetnek, amelyekkel tetszéleges elemek €s viszonylatok abrazolhatok, mint
példaul a taplalkozasi lancok, gének regulacios haldzatai, a metabolikus utvonalak, a neuronok héalézatai.

A grafelmélet tovabbfejlesztésében nagy szamu kelet-k6zép eurdpai, kozottik magyar kutatd is részt
vett. Pl. Konig Dénes — 1936-ban megirta német nyelven az elsé grafelméleti konyvet; Polya Gyorgy 1937-
ben, ugyancsak németiil, altalanos megoldast ir le grafok megszamlalasara, ezzel a vegyi izomérek szamanak
megadasat elméleti alapokra helyezte [6]. Fontos Erdds Pal és Rényi Alfréd nevéhez fiiz6dé véletlen-graf
modell (1959), amelyet késobb a sejten beliili halozatok allapotainak modellezésére alkalmaztak (Kauffman,
1992). Eltekintve a teljességre vald torekvés igényétdl, jelentések még Gutman (szerb) [7], Balaban (roméan)
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[8], Trinajstic [9, 10] ¢és Radic (horvat), Lukovics [7] és Laszl6 [11 és a rea vonatkozd hivatkozasok] (ma-
gyar) kutatok eredményei.

A graf nemcsak rajz (kép) alakban, de tobbféle tablazatban matrixként is megadhato. A szakirodalom csak
néhany matrix felhasznalasat helyezi elotérbe [9]. Egy m cstcsbdl és n élbdl allé grathoz egy m sorbdl (minden
csticsnak egy-egy sor felel meg) és n oszlopbdl allo tablazat rendelhetd a kovetkezéd modon:

Az a;y a matrix i-edik soraban és k-adik oszlopaban helyet foglalé elemet jelenti.
aj ap ... A graf szomszédsagi csucsmatrixa ugy tolthetd ki, hogy ay=1, akkor és csakis akkor, ha
A1 2y ... Ay az 1 és k csticsokat egy ¢l koti 6ssze, masként ay=0. Ha a grafban iranyitott él (vagy élek)
talalhato(k), a graf iranyitott (directed- vagy di-graph). Az iranyitott szomszédsagi
csucsmatrixban ay=1, akkor és csakis akkor, ha az ¢l i-tdl iranyul a k csucs felé, mas
o esetben a;=0. Ezen grafokban a cstcsba befutd élek be-fokszamot, mig a csticsbdl kifutd
Aml. - Qmn élek ki-fokszamot hataroznak meg, egyébként a; = 0. Ha e két fokszam felsorolas szerinti
kiilonbsége nagyobb 1-nél, akkor a matrixban is ay>1.

Osszefoglalva a szomszédsagi matrix elézéekben leirt meghatarozasat [9 /41 old.]: ag=1 ha a v; és vy
csucsok szomszédosak, mas esetben a; = 0; egyébként a; = 0. A viz klasztereinek, illetve grafjainak jovobe-
ni vizsgalata f6leg a kovetkezd négyzetes matrixok felhasznalasara terjed ki: (1) SzCs - Szomszédsagi csucs-
MAtrix: (Viax X Vmax); — ahol vy, az adott grafban figyelembe veend6é maximalis csticsszam. (2) SzEl — Szom-
szédsagi élmatrix: (€nax X €max) — ahol €. az adott grafban figyelembe veendd élek maximalis szdma. (3)
TAaCs - Tavolsagi csucsmatrix: (Vipax X Vmax); (4) Ir - Irdnyitott graf- (digraf-) hoz rendelhetd csticsmatrix:
(Vmax X Vinax)-

1.3. Vizre vonatkozo grafelméleti vizsgalatok bemutatasa és jelen dolgozat alapgondolatai

A grafelmélet a multban nagy mértékben szerves kémiai beallitottsag volt, mivel a grafok eredményes
alkalmazasara kezdetben elsOsorban a szerves kémiaban keriilt sor, csak a legutobbi szazadfordulon kezd a
figyelem a szervetlen vegyliletek felé is iranyulni, hisz pl. a viz ¢és az asszocidlt vizmolekuldkhoz, a viz
klaszterek szerkezetéhez is rendelheték grafok. Erdekes modon hosszu ideig erre nem gondoltak.

Az Analitikai Kémia Tanszéken mar a 80-as, majd a 90-es évek elején 1-1 allamvizsga dolgozat szint-
kozasai, bizonyos hasonlésagot — de jelentds kiilonbségeket is - fedezve fel Cayley [14] altal tobb mint egy
évszazada a telitett szénhidrogénekre alkalmazott mddszereivel. 2005-t61 kezdédéen a rendszeres kutatas is
beindult [15]. A 90-es évekkel kezd6dden, napjainkig a szakirodalomban is megjelent j6 néhany kdzlemény,
amely a kiilonb6z0, kis és nagy szamu, vizmolekulat tartalmazé klaszterek sajatsagait vizsgalta kvantumkémi-
ai és grafelméleti modszerekkel, legtobbszor a kvantumkémiai kutatasok kiegészitéseként. A kutatasok zome a
vizklaszterek globalis minimumanak meghatarozasara irdnyult — molekulapalya modszert (MO) vagy gyakor-
lati potencial fliggvényt alkalmazva s erre az energia eltolddas (shift) modszerét, a genetikai algoritmusét, a
Monte Carlo modszeren alapulo eljarasokat és masokat dolgoztak ki. A szamos Monte-Carlo modszernél fel-
vetddik a kérdés, hogy a szimulalasok soran sikeriilt-e az dsszes lehetséges konfiguraciot kivalasztani. A sa-
jatmod (eigenmode) modszerrel nagy szamu helyi minimumot tudtak lokalizalni a stacionarius vizklaszterek
szerkezeteiben az energiafeliiletek tanulmanyozasaval. Mivel a klaszter méretével nagy mértékben ndé az
izomérek és a helyi minimumok szama, kidolgoztak grafelméletileg alatdmasztott generalasi technikat pl. a
hexamerek kalitkaszert klasztereire, az oktamerek kocka, illetve a dodekamerek dodekaéderes klasztereire.
Ezen esetekben még az is nyitott kérdés, hogy a legkisebb energiaval bird szerkezet valdban a vizsgalt
multimer globalis minimumat képviseli-e.

A vizklaszterek iranyitott grafok segitségével torténd bemutatasa megkonnyiti a grafelméleti energia-
elemzést, a stabilabb spéciesek kivalasztasat, 0sszeszamolasat, ugy a kicsiny (1<n<9) mint a nagyobb
(7<n<21) — semleges ¢és protonalt — klaszterek esetén és ndveli a kvantumkémiai szamitasok hatékonysagat.
Sajatos, mind kiterjedtebb, H-kotés-haldzat valosul meg a viz asszocidtumaiban , amelyben az egyes vizmole-
kula proton donorként vagy akceptorként, esetleg mindkét szerepben felléphet. Legallandobb szerkezetek 2
<n<7 esetén gylirtisek. A hexamer esetén a hasab (prizma) és kalitka valnak stabilabbakka.

A szakirodalom attekintésébdl megallapithato: 1) nem érvényesiil a hagyomanyos targyalasmod, csak
az iranyitott grafok hasznalata az elfogadott, mivel egyszer(siti a targyalasokat, 2) a rendszerezés, de bizonyos
mértékben a rendszeresség hianya is tapasztalhato a lehetséges vizklaszterek kivalasztasanal és vizsgalatanal,
3) a magas tudomanyos szinvonalra valo torekvés elvitathatatlan.

A tovabbiakban elvégzend6 grafelméleti és grafszerkesztési kutatasok alapelképzelése szerint a vizmo-
lekulakbol képzddott asszociatumokban, egyrészt valtozo latszolagos vegyértékkel (1-4) szerepel, masrészt a
viz molekuladban az O 2-4 mig a H atom 1-2 vegyértékkel (v.é-kel) szerepelhet. Ha a vizmolekula kimeriti
teljesen H-kotést kialakito lehetéségeit, akkor latszolag 4 v.é-kel szerepel Gigy amint a szénatom kiilonb6z6
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vegyiileteinek homolog soraiban, pl. a telitett szénhidrogénekben, egyértékii alifas alkoholokban, olefinekben,
¢é.1. t. . Ez a hasonlosag a ,,vizasszociatumok homolog sorainak™ az Osszeallitasat is lehetévé teszi. A jégben a
viz, O és H maximadlis vegyértékei valnak meghatarozova, a hidrogénkotés-rendszer teljessé valik.

Egyrészt a magéanos, monomer vizmolekuldk kvadrupol jellege, illetve egyszertisitett dipol szerkezete,
sajatsagait eredményezi. A vizet alkotd6 O-nak és H-nak a H-kotések kialakitasa soran valtozik (nd) a vegyér-
téke, az O-nak 2-4 ig mig a H-nak 1-2-ig. Az O atom 1, vagy két 0j kotést alakit ki, a vizmolekulaban szerep-
16 két H atom 1 vagy két H-kotést alakithat ki. A klaszterek lehetnek atomos (O és H) illetve molekulas (V)
csucstiak.

A folyékony vizben névekvd szamu vizmolekulat tartalmazé klaszterek rendkiviil sok fajtaja van jelen.
Megszamlalasuk és szerkezeti sajatsagaik tisztazdsa, valamint a folyékony viz globalis szerkezetében jatszott
szerepliknek meghatarozasa fontos és rendkiviil sokrétli feladat. A viz valtozo vegyértékelmélete segitségével
az itt vazolt feladatok egységes, de rendkiviil bonyolult targyaldsara adddik lehetoség.

A tovabbiakban — a soron kdvetkezd dolgozatokat is beleszamolva - egy altalanos grafelméleti elképze-
1és — tobbféle grathoz rendelhetd nagyon sokféle matrix — bemutatasara és értékelésére kertil sor a viz dsszes
lehetséges klasztereinek szambavétele, a viz Osszes izomérjeinek 0sszeszamlalasa céljabol. Jelen dolgozat a
viz molekulara és az egyik dimer izomérre vonatkozo grafot €s értékelését mutatja be.

2. A MONOMER ES DIMER ViZ GRAFJA

A bemutatasra keriil6 két graf a haromatomos vizmolekulara (I. abra) és a hatatomos linearis dimer
izomérre (II. abra) vonatkozik. A vizmolekula grafja, a kdzismert molekulaszerkezetet alapul véve 3
csucsbol (V ~cs) és 2 ¢élbol (E ~ ¢é) all - jelolése: (3, 2), mig a kivalasztott dimeré (6,5).
I.(3,2) I1.(6,5)

H
Hed - 1 §iH
o c:”v g
' - 2 0&«5
\ 0 "y " 5

A vizmolekula esetén, az 1. 2. fejezetben felsorolt matrixok koziil 2 keriil bemutatasra. A matrixokat, a
beldle levezethetd karakterisztikus polinom [13] és a hozzajuk tartozo sajatértékek [15] kovetik.

(3, 2)SzEl (3, 2)SzCs
L { 0 1} 0 1 0
1 0 xz_l- 13-1 a=|1 0 1 x3_2x-09’\/59_’\/§
0 1 0

A tovéabbiakban lathato a linearis dimer grafjara (2. dbra) felirt Szomszédsagi Elmétrix, ezt koveti a ka-
rakterisztikus polinom, majd a sajatértékek. Tekintve, hogy a sajatértékek megadasi formaja ez esetben bonyo-
lult, a fliggvényabrazolas révén konnyen leolvashato az 6t sajatérték (gyok).

(6, 5)DiSzEl
0 1 0 0 0
10100
a=0 1 0 1 1
001 0 1
00 1 1 0] ¥ =500 =220 +4x+2. L 167,-1.00,~-0.55, 100, ~ 2.20

3. KOVETKEZTETESEK, KUTATASI CELOK

A matrix felirasok és szamitasok bonyolddnak a cstlics-, illetve az él-szam novekedésével. Ez esetben
csak 2, 3, és 6tod rendli matrixok szerepeltek. A sajatértékek valos szamok és a graf spekrumat képezik. A
karakterisztikus polinomok ugyanazon graf esetén is kiilonbozoek lehetnek Megvizsgalandok a monomer viz
bonyolultabb, esetleg nem atomszerkezeten alapuld grafjai. A viz dimerjeinek mind az 5 izomérére felirandok
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az ajanlott matrixok, s6t ndvelendo a felhasznalandé matrixtipusok szama. Kutatandé a karakterisztikus poli-
nom ¢€s sajatértékeinek alapvetd értelmezése.

4. KOSZONETNYILVANITAS

Halas koszonet Kasa Zoltan Professzor Urnak a tanacsokért és timogatasért.

5. HIVATKOZASOK

M. Chaplin, ,,Water Structure and Behavior”; http://www.lsbu.ac.uk/water/molecule.html;

(http://www Isbu.ac.uk/water/chaplin.html) - rendszeresen és gyakran felujitott fejezetekkel.

L.Ralf, ,,Water: From Clusters to the Bulk”, Angew. Chem. Int. Ed. 2001, 40, 1808-1827.

Muzsnay Csaba, ,,A viz és néhany viztartalmu biner elegy hidrogénkdtés-rendszerének valtozasa a hdmérséklettel
illetve Osszetétellel”; VII. Vegyészkonferencia — Plenaris el6adas, Félixfiirdd, 2001. november 16-18; 16-19 old.
Read R.C., ,,Chemical Application of Graph Theory ” Edit. Balaban, A.T., Academic Press, London, 1976.
Veress Gabor, ,,A grafelmélet és vegyipari alkalmazasa”, Magyar Kémikusok Lapja, 1970, 25 (4) 218-223.

Poélya Gyorgy, ,,Kombinatorische Anzahlbestimmungen flir Gruppen, Graphen, und chemische Verbindungen”; Acta
Math.1937, 68, 145-254.

Gutman Ivan, és Lukovits Istvan, ,,A grafelmélet kémiai alkalmazasair6l”, Magyar Kémikusok Lapja,1995,50 (12)
513-518.

Balaban, A. T. (Editor), ,, Chemical Applications of Graph Theory”’; Academic Press, London, New York, 1976.
Trinajstic, N., ,,Chemical Graph Theory ”’,CRC Press, Boca Raton, 2nd edn, 1992.

Trinajstic, N., Zivkovic, T., Kémiai Kozl. 1975, 44, 460.

Laszl6 Istvan, ,,Topological Aspects Beyond the Hiickel Theory”, Internet Electr. J. Mol. Des. 2004, 3(4) 1-8.
Cayley, A., Philos. Mag., 1857, 13, 172.

Cseke Vilmos, ,,A grafelmélet és gyakorlati alkalmazasai”, Tudomanyos Kényvkiadd, Bukarest, 1962.

a) Cayley, A., Philos. Mag., 1874, 47, 444; b) Cayley, A., Ber. Dtsch. Chem. Ges., 1875, 8, 1056; ¢) Cayley,

A., Philos. Mag., 1877, Ser. 5, 3, 34; d) Cayley, A., Q. J. Math., 1889, 23, 376.

a) Muzsnay Cs., ,,Bevezet6 gondolatok az asszocialt viz szerkezetének grafelméletéhez”, EME Konferencia 2005.
nov. 19. Kolozsvar, 41; b) Muzsnay Cs., ,,A folyékony viz szerkezetének grafelméleti vonatkozasai I. Kicsiny
vizmolekula asszociatumok (n<6) vizsgalata”, XII. Nemzetkozi Vegyészkonferencia, Csikszereda, 2006. Oktober
3-8; ¢) Muzsnay Cs., ,,A viz és a kis vizklaszterek (6>n>1) kiilonb6z6 grafjair6]”’EME Tudomanyosiilésszak, Ko-
lozsvar, 2006 nov. 25.

Miiszaki Szemle e 39—40 47



Rokon szerkezetii molekulak hatasa
az enantiomer felismerésre a reszolvalas folyamataiban Ill.

The Effect of Structurally Related Molecules
on the Enantiomer Recognition During the Resolution Ill.
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ABSTRACT

Potential resolving agents of a given racemate can be structurally similar, optically active relativesof
the parent racemic compound, especially when one of them is also structually similar to the racemic
compound.. When the resolution is carried out with the mixture of two compounds having a similar structure-
even though one of them is achiral- better optical purity can be obtained than with the use of a unique
resolving agent with the same molar ratio. Structurally similar molecules increase the enantiomer recognition
ability of the favourable reagent with their presence. One of the methods for preparation of an optically pure
enantiomer is the recrystallization of the diastereoisomeric salt several times however, an economic process
can only be based on the selective separation of the enantiomer mixtures.

A kiralis vegytiletek eldallitasanak az egyik legjobban vizsgalt és napjainkban még legfontosabb maod-
szere a szintézisek soran keletkezett vegyiileteket képezd enantiomerek elvalasztisa, a reszolvalas [1]. A
racém vegyiiletek reszolvalasara kiilonb6zo eljarasokat irtak le [2-3].

NHCOCH; NHCOCH,CH;
COOH COOH COOH
COOH COOH
NHCHO NHCOCH; NHCOCH,CH;
5
COOCH;, CONH,
0. COOH
©)\NH2 ©) ©) ©ANH2 ©/ ~_—
6 8 9 10
1. abra

Racém és az akirdlis vegyiiletek valamint a reszolvalodgensek

Az 1-10 vegyiiletek koziil (1. abra) a savak és bazisok egymashoz viszonyitva rokon molekulaszerkezeti
részeket tartalmaznak [4-7], egyfeldl a glicin fenil- ill. benzil- szarmazékai, masfeldl tobben a benzilamin szar-
mazékai. A két akiralis vegyiilet kozil esetenként a benzilamin a bazikus karakterli reszolvaldagensek, a
fenoxi-ecetsav a racém vegyiiletek egy részét, a felét helyettesiti. Ily moédon minden esetben vizes oldatban
melegitve semleges sokat képeztiink. Lehfitve, a kristalyos diasztereomer sot sziiréssel elkiilonitettiik a jobban
01dodo parjatol (2. abra). A diasztereomer sokbol vizes oldatban sosavval szabaditottuk fel az enantiomer ke-
verékeket, melyek koziil a kristalyos diasztereomer sokbol kapottak eredményeit az 1.tablazatban foglaltuk
Ossze.
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Ry

COOH
(CHy),
NHR, NH; viz ‘ R*S + RR ‘
1. melegités
2. hités szlirés
Ry: CHO, COCHj, COCH,CHj3 R4: H, COOCH3, CONH,,
racém vegytiiletek és az akiralis reszolvaléagens, akiralis bazis Kristaly Anyalig
fenoxi-ecetsav
(S.R) enantiomer keverék

1.felszabaditasa
2. tisztitasa

(R*) keverék is lehet

2. 4bra
A reszolvalas folyamatai

Mindharom reszolvaléagenssel reszolvalni lehet a racém fenil alanin és a racém fenilglicin valamelyik
szarmazékat. A fenil-etilaminnal (6) a formil-fenilalanin (1) enantiomerjeit csaknem tisztan (ee>95%) lehet
eldallitani, mig a sokkal poléarisabb fenil-glicin metilészterrel (7) és a fenilglicinamiddal (8) 75-100% os ee —
szel lehet a formil- és az acetilszarmazékokat ((1), (2) és (4)) reszolvalni. A propionil szarmazékokat 33-68%
kozott ee-szel valaszthatjuk el.

Figyelemremélto a ,,Holland reszolvalas” érvényestilése a 6 és 7 keverék esetében az 1 racémnél 75,4

helyett a 76,0%-os ee, ill. a 4 racémnél a 0,546 helyett a 0,600 reszolvalhatosag.

A kristalyos szilard fazisbol kapott enantiomer keverékek eredményei 1. tablazat.

R] RZ
n: 1 | n: 0
1 CHO 2 COCH; 3 CO CH,CH3; 4 COCH; 5 COCH,CH3

CH; konf. | ee F konf. | ee F konf. | ee F konf. | ee F konf. | ee F
6 R 95,1 1 0419 | R 5,0 0,051 | - - - R 9,8 0,082 | -
CH,/H
1:1 R 74,7 | 0,255 | - - - R 26,2 | 0,119
6/9

—
CHg/O/ - - - S - - -
1:1 87,5 | 0,536
6/10
COOCH; R 754 | 0,407 | S 55,6 | 0,778 | S 33,5 0,287 | S 81,0 | 0,469 | S 68,5 | 0,239
7
COOCH;y/H R 74,5 | 0,373 | S 95,0 | 0,190 | - - - S 85,1 | 0,546 | - - -
1:1
7/9
CONH, - - - S 100 | 0,760 | R 33,8 | 0,068 | - - - R 62,5 | 0,113
8
CONHyH - - - S 100 | 0,810 | - - - - - - - - -
1:1
8/9
CH3/COOCH; R 76,0 | 0,304 | S 2,5 0,034 | - - - S 75,0 | 0,600 | - - -
1:1
6/7
COOCH;/CONH, | - - - S 100 | 0,790 | - - - - - - - - -
1:1
7/8

A 4 racém vegyiilet 6 reagenssel végzett reszolvalasakor a 9 akiralis vegyiilet alkalmazasa az ee értékét
9,8-r01 26,2-re novelte. A 2 esetében a reszolvalas eredménye (F= ee X T) igen jelentésen (55,6—95,0), a 4
racém vegyiilet esetében elénydsen valtozik (0,469—0,546).

Ha a racém vegyiilet 2 mellé a 10 akiralis savat mérjiik be és ezt a keveréket a 6 feniletilaminnal
reszolvaljuk akkor igen szembetiind mind az ee (5,0—87,5%), mind a reszolvalas eredményének
(0,051—0,538) a jelentds megnovekedése. Miutan az 1-5 racém vegyiiletek soraban a tobbi reszolvaloagenssel
szemben, csak az 1 reszolvalasa oldhaté meg j6 ee és reszolvalhatdsagi értékkel a 6 reszolvaloagenssel. Felté-
telezziik, hogy noha, mint mindegyik reszolvalas esetében a racém vegyiilet R enantiomerje képezi a vizsgalt
reszolvaloagensekkel a stabilabb diasztereomer sot, de a 6 reszolvalddgenssel az 1-racém R enantiomerje
gyorsan kristalyosodik €s legfeljebb egy orai allas utan elkiilonitettiik a kivalt diasztereomer sét, igy nem volt
id6 a lényegesen kedvezdtlenebb termodinamikai egyensuly beallasara, amire utal a 2 és 4 racém vegyiiletek 6
reagenssel végzett reszolvalasok egybecsengd kedvezdtlen eredménye is.
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Vegyiileteiknél altalanosan alkalmazhaté méddszernek a bazissal semlegesitett enantiomer keverékek vi-

zes oldatanak a frakcionalt s6savas kicsapasa bizonyult (4. abra).

oy

100>ee>0

COONa

(CH—_

NHR,

COOH COONa

(CHy)y (CHy),
0,5 ekv. <NHR2 <NHR2
HCl *
viz

Szil. krist. Oldat
ee ee,
3. abra

Az enantiomer keverékek frakcionalt elvalasztisa

Enantiomer keverékek semleges oldatanak frakcionalt kicsapadsa 3. tablazat
Enantiomer kev. | eeg% | ee% I|ee% II Racematokat képeznek
frakcio frakcio

Fo-FA 49,6 19,3 75,0 Az eutektikumon nem lehet atjutni

1 73,4 70,8 68,0

Ac-FA 45,0 6,0 59,6 Konglomeratum

2 78,2 6,7 100

Pr-FA 20,0 2.8 23,6 A Kkisérleti v. kinetikus eutektikum eey20% és 36%

3 24,7 44 4 4.4 kozelében van, de ezt a kristalyosodas kinetikaja idézi
348 36,5 225 61.6.’A’ feleslegben .léV('S .enqntiome.r kristély katalizélja a
59.6 92,0 123 kivalast. A termodinamikai eutektikum feljebb van.
88,8 100 84,3

Ac-FG 63,6 52,6 86,2 Az eutektikumon nem lehet igy atjutni

4 89,1 76,8 86,6

Pr-FG 10,0 5,1 16,7 A Kkisérleti v. kinetikus eutektikum eey 11% és 25%

5 12,6 26,9 3,8 kozelében van, és a termodinamikai eutektikum itt is
15.0 37.8 -5.1 Iényegesen lejjebb van.
25,0 26,9 0,8
35,0 59,0 0,8
50,0 82,7 0,8
75,0 89,1 16,0
90,0 91,0 75,0

Ha az enantiomer keverékek semleges vizes oldatainak a kicsapasat (s6savval) két részletben végezziik,
akkor mindegyik vegyiilet enantiomer keverékei racematként viselkednek. Az 1 enantiomer keverékek eutek-
tikuma 68-75%-0s eeo-nal alakul ki, de ilyen modszerrel ezt nem tudjuk meghaladni. A 2 enantiomer keveré-
kek esetében az eutektikumot nem mértiik ki de az 45,0% ee alatt lehet. A 4 vegyiilet enantiomer keverékei
76-89%-0s eey-nal képeznek eutektikumot és ezzel a modszerrel ezt sem tudjuk meghaladni.

A 3 és 5 vegyiiletek enantiomer keverékei a kicsapas soran, a kivalt enantiomer felesleg katalitikus hata-
sara ,.kinetikus eutektikumok™ jelentkeznek, a 3 enantiomer keverékek (4-5. abrak) esetében 20 és 36%-o0s
ee0-nal, az 5 enantiomer keverékek (6-7. abrak) esetében 11 és 25%-os ee, értékeknél. A két
enantiomerkeverék sorozat esetében a termodinamikailag kimérheté eutektikum a 3 enantiomerkeverékek
esetében ee;~60%-nal és az 5 enantiomerkeverékek esetében eey~6%-nal van.
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elvdlasztasa

Altalanosan megallapithat6, hogy az altalunk vizsgalt enantiomer elvalasztasi folyamatok nem jellemezhetok line-

aris Osszefliggésekkel [8], [9].
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A konjugalt linolsav antioxidans hatasanak vizsgalata
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ABSTRACT

Corn milled like flour was crumbled with 5% butter containing high level of conjugated linoleic
acid(CLA), then it was kept on free air on an aluminum tray in a thick layer of 1 cm and its acid number, per-
oxide number and fatty acid composition was measured every week. We established that during a 24 week
long period there was very little change in the composition of fatty acids, but after this, in parallel with the
increasing of acid number and peroxide number, the amount of unsaturated fatty acids decreased, while the
saturated ones did not change considerably. With our investigations we wished to point out the antioxidant
effect of the conjugated linoleic acid.

Keywords: conjugated linoleic acid, CLA, antioxidant effect, ghee, gaschromatography

1. BEVEZETES

A konjugalt linolsav megnevezés azon linolsav-izomerek (szerkezeti és geometriai izomerek) gytijtone-
ve, amelyek a linolsavval szemben nem izolalt, hanem konjugalt helyzetben tartalmaznak két kettds kotést. A
kettés kotések tobbnyire a 9, 11, vagy a 10, 12 helyzetben talalhatok [1], de egyéb pozicidkban (8, 11; vagy

srer

AN TV TNAN

LS (c9¢12-C18:2)

COOH

AVAVAVA VERRVAVAVAVS

KLS (c9t11-C18:2)

1. abra
A linolsav és a konjugalt linolsav képlete
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A KLS a természetben foként a tobbszordsen telitetlen zsirsavak bioldgiai hidrogénezése soran termel6-
dik. Ez a bakterialis enzimtevékenység foként a kérddzé allatok benddjében zajlik [3], és feltételezik, hogy a
patkanyok bélcsatornajaban talalhatdé mikrobak is képesek a szabad linolsavat c9t11 konjugalt linolsavva ala-
kitani. A leggyakrabban el6forduld természetes CLA-izomer a C9t11-C18:2 [4], amely a c9t12 linolsav biolo-
giai hidrogénezésének elsé 1épésében keletkezik. A Butyrivibrio fibrisolvens baktérium mikrobialis izomeraz
enzimének hatdsara a linolsavbodl (c9c12-C18:2) eldszor konjugalt linolsav (c9c11-C18:2) képzddik, majd a c9
kettds kotés két hidrogénatom felvételével telitddik €s igy egy egyszeresen telitetlen zsirsav (t11-C18:1) jon
1étre. Ez tovabbi hidrogénezéssel sztearinsavva (C18:0) alakulhat at [5].

Ujabb vizsgalatok eredményei alapjan feltételezni lehet, hogy a CLA a transz-C18:1 zsirsavakbol is ki-
alakulhat a tehenek tejmirigyében [6], vagy a patkdnyok majaban [7], a A9-deszaturaz-reakcioval [8].

A konjugalt linolsavak kémiai reakcidkban — enzimek kozremiikddése nélkiil is — kialakulhatnak a
linolsavban gazdag olajok lugos izomerizacioja, vagy a ricinusolaj viztelenitése kozben [9]. A linolsav in vivo
szabadgyokos autooxidacidja soran is keletkezhet CLA, nagy kéntartalmu fehérjék jelenlétében. Egy olyan
szintézismodszert is kifejlesztettek, amellyel metil-c9t11-CLA-t lehet eléallitani ricinusolajbol nyert ricinus-
sav-metil-észterbol [10].

A vaj egy kiilonleges ¢élelmiszer, hisz benne konjugalt linolsavon kiviil nagy mennyiségben talalhatok
rovid szénlancu zsirsavak is. Kiilonosen magas a felfozott vaj (ghee) KLS-tartalma, mely a f6zés soran kozolt
energia hatasara alakul ki. Eloszeretettel alkalmazzak ezt a technologiat a fejlodo vilag orszagaiban, elsdsor-
ban Indidban, ahol a vaj szamit a legfontosabb allati eredetli zsirforrasnak. Kisérletekkel igazoltak [11], hogy
az indiai ghee KLS-szintjét nagyban befolyasolja annak eléallitdsi modja. A KLS mennyisége akar 6tszordsére
is novelhetd az eldallitas soran. Sikeriilt 0,5-0,6 g/100g zsir KLS-t tartalmaz6 tehéntej nyersanyagbol 2,5-2,8
g/100g zsir KLS-tartalmu ghee-t eldallitani. A KLS-tartalom novekedéséért részben az alvadékképzés soran
fellépé mikrobialis fermentacio tehetd felelossé, de a KLS-tartalmat befolyasolta a szlirési hémérséklet is,
A ghee gyartasa folyaman alkalmazott hokdzléssel jard folyamatok, fehérje jelenlétében, minden kétséget
kizaroan feleldssé tehetdek a KLS-szint novekedéséért.

A konjugalt linolsavak (KLS) antioxidans hatasarol tobb kézlemény jelent meg [12-15]. Egyesek szerint
a konjugalt linolsav a sejtmembranba beépiilve megvédi azt az agressziv szabadgyokok tdmadasatol, melynek
kovetkeztében megakadalyozza a sejtek koros elburjanzasat. A KLS elsdsorban az allati eredetli élelmiszerek-
ben, ezen beliil is a kér6dzok husaban, tejében és a tejbdl késziilt tejtermékekben fordul eld nagyobb koncent-
racidban. A konjugalt linolsav eredete lehet a benddben zajloé mikrobialis tevékenység, melynek soran jelentds
mennyiségli KLS keletkezhet, de a konjugalt linolsav kialakulhat linolsavbol is a napfény ultraibolya sugarai-
nak hatésara, és kiilonosen monogasztrikus allatoknal a takarmany KLS-tartalma is jelentds hatassal lehet az
allati test konjugaltlinolsav-0sszetételére.

Fentiek miatt hataroztuk el, hogy vizsgaljuk a ghee technologia soran kapott magasabb KLS-tartalmu
vaj antioxidans hatasat a kukoricadara esetében. Azért a kukoricadarat valasztottuk vizsgalatunk targyaul, mert
annak avasodasa —a nagy koncentracioban jelenlévo linolsav miatt — rendkiviil gyorsan zajlik le. Feltételezése-
ink szerint amennyiben a konjugalt linolsav képes meggatolni a kukoricadara avasodasat, nagy valoszinliség-
gel mas élelmiszer, illetve takarmany alapanyag avasodasat is jotékonyan gatolhatja.

2. ANYAG ES MODSZER

2.1. A ghee eldallitasa és kukoricadarahoz torténé keverése

A szakirodalomban k6zolt modszerek alapjan a vajat 50 literes zsirf6z6 iistben felolvasztottuk, és addig
forraltuk ameddig habmentessé¢ nem valt. A habot folyamatosan leszedtiik, a felfozott vajat pedig milanyag
zsakokban taroltuk a kukoricadardhoz torténd keverésig.

A kukoricadarat lisztfinomsagura meg6roltiik, majd 5% mennyiségben a konjugaltlinolsav-tartalomban
megnovelt vajat kevertilk hozza. Alapos Osszekeverés, illetve eldorzsolés utan a keveréket selyempapirral
bélelt aluminiumtéalcara ontottiik, kb. 1 cm vastagsagu rétegre elteritettiik, a feliiletét pedig az oxidacio fel-
gyorsitasara ill. a leveg6vel valo jobb érintkezés érdekében egy fakeverdvel naponta folyamatosan atkevertiik.
A keveréket 40 hétig 20 °C-on tartottuk, melynek soran hetente meghataroztuk a savszdmot és a
peroxidszamot, a zsirsavosszetételt, beleértve a konjugalt linolsavat is.

2.2. Kémiai analizis
A mintak savszamat és peroxidszamat a Magyar Szabvanynak (MSZ 683011) megfelelden végeztiik.

Miiszaki Szemle e 39—40 53



2.2.1. A tejzsir zsirsav-Osszetételének meghatarozasa

Elbkészités bér-trifluoridos dtészterezéshez. Koriilbeliil 0,5-1 g zsirt tartalmazé mintat 820 cm’® to-
mény sosavval forrd vizfiirdén egy oran keresztiil roncsoltuk. Miutan lehiilt, 7 cm’ etanolt adtunk hozza. A
lipideket el6bb 15 cm® éterrel, majd 15 cm’ petroléterrel (f.p.<60 °C) extrahaltuk, majd a szerves fazisokat
egyesitettiik. Ebbdl annyit toltottiink egy csiszolatos gdmblombikba, amely kb. 150-200 mg zsirt tartalmazott,
majd rotacios vakuumbeparloval eltavolitottuk az oldoszert. A teljes beparlas nem sziikséges.

Hidrolizis és észterképzés. A beparolt mintdhoz 4 cm® 0,5 M metanolos natrium-hidroxid-oldatot éntot-
tiink, visszafoly6 hiitdt szereltiink a gdbmblombikra, és elektromos melegitén forraltuk addig, amig az aljardl a
zsircseppek el nem tiintek (kb. 5 perc). Ezutén a hiitén keresztiil 4 cm® 14%-os metanolos bor-trifluorid-oldatot
ontottink a lombikba, és harom percig forraltuk. Négy cm’® natrium-szulfaton szaritott hexant adtunk hozza,
egy percig forraltuk, majd lehtitottiik. Lehiilés utan levettiik a hiitdt, és annyi telitett vizes sdoldatot ontottiink
a lombikba, hogy a szerves fazis a nyakaba keriiljon. Szétvalas utan a szerves fazisbol mintat vettiink vizmen-
tes natrium-szulfatot tartalmazoé fiolakba, és ebbdl injektaltunk a gazkromatogratba.

A gazkromatografias analizis koriilményei: Készilék: Chrompack CP 9000 gazkromatograf; kolonna:
100 m x 0,25 mm kvarc kapillaris, CS-Sil 88 (FAME) allofazis; detektor: FID 270 °C; injektor: splitter 270 °C;
vivogaz: hélium, 235 kPa; homérséklet-program: kolonna 140 °C, 10 percig; 10 °C/perc emelés 235 °C-ig,
izoterm 26 percig; injektalt oldat térfogata: 0,5-2 pl. A zsirsav-metil-észterek azonositasara a kdvetkezo
standardet hasznaltuk: ,,37 component FAME Mix”, melynek gyartoja és forgalmazoja a Supelco cég.

2.2.2. A tejzsir konjugaltlinolsav-tartalmanak meghatarozasa

Lipid-extrakcié. Kb. 0,3 g zsirt tartalmazo6 tejet bemértiink egy 100 cm’-es f6z6poharba, majd 80 cm’
szerves oldoszer-elegyet (hexan:i-propanol 3:2 aranyu elegye, HIP) adtunk hozza. Diszperzios késziilékkel a
mintat eloszlattuk a folyadékfazisban (IKA gyartmanyu, Ultra-turrax T25 basic tipusu diszperzios késziilék, 2.
fokozat (9500 RPM), 2 perc). Ezt kdvetden a szuszpenziot membransziirén keresztiil (MN640W tipus, 90 mm
4tméré) gravitacios uton 250 cm’-es Erlenmeyer lombikba sziirtik. A sziirét haromszor 10 cm® HIP eleggyel
atmostuk, a szerves fazisokat egyesitettiik. A sziirletekhez 5,0 g vizmentes natrium-szulfatot tettiink és 0ssze-
raztuk. A mintabdl szdrmazd viz megkétése utan a szerves fazist a sorol talpas gémblombikba ledntottiik,
majd rotaciés gyorsbeparlon vakuum alatt 80 °C-on beparoltuk. A beparlasi maradékot n-hexannal 10 cm’-es
mérélombikba mostuk (hexanos torzsoldat).

Metilezés. A hexéanos torzsoldatbol kivettink 0,5 cm’-t, 4 cm’-es, lezarhatd fedelii iivegesébe tettiik,
majd 0,5 cm® 4 M metanolos natrium-metilat-oldatot adtunk hozza, dsszeraztuk, majd 50 °C-on 30 percen 4t
melegitettiik. Ezt kovetoen 1 cm’ hexant, majd 1 cm’ vizet adtunk hozza, dsszeraztuk, a fazisok elvalasa utan a
szerves fazisbol 1 cm’-t 5 cm’-es mérélombikba tettiink, majd a vizes fazishoz 1,2 cm’ hexéant adtunk, Gssze-
razzuk, majd 1 cm®hexanos fazist a mérélombikba vittiik at. A hexanos extrakciot a fentin kiviil még kétszer
megismételtiik, az utolsd hexanos fazis elvételénél lehetdség szerint a teljes felso fazist eltavolitottuk, majd a
lombikot jelre toltottiik, és az igy kapott oldatot csavaros tetejli fiolaban mélyhiitve taroltuk az analizis meg-
kezdéséig.

Kromatografias koriilmények. Homérséklet-program: kolonna 140 °C, 10 percig; 5 °C/perc emelés 235
°C-ig, izoterm 30 percig. Injektalt oldat térfogata: 2 pl. Az egyéb koriilmények azonosak a zsirsav-Osszetétel
meghatarozasanal leirtakkal. A standard torzsoldat €s a kalibracios sor készitésére alkalmas barmely gyart6
altal forgalomba hozott konjugalt linolsav-készitmény (pl. a Sigma cég altal forgalmazott konjugalt linolsav-

elegy).

3. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

A vaj KLS tartalma a felfézés eldtt 0,56% volt a zsirsav-metilészterek relativ tomegszazalékaban mérve,
mely a ghee készités soran 1,68%-ra nétt. A kukoricadaraval Osszekeverve a kapott zsiros anyag
konjugéltlinolsav-tartalmat 0,36%-nak mértiik, tehat maga a kukoricadara is tartalmazott minimalis mennyi-
ségben konjugalt linolsavat.

A savszam ¢és a peroxidszam valtozasat elemezve megallapitottuk, hogy a peroxidszam 20 hét alatt, a
kisérlet kezdetén mért 7-rdl 50-re, a savszdm pedig ugyanezen idoszakban 5-r6l 10-re nétt. A tarolas 20. és 40.
hete kozott a peroxidszam 50-r81 229-re, a savszam pedig 10-r6l 39-re nétt. A 40. hét utan kisérleteinket nem
terveztiik folytatni, hisz 40 hét alatt az ¢lelmiszerek és a takarmanyok tobbségét felhasznaljak, a 40. hetet
meghalad6 felhasznalasra csak nagyon ritkan keriil sor.

Vizsgalatainkbol levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy 20 héten keresztiil sem a peroxidszam, sem a
savszam nem haladta meg a szabvany altal eldirt még megengedhet6 értéket, tehat a megndvelt KLS-tartalmua
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vaj 20 héten at meggatolta az avasodasra rendkiviil hajlamos kukoricadara romléasat. A 20. hetet kdvetéen a
peroxidszam rohamosan elkezdett novekedni, azonban a savszam még a tarolas 40. hetében is csak 39-es érté-
ket ért el.

A tarolas elsé 20 hetében a konjugaltlinolsav-tartalom 0,30%-rdl 0,26%-ra csokkent. Ugyanezen idd
alatt a linolsav 28,6%-r6l 27,5%-ra csokkent, az olajsav- és a linolénsav-tartalom alig valtozott, és ugyancsak
valtozatlanok maradtak a rovid, a kozepes és a hosszu szénlanct telitett zsirsavak is. A tarolds 20. és 40. hete
kozott a KLS-tartalom 0,26%-r61 0,11%-ra, a linolsav-tartalom 27-28%-r6l 23—-24%-ra, a linolénsav-tartalom
pedig 0,89%-161 0,65%-ra csokkent, és még ebben az idészakban sem valtozott lényegesen az olajsav mennyi-
sége, valamint a telitett zsirsavak aranya.

Kisérleteinkbdl tehat levonhatjuk azt a kdvetkeztetést, hogy az dsszes tobbszordsen telitett zsirsav koziil
a konjugalt linolsav a legérzékenyebb az oxidaciora, tehat az 6 antioxidans hatasa a legnagyobb. Talan a meg-
novelt KLS-tartalomnak koszonhetéen az ember szamara esszencialis linolsav és félig esszencialis linolénsav
mennyisége alig valtozott a tarolas elsd hetében, €s a valtozas a tarolas 20. hete utan is aranyaiban elhanyagol-
hato volt a konjugalt linolsavhoz viszonyitva.

Fentiekb6l levonhatjuk az a kovetkeztetést, hogy a megnévelt KLS-tartalm(i vaj (ghee) jelentés
antioxidans tulajdonsaganal fogva megvédi az élelmiszer és a takarmany oxidaciora érzékeny komponenseit.
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Halvanyitasi eljarasok eredményességének vizsgalata a faiparban
Study of Results of Bleaching Procedures in Woodworking Industry
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ABSTRACT

Visual control is the most frequently used method of assessment of the efficiency of bleaching
procedures applied in woodworking industry. Determination of the colour with instruments is an objective
method. Chemical processes taking place can be deduced from the change of absorbance measured in case of
wavelength (wave number) assignable to the chemical structure with the use of infrared spectroscopy (IR) if
scientific results are required.

1. A FAANYAG HALVANYITASA

A fa kémiai szempontbo6l egy olyan rendszer, amely makromolekulak bonyolult kapcsolodasai révén jon
létre. A faanyag komplex, makromolekulas, kolloid tulajdonsagokkal is rendelkezd, specialis anatomiai felépi-
tésli rendszer, melynek jellemzoi az idében is jelentdsen valtoznak. A faanyag szinét nem a fékomponensek,
hanem a jarulékos anyagok hatarozzdk meg. Mivel ezek mindsége és mennyisége fafaj-specifikus, a faanyag
szine is nagymértékben a fafajtol fiigg.[1]

A halvanyitas fogalma altalanossagban egy anyag valamely szinjellemz6jének megvaltoztatasat jelenti
fizikai vagy kémiai eszkdzokkel.[2] Faanyagok feliiletének halvanyitasa soran az alabbi célkitlizések szerepel-
hetnek (egyenként vagy akar egymassal kombinalt forméaban):

— az anyag feliiletének kifehéritése, vagy vilagosabba tétele;

— meglévd szin mélységének (telitettségének) csokkentése a szinarnyalat megorzésével,

— mas szinarnyalat kialakitdsa a telitettség lényeges megvaltoztatasa nélkiil (pl. a pirosas szin-

arnyalatbol narancssarga, sarga szinii feliilet 1étrehozasa);

— afeliileti szinhomogenitas novelése (pl. faanyagok esetén a sotétebb szinii csomok, pasztak, algesz-

tes részek szinének a fatest tobbi részéhez torténd alakitasa);

A természetes fa szinmeghatarozasara objektiv modon, bizonyos feltételek mellett miiszeres szinmérés-
sel megvalosithato. Az objektiv szinmegadas azon az elven alapszik, hogy a reflektalt fényben a harom alap-
szin fényerdsségét meghatarozva az adott szin valamilyen szinrendszerben megadhat6. A szint harom szinin-
ger-jellemzovel lehet egyértelmiien megadni: ezek a vilagossag (L*), a szinezet (H*) és a telitettség (C*). A
szinezet a szinkoordinatakkal (a*, b*), a szinezetdussaggal (c*), illetve a szinezeti szoggel (h’ab) is megadha-
td. Az adott feliileten egymas mellett mért pontok objektiv médon megadott szinbeli kiilonb6zdsége a szinin-
ger-kiilonbség (AE*).[3] Halvanyitott feliiletek 6sszehasonlité vizsgalata soran a ,,fehérségi értek” (W*), illet-
ve annak valtozasa (dW*), mint objektiv mérészam, jol hasznosithato [4]:

W = 100-((100-L*)? + a**+b*?)°3,

Minden kémiai vegyiiletnek jellemz0 infravords spektruma van. Egy ismeretlen anyag azonosithato, ha
kimutathato, hogy infravords szinképe egy ismert vegyiiletével azonos. Adott atomparok kozotti kdtések ener-
gidja eléggé allandd, ezért szamos atomcsoportnak jellegzetes elnyelési frekvencidja van. Igy példaul a
karbonil csoport =C=0 vegyértékrezgése ~1700-1760 cm™-nél okoz elnyelést, a C-H kotések vegyértékrezgé-
se pedig 2800 és 3300 cm-' kozott észlelheté. Ezeket az elnyelési frekvenciakat tablazatosan adjak meg az
egyes csoportokra és igy az egyes molekulakban azonositani lehet azokat. [5]
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Karakterisztikus frekvencidk az infravérés spektroszkopidaban 1. tablazat

Hullamszadm Csoport vagy épitdelem A csoporthoz tartozo6 f6 fakomponens
[em™] celluloz hemicelluléz lignin
3423 OH vegyértékrezgés + + +
3405 OH vegyértékrezgés + +
3350 OH vegyértékrezgés + + +
2933 CH, vegyértékrezgés + + +
2900 CH asszim. vegyértékrezgés - + -
1750 C=0 vegyértékrezgés - - +
1730 C=0 vegyértékrezgés - + -
1650 C=0 vegyértékrezgés és H-O-H deformacios rezgés - - +
1605 aromds C-C gyliriirezgés - - +
1510 aromds C-C gyliriirezgés - - +
1470 CH deformacios rezgés a metilcsoportban + + +
1460 CH, deformacids rezgés - - +
1425 CH, deformacios rezgés + - -
1425 CH; deformaécios rezgés - - +
1370 CH deformacios rezgés + + -
1265 C-O vegyértékrezgés - - +
1235 acetil- és karboxil csoport rezgés - + -
1235 C-0O vegyértékrezgés - - +
1210 C-OH vegyértékrezgés - - +
1205 OH vegyértékrezgés + + -
1160 C-O-C vegyértékrezgés + + -
1110 OH vegyértékrezgés + + -
1050 C-0O vegyértékrezgés + + -
1030 C-0O vegyértékrezgés + + +

990 C-0 vegyértékrezgés + +
895 C- csoportrezgések + + +

Az infravords spektroszkopia segitségével lehet6veé valt a faban lejatszodo finomkémiai atalakulasok, az
Osszetett makromolekularis szerkezetben végbemend atalakulasok meghatarozasa is. Mivel a fa kémiailag
sokkomponensiinek szamit, az elnyelési savok nagy része tobb fakomponenshez is kapcsolhatd. Néhany sav
azonban egy-egy fakomponensre jellemzo, és ezek teszik lehetévé a fa infravords spektruménak értékelését.
Ilyenek példaul az elsdsorban hemicellulozra jellemzé C=0O vegyértékrezgés 1730 cm™-nél. Az aromas szer-
kezetre, igy a ligninre utald vegyértékrezgés 1605 cm™ és 1510 cm™ kornyezetében. A szénhidrat frakciot
féleg az 1370 cm™-nél és 1160 cm™'-nél jelentkezé elnyelési sav jellemzi. [6]

2. FELHASZNALT ANYAGOK ES ESZKOZOK

A kisérleti munka soran az alabbi, Magyarorszagon ipari jelentoséggel biro fafajok keriiltek felhaszna-
lasra: blikk (Fagus silvatica L.); fehér akac (Robinia pseudoacacia L.); kocsanyos tolgy (Quercus robur L.).

A halvanyitas 20 %-os hidrogén-peroxid oldat felhasznalasaval tortént. A halvanyité oldat kémhatasa
savas (pH=4), az alkalmazott vas(II)- és kobalt(Il)-ion koncentracié 107 M. Az extrahalas miivelete 6 6ran
keresztiil toluol-etanol=1:1 aranyu keverékével tortént.

Az objektiv szinmeghatarozas Minolta CE 2002 szinmérd spektrofotométerrel, az infravords elemzés az
un. ,,pasztillas” modszerrel, Zeiss SPECORD M-80 tipusu IR-késziilékkel valosult meg.

3. A HALVANYITAS EREDMENYESSEGENEK MEGHATAROZASA SZINMERESSEL

A faanyag halvanyitdsanak eredményességét eldonteni legegyszeriibben szubjektiv érzékeléssel, a latas-
sal lehet: halvanyabbnak lathato a feliilet vagy sem. Tudomanyos vizsgalatokhoz az objektivitast biztositd
CIELab-sziningertér alkalmazasa lehetdvé teszi az un. fehérségi érték alkalmazasaval a halvanyitds mértéké-
nek szdmokkal torténd megadasat. Az 1. abran lathato, hogy mindharom vizsgalt fafaj feliilete az extrahalas
hatasara ,,fehéredett” leginkabb.
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0 Szinjellemzok valtozas a halvinyitas hatasara
]
7
6 4
5 -
4 4
s3]
z 21
1
0
-1 4 akac biikk tolgy
24
3 0 Extrahalt Hidrogén-peroxid
4 W Fenton-vas H Fenton-kobalt
i Fafaj
1. dbra

A halvanyitas eredményessége a fehérségi érték valtozasa (dW*) alapjan

A fehérségi értéket leird 6sszefiiggés egyik ,.hibaja”, hogy a CIELab-szinrendszer altal megfogalmazott
elveknek megfeleléen azonos szinjellemz6-valtozas a sziningertér barmely pontjadban azonos mérészam-
kiilonbséggel hatarozhatdo meg. A vizsgalt faanyagok esetén a vilagossagi tényezo (L*) értéke 60 és 75, az a*
szinkoordinata 4 és 9, mig a b* értéke 19 és 36 kozott valtozott. Barmely szinkoordinata egységnyi valtozasa
az L* esetén alig 1-1,5, az a* esetén 10-25, mig b* esetén 3-5 szazalékos szineltérést eredményezett.

A szinjellemz6k valtozasainak Osszesitett hatasat szemlélteti a szininger-kiilonbség valtozasat bemutatd
2. abra. Mivel itt a szinjellemzdék kiillonbségei szerepelnek, kevésbé torzitd hatasu a matematikai képletben
szereplo értékek kozotti nagysagrendi kiilonbség.

0 Szinjellemzdk valtozas a halvanyitas hatisara
8 -
6 o
.4 4
*
=
© 5
0
akac biikk tolgy
2 O Extrahalt Hidrogén-peroxid
4 MW Fenton-vas H Fenton-kobalt
Fafaj
2. abra

A halvanyitas eredményessége a szininger-kiilonbség értékének valtozasa (dE*) alapjan

A halvanyitas céljaként megfogalmazott vildgossag ndvelése (3. abra) az oxidativ halvanyitasi modsze-
rekkel Iényegesen kedvezobb eredményeket mutat, mint az extrahalas. Mindegyik fafaj esetén szemmel latha-
téan a Fenton-reagensek hatékonyabbak a hagyomanyos hidrogén-peroxidos eljarasnal.
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g Szinjellemzok valtozas a halvinyitas hatasara
7 I
6 I
5 4
4 4
-x. 3 1
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0 4
-1 4 akac biikk tolgy
2 O Extrahalt Hidrogén-peroxid
MW Fenton-vas [ Fenton-kobalt
23 : :
Fafaj
3. abra

A halvanyitas eredményessége a vilagossdagi tényezo valtozasa (dL*) alapjan

Szinjellemzdk valtozasa halvinyitas hatisara

tolgy

akac

1T O Extrahalt Hidrogén-peroxid
84| W Fenton-vas E Fenton-kobalt
-9 L [ [

Fafaj

4. abra
A halvanyitas eredményessége a szinezetdussag valtozasa (dc*) alapjan

0 Szinjellemzdk valtozas a halvanyitas hatasara
8 4
6 4
4 4
.24
=
= 04
2 akac biikk tolgy
4 4
-6 O Extrahalt Hidrogén-peroxid
g MW Fenton-vas H Fenton-kobalt
Fafaj
5. abra

A halvanyitas eredményessége a szinezeti szog valtozasa (dh*) alapjan
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A szinezetdussag (4. abra) csokkenése és a szinezeti szog novekedése (5. abra) szintén a halvanyitas
eredményességének feltétele. Hiaba csokkent azonban jelentdsen az extrahalt feliiletek szinezetének telitettsé-
ge (dc*<0), mivel a kevésbé élénk szini, a sarga szinezetet biztositdé kromoforok mennyisége csokkent, a fafe-
lillet szinezete a kedvezObb sargas arnyalat (dh*>0) helyett a vordses iranyba (dh*<Q)valtozott. Mindezek
megerdsitik a szemmel is tapasztaltakat, miszerint az oxidativ halvanyitas barmely formaja kedvez6bb szinha-
tast biztosit, mint az extrakcio.

4. A HALVANYITAS EREDMENYESSEGENEK MEGHATAROZASA AZ INFRAVOROS
SPEKTROSZKOPIA MODSZEREVEL

A faanyagok infravords tartomanyban torténd vizsgalata soran a szakirodalmi hivatkozasok karakterisz-
tikus frekvenciaként a kémiai hatasokra legkevésbé valtozo celluldz esetén az 1160 cm™, a ligninre az 1506
cm’', mig a jarulékos anyagok esetén az 1747 cm™ értéket jelolik meg. A 6. 4bra a kezeletlen, illetve kiilonbo-
z0 halvanyitasi eljarassal kezelt akacrol készitett IR-spektrumokat szemlélteti.
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Kezeletlen és halvanyitott akac IR-spektruma
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Halvanyitott faanyagok IR-jellemzéi
0,9

0,8 4
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0,0 4
Kezeletlen Extrahalt Hidrogén- Fenton-vas Fenton-
peroxid kobalt

Kezelés modja

7. dbra
A karbonil csoport/celluloz arany kezeletlen és halvanyitott faanyagok esetén

A spektrum alapjan meghatarozhat6 a karakterisztikus frekvenciahoz tartozo abszorbancia-érték. A ke-
zelések soran a celluldz mennyisége alapvetéen nem véltozik, az 1160 cm’ hullamszdmhoz tartozéd
abszorbancia értéke fafajonként allandonak tekinthetd. A kezelés jellegétdl fiiggéen valtozhat a lignin mennyi-
sége: az 1506 cm™ hullamszamhoz tartozé abszorbancia értéke a bekdvetkezd degradacié miatt csokkenhet.
Lényeges valtozas torténik a jarulékos anyag tartalommal ardnyos karbonil csoportra jellemzé 1747 cm'-es
akkor hasonlithatd Ossze egymassal, ha azokat egy nem valtozod vegyiilet karakterisztikus frekvencidjahoz
tartozo abszorbancia-értékhez hasonlitjak. A karbonil csoport/celluloz arany (7. abra) esetén megfigyelheto,
hogy biikk esetén viszonylag kis valtozasok kovetkeztek be, mig az akac és tolgy esetén az oxidacios folyamat
eredményeképpen a karbonil csoportok szamanak novekedése érzékelheto.

Halvianyitott faanyagok IR-jellemzéi
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peroxid kobalt
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8. abra
A karbonil csoport/lignin arany kezeletlen és halvanyitott faanyagok esetén

A karbonil csoportok és a lignin abszorbancia értékeinek aranya (8. abra) a legtobb kezelés esetén meg-
haladja a kezelés nélkiili minta esetén tapasztalt értéket. Mindez arra utal, hogy a karbonil csoportok mennyi-
ségének novekedéséhez a lignin degradacidja is hozzajarul. (Az extrakcid esetén a kioldott anyagok mennyi-
sége nem csak a szinkialakitdsban szerepet jatsz6 kromoforokat tartalmazéd vegylileteket, hanem jelent6s
mennyiségli polidzokat is jelentettek.)
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5. OSSZEGZES

A kisérletsorozat célja annak felkutatasa, melyik az az objektiv modszer, amellyel a halvanyitasi mtive-
let eredményessége leginkabb jellemezhetd. A szinmérési gyakorlatban alkalmazott fehérségi érték valtozasa
jol jelzi a halvanyodas tényét, azonban a szamitasi Osszefliggésben tulzott szerepet kap a vilagossagi tényezo
novekedése.

Az infravoros spektroszkopiai vizsgalatokkal jol jellemezhetd a celluldz/lignin/jarulékos anyagok ara-
nya, illetve azok valtozdsanak moddja. Az eljaras alkalmas a bekovetkezett valtozasok kémiai értelmezésére,
azonban dnmagaban a halvanyodas mértékére nem ad szamszeri eredményt.

A két vizsgalati modszer egylittes alkalmazasa alkalmas a halvanyitasi folyamat eredményességének
szamszer(sitésére és a lezajlo folyamatok jellegének kémiai vizsgalatara.
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ABSTRACT

Soybean lipoxygenase was used to produce 13-hydroperoxy-octadecadienoic- and 13-hydroperoxy-
octadecatrienoic acid from hydrolysed sunflower- and linseed oil with yields of 72 % and 62 %, respectively.
Then 13-hydroperoxy-octadecadienoic- and 13-hydroperoxy-octadecatrienoic acid were cleaved by spinach
leaf and green bell pepper hydroperoxide lyase enzymes resulting hexanal (vield: 54 %), 3(Z)- and 2(E)-
hexenal (vield: 37 %). The aldehydes were isolated by steam distillation.

1. BEVEZETES

Az élelmiszer- és kozmetikai ipar részérdl folyamatosan novekszik az igény az aroma- és illatanyagok
irant. A természetes aromak vilagszerte ndvekvo piacabdl a kilencvenes években kb. 20 — 40 millié6 USD/év
értéket képviselt a gylimodlcskészitmények ,,z6ld” aromaja [1]. Ennek f6 Osszetevoi illékony aldehidek —
hexanal, cisz-3-hexenal és transz-2-hexenal. Ezek a hat szénatomos aldehidek eléallithatok novényekbdl torte-
nd extrakcioval, fermentacidval, vagy biokatalitikus uton. Az ép névényi sejtekben csak nyomnyi mennyiség-
ben fordulnak el6, 18 szénatomos telitetlen zsirsavakbol keletkeznek két 1épésben, abban az esetben, amikor a
sejtstrukturak megsériilnek, és a sejttartalmat oxigén éri [2]. A bioszintézis elsd 1épése, amelyet a lipoxigenaz-
1 izoenzim (Lox-1, linoleat:oxigén oxidoreduktaz, EC 1.13.11.12) katalizal, a zsirsavak hidroperoxidacioja. A
masodik 1épésben a zsirsavak hidroperoxidjai a hidroperoxid lidz enzim hatasara egy aldehiddé és egy
oxosavva hasadnak.

A novényekben a hexanal linolsavbol (cisz-9,cisz-12-oktadekadiénsav), a hexenal izomerek pedig
linolénsavbol (cisz-9,cisz-12,cisz-15-oktadekatriénsav) képzddnek. A hidroperoxidaciéd sordn a linolsavbol 13-
hidroperoxi-cisz-9,transz-11-oktadekadiénsav (a tovabbiakban 13-HPOD), a linolénsavbol pedig 13-
hidroperoxi-cisz-9,transz-11,cisz-15-oktadekatriénsav (a tovabbiakban 13-HPOT) keletkezik [3,4]. Ezeknek a
reakcioknak a ko-szubsztratja a molekuléris oxigén. A masodik 1épésben a 13-HPOD hexanalla és 12-oxo-
cisz-9-dodekénsavva, mig a 13-HPOT cisz-3-hexenalla és 12-oxo-cisz-9-dodekénsavva hasad [S]. A cisz-3-
hexenal nem stabil és h6- vagy enzimatikus hatasra konnyen izomerizalodik transz-2-hexenalla [6].

Munkank célja az volt, hogy — a ndovényekben lejatsz6dd bioszintézist alapul véve — az iparban alkal-
mazhat6 eljarast dolgozzunk ki a hexanal, valamint a hexenal izomerek eldallitasara. Kiinduldsi anyagként
olcso ipari nyersanyagokat (napraforgoolaj és lenolaj hidrolizatumot), biokatalizatorként pedig névényekbol
kivont lipoxigenaz és hidroperoxid liaz enzimeket alkalmaztunk.

2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. Anyagok

A szojalisztet a szegedi Gabonatermesztési Kutatdo Kht.-tol kaptuk, a linolsavat, a linolénsavat és a
Tween 20-at a Sigma-t6l, a napraforgoolajat és a lenolajat az Aldrich-t6l szereztiik be. A paraj levelet és a
z6ldpaprikat a helyi piacon vasaroltuk. Az Osszes tobbi felhasznalt vegyszer analitikai mindségii volt. A
lipoxigenaz aktivitds méréséhez hasznalt natrium-linoleatot Axelrod €s munkatarsai [7] modszere szerint ké-
szitettiik el.
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2.2. Modszerek

2.2.1. Az enzimaktivitasok meghatdrozdisa

A lipoxigenaz aktivitdsanak mérését Axelrod €s munkatérsai [7] Marczy és munkatarsai [8] altal modo-
sitott modszere szerint végeztiik ugy, hogy 234 nm-es hullaimhosszon mértiik a képz6dé konjugalt dién elnye-
1ését. A hidroperoxid liaz aktivitasanak mérésénél a konjugalt dién fogyasat kdvettiik 234 nm-en [9]. A méré-
sekhez Biochrom 4060 spektrofotométert hasznaltunk (Pharmacia, Uppsala, Svédorszag). 1 U az az
enzimmenyiség, amely 1 umol szubsztratot alakit at percenként.

2.2.2. A napraforgo- és a lenolaj hidrolizise

1 kg olajat 500 cm® 40 %-os natrium-hidroxid oldattal 100 — 120 °C-on 1 6raig kevertettiink. Ezutan az
elegyhez 3 dm’ desztillalt vizet adtunk, és 40 °C-ra hiitéttikk. Az elegyhez folyamatos keverés mellett 600 g 96
%-os kénsavat adagoltunk, és 30 °C-ra hiitottiik. A fazisokat elvalasztottuk, és a zsirsavakat tartalmazo felsd
fazist desztillalt vizzel mostuk. Ezutdn vakuumban (60 Hgmm) a vizet leparoltuk roéla, és vizmentes natrium-
szulfat felett szaritottuk.

Gazkromatografias vizsgalataink szerint az igy nyert napraforgoolaj hidrolizatum 66 % linolsavat, 20 %
olajsavat és 11 % egy¢éb, telitett zsirsavat, a lenolaj hidrolizatum pedig 56 % linolénsavat, 16 % linolsavat, 18
% olajsavat és 10 % egy¢b, telitett zsirsavat tartalmazott.

crer

szer azon alapul, hogy a 13-HPOD a Fe(Il) iont Fe(Ill) ionna oxidalja. Ebb6l KSCN hozzaadasara Fe(SCN);
képzbdik, melynek koncentracioja 480 nm-en fotometridsan mérhetd.
A 13-HPOT koncentraciojat HPLC modszerrel mértiikk UV detektort hasznalva 234 nm-en. A mintak

crcr

lyasi sebességgel.

2.2.4. Gazkromatografias merések

A napraforg6- és a lenolaj hidrolizatum zsirsav dsszetételének analizise, valamint a hexanal, a cisz-3-
hexenal és a tramsz-2-hexenal koncentracidjanak meghatirozasa gazkromatografiasan tortént, egy
langionizatorral ellatott HP 5890 Series II. gazkromatograf (Hewlett Packard) segitségével. Vivogazként nit-
rogént hasznaltunk. A cstcsok alatti teriiletet és a koncentraciokat HP 3394A integrator (Hewlett Packard)
segitségével szamitottuk.

A zsirsavak azonositasahoz HP-FFAB (crosslinked FFAB) tipust oszlopot (30 m x 0,53 mm x 1,0 pm,
Hewlett Packard) alkalmaztunk. Az injektor és a detektor homérséklete 250 °C, a kolonnatér hdmérséklete 220
°C, a nitrogén nyomasa 70 kPa volt. Ezen koriilmények kozott az olajsav retencios ideje 9,2 perc, a linolsavé
10,7 perc, a linolénsavé pedig 13,0 perc.

A hexanal koncentraciojanak méréséhez PERMABOND OV-1701-DF-0,50 oszlopot (25 m % 0,32 mm,
Macherey-Nagel) alkalmaztunk, a kolonnatér hémérséklete 80 °C, az injektoré 220 °C, a detektoré 250 °C
volt. A nitrogén nyomasa 76 kPa volt. Ezen koriilmények kdzott a hexanal retencids ideje 4,4 perc.

A hexanal, a cisz-3-hexenal és transz-2-hexenal elvalasztasa OPTIMA 1701 oszlopon (25 m % 0,32 mm
x 0,5 um) tortént. A programozott hémérséklet 50 °C-t61 (10 perc) 80 °C-ig, 5 °C/perc sebességgel valtozott, a
mintakat 80 °C-on 4 percig tartottuk. Ezen koriilmények kozott a cisz-3-hexenal retencios ideje 6,1 perc, a
transz-2-hexenalé 10,1 perc, a hexanalé pedig 5,8 perc.

3. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

3.1. A lipoxigenaz enzim Kinyerése

A lipoxigenaz enzim legnagyobb mennyiségben a szdjalisztben fordul eld, melybdl extrakcioval kony-
nyen kinyerhetd. A szo6jakivonatban harom lipoxigendz izoenzim van jelen (Lox-1, Lox-2 és Lox-3) amelyek
szubsztrat- és termékspecifitasukban, pH optimumukban és héérzékenységiikben kiilonboznek egymastol [7,
11]. A 13-HPOD ¢és a 13-HPOT el6allitasa soran a Lox-2 és Lox-3 izoenzim jelenléte hatranyos, mivel mel-
lékreakciokat katalizalnak. Ezért — kihasznalva az izoenzimek eltéré h6érzékenységét — kidolgoztunk egy egy-
szer(i hokezelési mddszert a nemkivanatos izoenzimek eltavolitasara [12]. Vizsgaltuk a pH, az ionerésség, a
hokezelési ido és a homérséklet hatasat. A legjobb eredményt az enyhén savas (pH 5 koriil) kdzegben, ala-
csony ionerdsségnél 5 percig végzett hdkezelések adtdk. Az 1. abran az optimalis hokezelési homérséklet
meghatarozasat mutatjuk be.
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A hokezelési homérséklet kivalasztasa

Lathato, hogy a 70 °C-on végzett hokezelésnél a Lox-2 és Lox-3 izoenzimek aktivitasa lecsokkent anél-
kiil, hogy a Lox-1 izoenzim inaktivalodott volna, mig ennél alacsonyabb homérsékleten mindharom izoenzim
stabilnak bizonyult. Az igy nyert, lipoxigenaz-1 izoenzimben dusitott szojakivonattal végeztiikk mind a linol-

sav, mind pedig a linolénsav hidroperoxidaciojat.

3.2. A linolsav hidroperoxidacidja
Az optimalizalasi kisérletek soran tiszta linolsav szubsztrat alkalmazéasaval, 20 ml-es térfogatban vizs-

galtuk a szubsztrat- €s enzimkoncentracio, valamint az oxigénellatottsag hatasat. A reakciokat pH 9-en, 4
°C-on végeztiikk. A legjobb eredményt 100 mmol/l szubsztratkoncentracié és 12 U/ml enzimkoncentracio al-
kalmazasaval értiik el, mikozben a sziikséges oxigént tiszta oxigénnel, 2 bar nyoméason biztositottuk (1. tabla-

zat).

1. tablazat

crer

Oxigénbevitel médja Kiindulasi anyag Enﬁmﬁ‘;‘:ﬁ;‘ tricié H(O(;jl)m
oxigén, 2 bar linolsav 12 82,542
stiritett levegd, 2 bar linolsav 12 582*54
stiritett levegd, 2 bar linolsav 5 772%8,3
stiritett levegd, ravezetés linolsav 5 70,7154
stiritett leveg0, ravezetés napraforgéolaj hidrolizatum 5 68,1772

Biztonsagtechnikai megfontolasok sziikségessé tették azonban az oxigénnek levegdvel torténd helyette-
sitését, és azt, hogy lehetdleg ne alkalmazzunk tilnyomast a reakcié soran. Mint az 1. tdblazatban feltiintetett
adatokbol lathato, amikor az oxigén helyett siiritett levegdt alkalmaztunk, a hozam jelent6sen csokkent. Felté-
telezésilink szerint ez az elégtelen oxigénellatas miatt lejatszodd mellékreakciok kovetkezménye volt, ezért az
enzim mennyiségének csdokkentésével lassitottuk a reakciot. Ekkor a hozam valoban megnétt, bar nem érte el a
tiszta oxigénnel végzett reakcid hozamat. Ennek ellenére a levegd alkalmazasa mellett dontottiink, hiszen
iizemi koriilmények kozott ez sokkal biztonsdgosabb. A nyomas helyett stiritett levegd ravezetéssel végzett
reakciok hozama kissé alacsonyabb volt.

Ezutdn megvizsgaltuk, helyettesithetd-e a linolsav a joval olcsobb napraforgéolaj hidrolizatummal,
amely kb. 67 % linolsavat tartalmaz, olajsav és kiillonbozo telitett zsirsavak mellett. Napraforgoolaj
hidrolizatumbol kiindulva a hozam gyakorlatilag ugyanannyi volt, mint tiszta linolénsav esetén, gazdasagi
szempontbol tehat nyilvanvaldan elénydsebb a napraforgdolaj alkalmazasa. A méretndvelést mar napraforgo-
olaj hidrolizatum felhasznalasaval végeztiik, az 500 ml-es térfogatu reakciok atlagos hozama 72 % volt.
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3.3. A linolénsav hidroperoxidacidoja

Az enzim- és a szubsztratkoncentracié hatasanak vizsgalatat lenolaj hidrolizatumbol kiindulva, 10 ml-es
reakciokkal végeztiik, pH 9-en, 4 °C-on (2. tablazat). Mint az a tablazat adataibdl lathato, az enzimmennyiség
novelése valamelyest novelte az elért hozamot, igy a méretndvelést 100 mmol/1 linolsav- és 7,5 U/ml enzim-
koncentracié alkalmazasaval végeztiik el. A méretnovelt, 500 ml térfogatu reakciok atlagos hozama 62 % volt.

2. tablazat
Az enzim- és a szubsztratkoncentracio hatdsa a linolénsav hidroperoxidaciojara

Enzimkoncentracio Linolénsav koncentracio Hozam
(U/ml) (mmol/T) (%)
25 75 58.8%13,8
’ 100 489%2.0
75 65,7+1,1
>0 100 55.8%0.7
75 75 66,113
’ 100 63,02.0
75 54,1%0,9
10,0 100 554+1,0

3.4. A hidroperoxid lidz enzim kinyerése

Az aldehidek eléallitasanak masodik 1épését katalizalo hidroperoxid lidz enzim levelekben, gyiimol-
csokben és zoldségekben fordul eld nagyobb mennyiségben, levelekben a kloroplasztok, zoldségekben és
gyiimélesokben pedig egyéb sejtalkotorészek membranjaihoz kotott formaban. Erzékeny enzim, a membréanrol
leoldva konnyen inaktivalodik, kinyerése ezért Iényegesen nehezebb, mint a lipoxigenazé.

A zsirsav-hidroperoxidok hasitdsahoz sziikséges liazt tobbféle novénybdl probaltuk kinyerni. A 13-
HPOD hasitasara a paraj levélbol, membrankotott formaban kinyert hidroperoxid lidz bizonyult a legalkalma-
sabbnak. Ez lényegében torott és ép kloroplasztokat tartalmazo szuszpenzid, amelyet Ggy készitettiink, hogy a
0,02 M natrium-foszfat pufferben homogenizalt paraj levelekbdl centrifugalassal kinyertiik, majd kis mennyi-
ségli pufferben felszuszpendaltuk a kloroplasztokat. A 13-HPOT hasitasahoz alkalmazhatdé enzimet pedig
z06ldpaprikabol nyertiik ki, szintén membrankotott formaban gy, hogy az elhomogenizalt sejtalkotorészek
membranjait kalcium-kloriddal kicsaptuk, majd centrifugalas utan kevés pufferoldatban felszuszpendaltuk.

3.5. A 13-HPOD hasitasa

A hasitas id6beli lefolyasat 4 mmol/l szubsztratkoncentracioval, kiilonbdz6 mennyiségli enzimmel, pH
9,0-en, 25 °C-on, 4 ml-es reakciokkal vizsgaltuk (2. abra). Mint az abran lathato, 0,375 U/ml — vagy nagyobb
— enzimkocentracio esetén a hasitas kb. 30 perc alatt lejatszodik, a megmaradt szubsztrat tobb enzim alkalma-
zasakor sem alakul 4t. Ezutan megprobaltuk ndvelni a szubsztratkoncentraciot valtozatlan enzimmennyiség
mellett, de ez jelentGsen csokkentette a hozamot, amint azt a 3. tablazatban feltiintetett adatok mutatjak. Ah-
hoz, hogy megfelel6 hozamot tudjunk elérni, a szubsztratkoncentracido névelésével egyiitt az enzimkoncentra-
ciot is aranyosan novelniink kellett.

13-HPOD koncentracio
(mmol/1)

1d6 (perc)

2. 4bra
A 13-HPOD hasitasanak idobeli lefolydsa kiilonbozd enzimkoncentrdciok esetén
Jelolések: ® 0,125 U/ml, A 0,25 U/ml, m 0,375 U/ml, o 0,5 U/ml enzimkoncentracio
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3. tablazat
A szubsztratkoncentracio novelésének hatasa a 13-HPOD hasitasanak hozamara

13-HPOD koncentricié (mmél/l) E“Z““(lg’/‘l‘:ﬁ‘)‘tm“’ HE’;S‘“
4 0,375 84,6°9,8
7 0,375 39,7542
7 0,658 87,7563
10 0,934 71,0443
12 1,125 732%8.7
15 1,408 81,01 12,0

Amikor 13-HPOD helyett a napraforgéolaj hidrolizatum hidroperoxidaciés reakcidelegyét hasznaltuk
kiindulasi anyagként, a hozam 55%-ra csokkent. Ennek oka valdszinlileg az, hogy a napraforgoolaj
hidrolizatumban jelenlevé egyéb zsirsavak gatoljak a hidroperoxid lidz enzimet. Ennek ellenére indokolt a
napraforgoolaj hidrolizatum hasznalata, mivel sokkal olcsobb. A méretnovelés mar nem befolyasolta a hasita-
si reakcié hozamat, az 500 ml-es reakciok atlagos hozama 54 % volt.

3.6. A 13-HPOT hasitasa

A 13-HPOT hasitasanak idébeli lefolyasat 15 mmol/l szubsztratkoncentracio mellett, kiilonb6z6 meny-
nyiségli enzim alkalmazasaval, pH 7-en, 25 °C-on vizsgaltuk. Azt a meglep6 eredményt kaptuk, hogy a kelet-
kezett hexenal koncentracioja a tizedik percben a legmagasabb, majd ezutan folyamatosan csokken (3. abra).

(mmol/1)

—+—(,8 U/ml enzimkoncentracio
2 A —e— 1,2 U/ml enzimkoncentracio
4 - - o- - 1,6 U/ml enzimkoncentracio

Hexenal koncentracio

0 -‘I' T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
1d6 (perc)
3. abra

A 13-HPOD hasitasanak idébeli lefolyasa

Ebbdl arra kdvetkeztettiink, hogy az enzimkivonatban egy szamunkra hatranyos, a terméket tovabb ala-
kité enzim is jelen van, amelyet megprobaltunk egyszerii médon (ammoénium szulfatos frakcionalassal ill.
ioncseréld kromatografiaval) eltavolitani, de ez nem sikeriilt. A nemkivanatos enzim jelenlétével tehat sza-
molnunk kellett, €s ennek figyelembevételével az optimalis reakcidoidot tiz percben hataroztuk meg.

crcr

ként lenolaj hidrolizatum hidroperoxidacios reakcioelegyét alkalmaztuk (4. tablazat).
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4. tablazat
A 13-HPOT hasitasanak optimalizadlasa

Enzimkoncentracio  13-HPOT koncentracio Hexenal koncentracio Hozam

(U/ml) (mmol/T) (mmol/l) (%)
10 5,609 56,0

0,4 15 6,2+1,5 41,3
20 5,6+ 1,4 28,0

10 6,8 +0,6 63,0

1,2 15 8,7+ 1,1 58,0
20 8,8+0,9 44,0

10 6,1+0,2 61,0

2,0 15 85+1,4 56,7
20 9,5+1,0 47,5

Mint lathato, a szubsztratkoncentracié ndvelésével a hozam mindhdrom vizsgalt enzimkoncentracié ese-
tén csOkkent. A méretnéveléshez az 1,2 U/ml enzimkoncentraciot és a 15 mmol/l szubsztratkoncentraciot va-
lasztottuk ki, tekintve, hogy ezek alkalmazasaval viszonylag magas hexenal koncentracid érhet6 el és még a
hozam is elfogadhat6. A méretndvelés hatdsara a hozam jelentésen csokkent, az 500 ml-es reakcidk atlagos
hozama 37 % volt.

3.7. Az aldehidek kinyerése a reakcioelegybol

A hasitasi reakciokban keletkezett aldehideket a reakcidelegyekbdl vizgézdesztillacioval nyertiik ki,
amit megkonnyitett az, hogy vizzel viszonylag alacsony forrasponti azeotrop elegyet képeznek. A hexanal
forraspontja 131 °C, azeotropja, melynek forraspontja 90,6 °C, 75 % hexanalt tartalmaz, mig a transz-2-
hexenal forraspontja 147 °C, azeotropja 51,4 % transz-2-hexenalt tartalmaz és forraspontja 91,5 °C [13]. La-
boratériumi méretben nem tudtuk egy desztillalasi 1épésben kiilon fazisban kinyerni az aldehideket, ehhez
ismételt vizgdzdesztillaciokra volt sziikség.

A kinyert hexanal 77 %-os tisztasagl volt. Az ismételt vizgdzdesztillaciok soran a cisz-3-hexenal nagy
része transz-2-hexenalld izomerizalodott. Mig a 13-HPOT hasitasi reakcidelegye 16 % transz-2- és 72 % cisz-
3-hexenalt tartalmazott, a kiilon fazisban kapott nyers termékben 78,6 % volt a transz-2- és 10,0 % a cisz-3-
hexenal.
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Az 6rolt hulladék-kalcium-karbonat szuszpenzié, mint kéndioxid lekotd
The Milled Residual Calcium Carbonate Suspension as Sulphur Dioxide Capture Agent
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ABSTRACT

Using the wet and dry milling method we are obtained a reactive suspension of residual calcium
carbonate from NPK industry. The experimental results shows, that the obtained suspension has similar
buffering capacity like limestone and chemically pure calcium carbonate. Also we are demonstrated that the
sulfur dioxid capturing capacity of this suspension is comparable with the limestone and pure calcium
carbonate suspension. The enhancement factor values calculated using the Hatta modulus (E=1,75) approach
the measured ones (E= 1,67...2,07).

Keywords: residual calcium carbonate, suspension, buffering capacity, absorption, sulfur dioxide,
enhancing factor.

1. BEVEZETES

A nedves kéntelenitést, tobbek kozott, kis szemcseméretii, nagy reaktivitasu kalcium-karbonatokkal
vagy oltott mész szuszpenzidval végzik [1-3]. Ahhoz, hogy minél hatékonyabb legyen a kéndioxid megkdtése,
sziikséges, nem csak a nagy karbonat tartalom, hanem a minél kisebb szemcseméret is. Természetesen, a
szuszpenzio stabilitasa is egy fontos technologiai féltetétel. Ez utobbi a kiilonb6zo adalékkal vagy a szemcse-
méret csokkentéssel érheto el.

Mint a korabbi kisérletek is bizonyitottak [4-8], az 0rolt mészko helyettesithetd kiilonb6z6 technologiai
folyamatbol kikeriilt kalcium karbonattal. Ezeknek a kristaly és kémiai Osszetétele hasonlo a természetes kal-
cium karbonatéval [9], igaz, hogy a hulladék mindig magaval hordja a technologiai hatteret, vagyis szemcse-
mérete €s kémiai Gsszetétele attol a folyamattol fiigg, melybdl kikeriilt.

A szaraz és a nedves Orlést alkalmazva, nagy szilard anyagtartalma hulladékorletet allitottunk eld, ame-
lyet tigy Osszetétel, mint kéndioxid megkotd képesség szempontjabol jellemeztiink.

2. A SZUSZPENZIO ELOALLITASA ES SZEMCSEMERET MEGHATAROZASA

A kutatashoz miitragyaipari kalcium karbonat hulladékot alkalmaztunk. Az drlést két féle laboratoriumi
malommal végeztiik, éspedig, porcelan golyosmalommal és nemesacél kalapacsmalommal. A kalapacsma-
lommal csak szarazorlést, a golyosmalommal gy szaraz, mint nedves 6rlést végeztiink. Mindegyik Orlésnél a
golydsmalom tdltet mennyisége allando volt (szilard anyag / golyd arany=0,48 és szilard anyag / viz aranyt
=0,53), csak az Orlési id6 valtozott. Az 6rlés hatékonysagat a szemcseméret valtozassal jellemeztiik.

A termék szemcseméret Osszetételének meghatarozasra a nedves iilepedésen alapuldo modszert alkalmaz-
tuk. Ehhez, egy modositott Gelemkamp GB tipust, 250 mm magas, 220 mL térfogatu oszloppal rendelkezo,
iilepedési sebességet mérd mérleget alkalmaztunk, ahol a torzion alapulé 10 mg-os mérleget két tizedes pon-
tossagu digitalis mérleggel helyettesitettiik. A mérési gorbék segitségével maghataroztuk a szemcseméret 0sz-
szetételt és ebbdl az atlagos szemcseméretet. Mint, ahogy ay 1. abra is mutatja, ahogy varhato is volt, a nedves
orlés hatékonyabb, hisz a szemcsedsszetétel idobeni valtozasa talszarnyalja a szaraz Orléssel keletkezet popu-
lacioét.
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3. A SZUSZPENZIO REAKTIVITASANAK MEGHATAROZASA

A karbonat szuszpenzidk reaktivitdsanak jellemzésére a semlegesitési kapacitasmérest [8], alkalmaztuk.
Ezt egy egyszerli, konduktométerrel, pH méterrel és magneses keverdvel felszerelt iist reaktorban végeztiik, so-
sav oldat alkalmazasaval. Kéttipust kisérleteket végeztiink, egyik esetben a szuszpenziot adagoltuk a savra, a
masikban, a savat adagoltuk a szuszpenziéra. Mindkét esetben nagy gazfejlodésre szamitva, kis sav koncentraci-
oval dolgoztunk, 0,1378 M és 0,2756 M. Amint a 2. abran lathatd, a szaraz 6rléssel kapott szuszpenzio semlege-
sitési kapacitasa né az Orlési idovel. A kezdeti sebesség értéke a legnagyobb a 9 orat 6rdlt hulladék esetén. A
nedves 6rléssel keletkezett szuszpenziok megtartjak a szaraz Orléssel kapottak viselkedését, de, mint a 3. abran is
lathato, az érlemények reaktivitasa, a kereskedelmi karbonatok semlegesitési kapacitasa alatt marad.
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4. A SZUSZPENZIO KENDIOXID MEGKOTO KEPESSEGE

A szuszpenziok kéndioxid megkotd képességét vizsgalva, nem csak a kemoszorpcid sebességét kovet-
tiik, hanem a kiilonb6z6 stadiumban 1év6 szilard anyag Osszetételét is figyelemmel kisértiik. Mig a kéndioxid
megkotd képességet a modositott LEWIS reaktorban végeztiik, a kezdeti, az abszorpcid utani és a sziirletb6l
kikristalyosodott szilard anyag allapotat a DIGILAB FTS 2000 Spectrofotométerrel mértiik. A hulladékbol
nyert szuszpenzion kiviil bemértiik a kiilonbozé eredetli kalcium karbondtok — alsévacai mészkd, import
mészko és vegytiszta karbonat- kéndioxid lekotd képességét (1asd a 4. abrat). Minden paraméterhatas beméré-
sekor eldszor elvégeztiik a megfeleld RO (forditott ozmozissal kapott) vizbe valo abszorpcios kisérletet is. A
kéndioxid lekotd képesség meghatarozasara, kiilonbozo 6rolési idé utan nyert (0-13 6ra), kiillonb6z6é homér-
sékletii (298-313 K) és toménységi (5, 10, 15, 20 g/100 g) szuszpenzidval dolgoztunk, alacsony tulnyomason
(5-17 mm H,0), alland6 keverési szammal (200 ford/min).

Az oOrlési id6 pozitiv befolyassal van a kéndioxid lekotési kapacitasra, nem gy, mint a hdmérséklet,
melynek névekedésével a kéndioxid koncentracid csokken. Ellenben, a tilnyomas és a szuszpenzid koncentra-
szuszpenzid esetén is az elnyelt kéndioxid mennyiség duplaja a vizben abszorbealodottnak. Ahogy né a szusz-
penzi6 szilardanyag tartama, Ggy né az elnyelt kéndioxid koncentracio is. Ami a szildrd komponens minéségét
illeti, a kisérletek bebizonyitottak, hogy ez nem fiigg, a 1éptéktol, a szuszpenzid koncentraciotol, a hdmérsék-
lettdl, tulnyomastol, mindig, mint a hulladék, mint a karbonatok esetén a megszabott idében bemért szilard
anyag, ugyanazokat a spektrumokat mutatja. Osszehasonlitva a kapott spektrumokat, a potencialis kaphato
kristalyok spektrumaival (gondolunk itt a kalcium szulfitra, kalcium szulfat dihidratumra), akkor azt tapasztal-
juk, hogy mig a kemoszorpcid utan szulfit és karbonat keverékkel allunk szembe, addig az oldatbdl kikrista-
lyosodott anyag kalcium szulfat.

Ismert, hogy a reakcioval jard abszorpcios folyamatok esetén, a reakcio-hatasat az u.n relativ aktivalasi

N/’q kL‘AC_kL (1)

tényezovel fejezik ki [10]: g * = = =L
N, k}-AC k)

ahol: N ;1, N ,- a reakcid jelenlétében, illetve annak hidnyaban abszorbealt komponens, mol/m?s, k I
kg - a reakcid jelenlétében és annak hianyaban mért anyagatadasi tényez6, m/s, AC - az abszorpciés folyamat
hajtéereje, mol/L

Mint, ahogy az 1. tablazat is tiikrozi, a szamitott relativ aktivalasi tényez6 a hulladék kalcium karbonat
esetén mutatott legkisebb értéket, de az érlés bevezetésével ez ndvelhetd.

Az relativ aktivalasi tényezo értéke kiilonbozo fajtaju karbonatok esetéen. 1. tablazat

Karbonatfajta Import Alsovacai Vegytiszta Hulladék 13 érat 6rolt
mészkd mészkd mészkd hulladék
Az aktivalasi tényez6 értéke 2,11 1,87 2,01 1,67 2,07

Alkalmazva Whitmann illetve Dankwerts altal javasolt, a rendszer tulajdonsagait figyelembe vevé mod-
szereket [10], kiszamitottuk a karbonat szuszpenzio altal kifejtett relativ aktivalasi tényezo értékét. A szamitott
értékek (1,57 és 1,75) elég jol megkdzelitik a mérésekre alapozottakat, melyek a karbonat hulladék esetén 1,67
és 2,07 kdzott mozogtak.

OSSZEFOGLALAS

A hulladék kalcium karbonat szemcsemérete bar kiilonbozik a kereskedelmi kalcium-karbonatoktol,
azonos kristaly és hasonld vegyi dsszetétele lehetévé teszi a kdrnyezet védelmi technologiak mészkd helyette-
sitd adalékaként valo felhaszndldsra. Ami a szemcseméret csokkentését illeti, a kisérletek bebizonyitottak,
hogy szaraz, de féleg nedves 6rléssel a kezdeti hatranyat konnyen ki lehet kiiszobolni, oly annyira, hogy a
golyosmalomban nedvesen 6rolt hulladék, megkozeliti a vegytiszta kalcium karbonat szemcseeloszlasat. Ami
a reaktivitast illeti, a kisérletek azt bizonyitjak, hogy az 6rolt hulladék semlegesitd kapacitisa nagyobb, mint
sok 6rolt mészkéé, s nem marad sokkal a vegytiszta kalcium karbonat alatt. Kéndioxid megkotd képessége
szempontjabol, az drléssel eldallitott hulladék épp oly nagy aktivalasi tényez6t biztosit, mint a vegytiszta, vagy
a nagyon kis szemcseméretii mészko.
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ABSTRACT

Distribution of serotonin content of nervous fibers in both the somatic and the visceral muscle of
Eisenia fetida have been investigated using immunocytochemical staining and voltammertic measurements.
Good correlation was found between the innervation density and i, values of Differential Pulse Voltammetry
(DPYV) in different anatomical areas. As far as we know this is the first report using in vivo voltammmetry
investigating serotonin content in earthworm, Eisenia fetida.

1. BEVEZETES

Szerotonin (5-HT) az egyik legfontosabb szignal molekula a foldigilisztakban. A hasduclanc 5-HT tar-
talmu neuronjai idegrostokkal kapcsolddnak a bérizomtomlohdz (szomatikus izom), valamint a bélrendszerhez
(visceralis izom). Az ideg—izom szinapszisokban a szerotoninnak fontos szerepe van [4], hatasa kettds, lehet
serkentd [5] és gatld [1]egyarant, a farmakologiai vizsgalatok tanulsaga szerint a hatds a 5-HT pillanatnyi
koncentraciojatol fligg.

Az 1970—es évek kozepétdl indult hoditd utjara az in vivo voltammetria modszere, aminek segitségével
konnyen nyomon kovethetdk az elektroaktiv neurotranszmitterek/modulatorok koncentraciovaltozasai ¢€lo
allatokban.

Korabban megjelent tanulmanyainkban bemutattuk a szerotonin rostok el6fordulasat, megallapitottuk az
tek birtokdban vet6dott fel a kérdés, hogy vajon elektrokémiai iton, in vivo voltammetria segitségével detek-
talhaté—e az 5—HT koncentracid az izomsejtek rostjaiban.

2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. Allatok
Vizsgalatainkat Eisenia fetida (Oligochaeta, Annelida) kifejlett példanyain végeztiik. A kisérletek meg-
kezdéséig klimaszekrényben tartottuk 6ket standard hdmérsékleten (10 °C) és paratartalomban (60%).

2.2. Immuncitokémiai vizsgalatok

2.2.1. Fixalds

Az éllatokat szénsavas vizben érzéstelenitettiik. A test els6 20 szelvényét Zamboni—oldatban [6] fixaltuk
24 6ran keresztiil.

A fixalas utan a szoveteket 0.1 M—os foszfat—pufferben (PBS, pH 7.4) mostuk, felszallo etanol sorozat-
ban dehidrataltuk és Paraplastba dgyaztuk. 7 um vastagsagu sorozatmetszeteket készitettiink egy rotacids
mikrotom segitségével (Anglia Scientific Instruments LTD, Cambridge, England) és a metszeteket krom—
aluminium-zselatin bevonatu targylemezre vettiik fel.

Miiszaki Szemle e 39—40 73



2.2.2. Fénymikroszkopos immuncitokémia

Deparaffinalas és rehidratalas utan a kovetkezo protokollt kovettiik: a metszeteket 3x20 percig foszfat—
puffer—Triton X—100 (PBS-TX) oldatban mostuk, 0.25%—0s marha szérum albumint, 0.025% TX—et és 0.01%
Na-—azidot tartalmazé PBS—sel higitott 10%—os normal kecske szérumban eldinkubaltuk.

Az elsbédleges antitesttel [nyul poliklonalis anti 5-HT antiszérum (Sigma)] valo 12 6ras inkubalas utan,
PBS-ben valé mosast kovetéen a metszeteket biotinilalt kecske anti—nytl IgG (Sigma) 1:20 aranyban higitott
szérumaval inkubaltuk 1 6ran at, majd egy ujabb PBS—es mosas utan ExtrAvidin Peroxidaz (Sigma) 1:20
aranyban higitott komplexében torténd tjabb 1 oras inkubalas kovetkezett.

Az 0sszes antiszérumot PBS-TX-BSA-ban higitottuk ki és szobahdmérsékleten dolgoztunk veliik. A
lokalis peroxidaz aktivitds indikalasara 0.05% 3,3,—diaminobenzidint és 0.01% H,O,—ot tartalmazé 0.1 M
TRIS-HCI pufferben inkubaltuk a metszeteket 15 percig.

A metszeteket felszallo etanol sorozatban dehidrataltuk, xylolban tisztitottuk és DPX—el fedtiik le.

A kontroll vizsgalatokat az elsddleges antiszérum elhagyéséaval és helyette 1%—os normal kecske szé-
rum hozzaadasaval készitettiik.

2.2.3. Kvantitativ fénymikroszkopias vizsgalatok

A preparatumokat CCD kameraval ellatott Nikon Eclipse 80i fénymikroszkoppal vizsgaltuk. A fénykeé-
peket Adobe Photoshop 7.0 szoftver segitségével értékeltiik ki. A szines képeket sziirke arnyalatosba konver-
taltuk, az igy kapott inverz fotdkat hasznaltuk, ily médon az altalunk vizsgalni kivant teriilet (5S—HT tartalmu
idegelemek) automatikusan fehér arnyalatu lett. A denzitometriai vizsgalatokhoz négy anatomiai teriiletet va-
lasztottunk ki: a test elsé szelvényét, a masodik szelvényt, mint a borizomtomlé részeit, valamint a garat és a
gyomor teriiletét. Az immunpozitiv teriilet aranyat a Histogram menii segitségével hataroztuk meg és fejeztiik
ki annak szazalékos eléfordulasat.

2.3. Voltammetrias vizsgalatok

2.3.1. Mikréelektrodok

33 pum atméréju szénszalakbol készitettik az elektrodokat. A szénszalakat a Specailty Materials
(Massachusetts, USA) cégt6l kaptuk ajandékba. Minden alkalommal egyetlen szénszalat helyeztiink egy iiveg
kapillarisba (d=1.1 mm), majd egy vertikalis kapillaris huzo késziilék segitségével (P-30 Micropipette Puller,
Sutter Instrument Co.) mikropipettat huiztunk. Egy éles penge segitségével levagtuk a mikropipettabdl kilogo
szénszalat. Az elektromos kontaktust a mikropipetta belsejébe juttatott higany és réz szal biztositotta. Az elekt-
rod feliiletére Nafion film bevonatot készitettiink oly modon, hogy az elektrodokat 5%—os Nafion (Sigma)
oldatba martottuk haromszor, minden alkalommal 3—5 masodperc id6tartamig €s a bemartasok kozott 2—3 perc
szaradasi id6t biztositottunk. Ezutan az elektrodokat vagy szobahdmérsékleten szaritottuk 12 oran keresztiil,
vagy 80°C—os kemencében 10-15 percig.

1 mm atmér6jii Ag/AgCl huzalt hasznaltunk kvazi referencia elektrodként €s 0.3 mm atmérdji Pt huzalt
segédelektrodként.

2.3.2. In vivo vizsgalatok

A vizsgalataink soran DPV mérési programot alkalmaztunk PAR (Model 273 A) és CH Instrument
700C Elektrokémiai mérdallomas alkalmazasaval. A leggyakrabban alkalmazott mérési paraméterek az alab-
biak voltak: pasztazasi potencial ablak —0.2 V, +1.2 V; pasztazasi sebessé¢g 20 mV/sec; 1€épés hossz 1.000 mV;
potencial pulzus szélesség 50 ms; potencial pulzus nagysag S0mV.

Az allatokat szénsavas vizben érzéstelenitettiik, majd 2 csoportra osztottuk dket. Az egyik csoportban a
mikroelektrodot fliggdlegesen, a bérizomtomlé dorzalis oldala feldl vezettiik be az elsd és a masodik testszel-
vény korkords izomrétegéig. Mig a masik csoport estében a borizomtdmlé dorzalis felét, a 3—15 szelvények
kozott felvagtuk, hogy a garat és a gyomor jol lathatova valjon, majd ezutan juttattuk az elektrodokat fliggéle-
gesen az emlitett két szerv sajat izomrétegébe.

s

sen készitett S—HT (Sigma) oldatok alkalmazasaval kalibraltuk.

3. EREDMENYEK

3.1. In vitro vizsgalatok
A 5-HT, mint elektroaktiv molekula, 4 elektronos reakcioban (CECEC mechanizmus szerint) oxidalo-
dik a szénszal feliiletén.
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A foldigilisztak szerotonin tartalmil rostjaiban az 5-HT koncentracidja a pM—os nagysagrendbe esik,
ezért sziikkséges DPV méroprogramot alkalmazni a voltammetrias méréshez. A lehetséges méréstartomany
felmérésére in vitro voltammetrias vizsgalatokat végeztiink. Az 1. dbra 33 pum atmér6ji szénszalas elektrod

s

| (]
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1. abra
mutatja (pasztazasi potencial ablak —0.2 V, +1.2 V; pasztazasi sebesség 20 mV/sec; lépés hossz 1.000 mV;
potencidl pulzus szélesség 50 ms; potencial pulzus nagysag 50mV).

3.2. In vivo vizsgalatok

3.2.1. Borizomtomlo

A foldigilisztak bérizomtomléje harom 6 rétegbdl all, az epitheliumbdl, a korkdrds — és a hosszanti
izomrétegbdl. A neurotranszmitterek/modulatorok ugyancsak harom idegfonadékbol szabadulnak fel a. Ezek
koziil is a legfejlettebb a korkoros — és hosszanti izomréteg kozott hizodd plexus muscularis [3].

A rost vastagsaga az altalunk hasznalt mikroelektrodok hegyatmérdjének tartomanyaba esik, ily modon
az elektrodot a rostkotegbe juttatva azok belsejében voltammogrammokat vehettiink fel Differencial Pulzus
tizemmoddban. Ezzel parhuzamosan denzitometrias méréstechnikaval az immunreaktiv rostok %—os eléfordu-
lasat is meghataroztuk. Két anatomiai régioban vizsgaltuk a 5—HT tartalmat és a rostok denzitasat, nevezetesen
az elso testszelvényben, azaz a prostomiumban és a masodik testszelvényben.

2. abra
Immunhisztokémiai és voltammetrias mérések eredményeinek osszehasonlitasa
a testfal 1. és 2. testszelvényeiben
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A 2. A édbran (ep: epithelium, bc: body cavity) a 2. testszelvény gazdag innervacidja lathato, miga 2. D
(ep: epithelium, bec: body cavity) abran a prostomiumé. A 2. B és 2. E abrak mutatjadk be az
immunhisztokémiai fotokbol készitett denzitometrias képeket. A 2. C abran a 2. testszelvény plexus
muscularisaban készitett DPV felvétel lathato, mig a 2. F dbra a prostomium muscularis plexusaban készitett
DPV felvételt mutatja. Mind az A, mind pedig a D fotdn csillagokkal hataroltuk koriil az altalunk vizsgalt
immunpozitiv teriiletet, a nyilak pedig a muscularis idegfonadékra mutatnak. Mind a négy mikrofoton (2. A, 2.
B, 2. D, 2. E) a skala jelzés 50 um hosszu. A denzitometrias fotokon (2. B és 2. E) jol lathat6 a plexus vastag-
saga kozotti kiilonbség, amit a DPV felvételekrél (2. C és 2. F) leolvashatd csucsaramintenzitasok is alata-
masztanak.

A denzitometrids adatfeldolgozassal kapott immunpozitiv rostok eléforduldsa a 2. testszelvény esetében
2.73£1.0%nak (n=4) adodott, mig ugyanez az érték a prostomium, azaz az 1. testszelvény esetében
1.02+0.2% (n=4) volt. Hasonl6an a denzitometrias adatokhoz, a DPV felvételekrol leolvashatd csicsmagassag
a 2. testszelvény esetében 272.5+15.0 nA—nek (n=4) adodott, mig az elsd testszelvényben készitett DPV felvé-
telek csak 135.0£5.8 nA (n=4) cslcsaramintenzitast adtak. Az el6zetes kalibracio alapjan a regisztralt
cstcsaramintenzitasok (ip) kb. 320 uM és 158 uM 5-HT koncentracioknak felelnek meg.

3.2.2. Garat és gyomor

A foldigilisztak, és igy az altalunk tanulmanyozott Eisenia fetida visceralis szerveinek beidegzésében is
fontos szerepe van a 5S—HT-nak. A garat és a gyomor egész hosszaban egy enterikus idegfonadék huzodik,
mely idegrostokbdl épiil fel [2].

Munkank ezen részében a visceralis szervek beidegzésérdl kapott immunhisztokémiai—denzitometriai
adatokat kivantuk 6sszehasonlitani a voltammetrias modszerrel nyert aramintenzitas értékekkel. Eredményein-
ket a 3. abra foglalja 0ssze.
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3. abra.
Immunhisztokémiai és voltammetrids mérések eredményeinek dsszehasonlitisa
garat és gyomor testrészek esetében

A 3. A abra az eredeti 5-HT immunfestett morfoldgiai képet mutatja be (ep: epithelium), mig a 3. B ab-
ran ennek denzitometrias adatfeldolgozas céljabol készitett inverze lathatd. A fotok a garatrol késziiltek. A 3.
C abran a garatban készitett voltammetrias felvétel lathaté, DPV tizemmodban.

A 3. D foton lathatd kép a gyomorrdl késziilt 5S-HT immunfestéssel, a 3. E abran pedig az el6z6 fotd
denzitometrias képe lathato. A 3. F abran lathatd a gyomor enterikus plexusaban készitett DPV felvétel. Mind
az 3. A, mind pedig a 3. D foton csillagokkal hataroltuk koriil az altalunk vizsgalt immunpozitiv teriiletet, a
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nyilak pedig az enterikus fonadékra mutatnak. Mind a négy mikrofoton (3. A, 3. B, 3. D, 3. E) a skala jel hosz-
sza 50 pm.

A denzitometrids eljarassal kapott immunpozitiv rostok szazalékos eldfordulasai a garat esetében
1.1240.6%nak (n=4), mig a gyomor esetében 1.28+0.6%—nak (n=4) adodtak. Az ugyanezen két teriileten
szénszalas mikroelektroddal detektalt csiicsaramintenzitasok a kovetkezdek voltak: 122.5+5.0 nA (n=4) és
137.5£12.6 nA (n=4). Az elézdleg felvett kalibracios egyenes alapjan ezek az i, értékek kb. 158 pM és 161
uM 5-HT koncentracio értékeknek felelnek meg.

4. OSSZEFOGLALAS

Vizsgalatainkban a tragyagiliszta (Eisenia fetida) kiilonbdz6 anatomiai teriileteinek 5—HT tartalmat
vizsgaltuk két kiilonb6zé modszerrel: egyrészt a széles korben alkalmazott immunhisztokémia festéssel, ki-
egészitve azt denzitometrias vizsgalatokkal, masrészt szénszalas mikroelektroddal, voltametrias méréseket
végezve. Célunk az volt, hogy a két modszer eredményeit 6sszehasonlitsuk, valamint, hogy a voltammetrias
modszer foldigilisztakban valo alkalmazhatosagarol és hasznalhatosagardl informacidkat kapjunk.

Mind a visceralis—, mind pedig a szomatikus izmok 5-HT beidegzését megvizsgaltuk mind a két mod-
szer segitségével. Végkovetkeztetésként elmondhatjuk, hogy a voltammetrids adatok jo egyezést mutattak az
immunhisztokémia festési eljaras, valamint a denzitometrias kiértékelés eredményeivel. Ez szamunkra azt
jelenti, hogy a szénszalas mikroelektroddal végzett DPV alkalmas modszer a foldigilisztak kiilonbozo test-
szerveiben 1évo 5—HT koncentracié nyomon kdvetésére. A modszer elénye, hogy €10, altatott allatokon végez-
het6k a kisérletek, kiillonbozé anatéomia régiok vizsgalhatok egymas utan. Kiilonboz6 idében ismételhetok a
mérések azonos helyen, igy a lokalis koncentracidvaltozasok is figyelemmel kisérhetok.

5. KOSZONETNYILVANITAS

A szerzok ezaton szeretnének koszonetet mondatni Kiss Gyeretyannénak a technikai segitségért. A ku-
tatasainkhoz az anyagi segitséget a MTA-PTE Adaptacio Biologiai Kutatocsoport és a Magyar Tudomanyos
Alap (OTKA, T049502) nyujtotta.
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Ujabb eredményeink a névényi hormonok
hatasmechanizmusa kutatasaban

New Results in the Research of the Activity Mechanism of Phytohormones
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ABSTRACT

As we demonstrated previously, the concept of the ,,soft” chemicals can be extended on phytohormones,
modifying their mechanism from oxidative in hydrolytical one. In this way, in the action mechanism of auxines
doesn’t form free radicals, inhibitors of the growth, in usual conditions. We realized the same effect adding
natural free radical traps (ascorbic acid, polyphenols) to the auxine solutions. Beside the supposable results,
we remarked supplementary some oscillatory phenomena unknown in the phytobiology.

1. BEVEZETES

Ismeretes, hogy a novényi hormonok (auxinok) novekedésserkentd hatasa az id6 és a koncentracio
fliggvényében éles maximumon halad at [1]. Ennek, illetve az auxinok hatasmechanizmusanak a magyarazatara
tobb elmélet sziiletett, amelyek koziil az tiinik elfogadhatdébbnak, hogy az auxin miikodése kézben fotooxidacio
megy végbe, ami szabadgyokképzddéshez vezet, a szabadgyokok viszont gatoljak (feed-back) a hormon tovabbi
hatasat. Ennek a mechanizmusnak a bizonyitdsara felhasznaltuk Bodor retrometabolizmusra alapozott
gyogyszer- és vegyszertervezés felfogasat [2]. Céljanak elérésére Bodor két utat ajanl: a kémiai célbajuttatas
rendszerét (CDS) és a lagy gyogyszerek (SD) létrehozasanak lehetdségét (1. abra).

Ez az elmélet arra iranyul, hogy ¢lészervezetekbe jutd gyogyszerek (vegyszerek) oxidativ
metabolizmusat hidolitikusra cserélje ki, és ily modon — a szabadgyokképzddés kizarasaval — csokkentse a
vegyiiletek toxicitasat, illetve — gydgyszerek esetén — novelje azok terapias hatasat:

SD
met met I \
CDS — CDS; - 5 PD - » D — 5 M
-Fi. Fa T \
L1
M. M,
Dy..Dy
RMD
1. abra

A retrometabolikus gyogyszertervezés elvi vazlata

1: Gyogyszer-toxicitds:
T(D) = T°(i) + T(A1,As,...AL) + T(M,M,,.. M,) + T(I*,1%,,...1%,)
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TP(i); intrinszik toxicitas

ALA,,...Ay; analog metabolitok D tipusu hatassal
M|, M,,...M,; mas metabolitok

I*,,I*%,,..I*,; reactiv koztitermékek

TI = TD/ED; terapias index

T = toxicitas

TD = Toxikus dozis

ED = Effektiv dozis

2: Vegyszerek (C):

T(C) =TC() + T(Cy, Cp,...Cp) + TMy, Mp,.. M) + T(I*y, T*,,...I*))
TC(1)<<TD(i)

I*,, I*,,...I*,; fontosabb koztitermékek

SI = TD/EmD; biztonsagi index

EmD = Maximalis kornyezeti dozis

Az adott vegyiilet ,meglagyitasa” gyakran ugy érhetd el, hogy a molekulaban 1évo telitett
oldallancokban két vicinalis metiléncsoportot veliik izoelektronikus és izosztérikus észter- vagy forditott
észter-csoporttal cserélnek ki.

2. KISERLETI KORULMENYEK, MODSZEREK

A tanulmanyozott vegyiileteket (nitronok, ,lagyitott” auxinok) kutatécsoportunk szintetizalta,
azonositasukat, szerkezet- és tisztasagvizsgalatukat elemi analizissel és IR spektrumok alapjan végezte [6].

A csiraztatasi kisérletekhez buzaszemeket hasznaltunk, a tapoldat auxint és aszkorbinsavat tartalmazott,
adott koncentracioban. Vizsgaltuk a csira hosszanak novekedését az ido fiiggvényében. Méréseinket minden
esetben 50-50 gabonaszemen végeztiik, eredményeinket atlagoltuk és statisztikusan feldolgoztuk.

Az auxin-tormaperoxidaz-oxigén rendszerben az idébeli oszcillaciokat potenciometriasan kovettiik, a
Pt-elektrod jelének iddbeli valtozasat rogzitettik. A peroxidazt tormabdl vontuk ki Tris pufferoldat
segitségével [4, 5].

3. EREDMENYEK

Kutatocsoportunk az indolil-vajsav (IBS) etiléncsoportjat kelyettesitette észter- illetve forditott észter
csoporttal [6] (2. abra):

—» @U‘—C—O—CHZ-COOH
N
H
7 -C-CH,-COOH
—»
H

2. abra
Az indolil-vajsav meglagyitasa

@U‘—CHQ—CHQ—CHQ-COOH
N

H
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Kutatdsaink soran azt észleltiik, hogy az auxin-hatas a ,,]Jagy” IBS esetén nem halad at maximumon, ha-
nem egy hatarérték elérése utan, jo kozelitéssel allandd marad, tehat az oxidativ bomlas kizarasa a hatasgatlas
megsziinésével jar egylit.(3. abra).

=

i o
| ! o-cacoon
a0+
|
Q
-!-CH1{OOH
2
|

it
] 3 o O\j—(Hg-CHg-CH;'COOH

10 i

0 1 : Konc. {(mg/l) 5

3. abra
Az IBS és a megfeleld ,,lagy” észterek novekedés-serkentd hatasa etiolalt zabkoleoptilre.

Ez az eredmény eredeti (szabadgyokds mechanizmusra vonatkozo) elképzelésiinket igazolta. Logikus
kovetkeztetésként feltételeztiik, hogy minden szabadgyokfogd adaléknak az auxinok hatasat hasonlé médon
kell befolyasolnia. Erre a célra elsGsorban olyan anyagokra gondoltunk, amelyek a ndvényi szervezetek
szamara nem idegenek (pl. polifenolok).

A vizsgalatok els6 szakaszaban a szabadgyokbefogast aszkorbinsav hozzaadéssal valositottuk meg (4.
abra). Az abrabdl kitiinik, hogy azoknak a buzaszemeknek a csirdjuk gyorsabban fejlodott, amelyeket olyan
tapoldaton csiraztattunk, melyek az indolecetsav mellett gyokfogdt is tartalmazott.

18 ¥=0,185%-1043 y=0114%- 672 1
R 2=0873 RZ=033 = )
6 .
14
E 12
0 - - + 2)
8
H
4
>
0 : : : :
65 85 105 125 145 185
i (ora)
4. abra

A buzacsira idobeli novekedeése: 1) Vakproba, 2) Auxinkoncentracio 1 mg/|

Az eredmények altalaban megfeleltek a varakozasnak, de a hatas a vartnal sokkal komplexebb volt. Az
¢éles maximumon valé athajlas nem jelentkezett, de — evvel szemben — fellépett egy periodikus hatasingadozas,
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amelyet ugy értelmeziink, hogy a sorozatos serkentés-gatlas egy kiilonleges esetének, mint oszcillacios
jelenségnek, vagyunk a tanui (5. bra).

—a— & aszhkorhinsay
17 4 koncentacidja 0 moil

—m— az aszkarbinsay
F koncentracidja 1
4 mogiL

5. bra
A csirak hosszanak valtozdasa az auxinkoncentracio fiiggvényében 120 ora utan

Az egzotikus oszcillacidés reakciok szamos esete ismert mind a kémiaban, mind pedig az ¢éI6
szervezetekben, a fitobiologiaban azonban hasonl6 jelenséget ritkan irtak le.

Ilyen jelenséget észlelt Degn [3] az auxin — peroxidaz — oxigén rendszerben. Azt tapasztalta, hogy in vitro,
oszcillacios reakciok lépnek fel, amit az oxigén-koncentracio valtozasanak kovetésével mutattak ki. Mi ezt a
jelenséget a rendszer redoxipotencialjanak a mérése utjan tanulmanyoztuk. Mivel az emlitett szerzk szerint
egyes fenolok a reakciét fokozzak, megvizsgaltuk néhany novényi polifenol (morin, rutin) hatasat is (6. abra).
Ezek a koriilmények a novényi szervezetekben is kialakulhatnak. Bar a fellépd oszcillacids reakciok részletes
mechanizmusa igen bonyolult, a megfigyelések alapjan feltételezziik, hogy a névényélettanban ismert maximu-
mon athaladé auxin-hatés az oszcillacios folymatok egyik természetes megnyilvanulasi formaja [4].

40-

20 X 4 + s ' 1
10 20 30 40 50 ol 70 o i)

6. abra
Az IES-tormaperoxidaz-oxigén rendszer redoxi-potencialjanak iddfiiggése, polifenolok jelenlétében.

A hatarmechanizmus tisztazasa érdekében kutatdcsoportunk olyan vizsgalatokat is végzett, amelyekben a
gyokfogdt — ebben az esetben a nitron csoportot — nem az oldathoz adta, hanem az auxin szerkezetébe épitette
be (7. abra):
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7. dbra
A vizsgalt, nitron csoportot tartalmazo auxinok

Fitobioldgiai vizsgalatok soran bebizonyosodott, hogy a szintetizalt vegyliletek nem genotoxikusak

(nem moédositjak a novényi kromoszomak szerkezetét), a ndvekedésserkentd hatdasmechanizmusuk pedig
megfelel azoknak a kisérleteknek, amelyekben a gydkfogot az auxin oldatdhoz adtuk.

4. KOVETKEZTETESEK

A kisérleti eredmények azt bizonyitjak, hogy az auxinok lebomlasa a ndvényi szervezetben, természetes

koriilmények kozott gyokos mechanizmus szerint megy végbe. Az auxin ,,meglagyitdsa” soran a gyokos
lebomlés helyett a hidrolitikus reakciout valik valdszinlibbé, nem jelentkezik tehat a keletkezo szabadgyokok
gatld hatasa. Hasonlo eredményhez jutunk, ha az auxin oldatdhoz természetes gyokfogokat (aszkorbinsavat,
polifenolokat) adunk, vagy a gyokfogot (esetiinkben nitroncsoportot) beépitjiik az auxin szerkezetébe. A
beépitett nitroncsoportot tartalmazoé auxinok genotoxicitasara vonatkoz6 vizsgalatok eredméneyi negativak.

A fitobiologiaban igen ritkdn tapasztalt oszcillacids jelenséget is megfigyelhettink az auxin

hatasmechanizmusaban az auxinkoncentracio, valamint az id6 fiiggvényében.

[1].
(2].

[3].
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A templat reakciok
Template Reactions
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ABSTRACT

After a short historical survey upon this type of coordination reactions, the autors give a classification
of their derivatives using the nature and number of the donor atoms: (NN, NNN, NNNN, OO, OOOO, N>O,,
N;O, NS, NP, OP). Some general synthesis methods were also mentioned.

A series of new template reactions were carried out with asymmetric and symmetric o-ketoximes and
various aliphatic diamines, in the presence of Ni(ll), Pd(ll), by refluxing in ethanol, and at room temperature,
respectively.

The orketoxime starting materials were obtained by isonitrosation of the corresponding monoketones.
The obtained macrocyclic complexes were characterized by middle and far infrared spectra (Vou, Vg, Vc=n
Wo Vi, Viy) and 'H-, °C NMR measurements (o, Ocn, Oco).

1. BEVEZETES

Az angol nyelvre jellemzd, hogy szamos olyan kifejezést hasznal, melyek gyakran egymastol teljesen
eltérd jellegii fogalmakat jelolnek. Igy vagyunk a temple-templat kifejezéssel is, mely templomot, kézépkori
lovagrendet, meg valami szerszamot is jelol. Bizonyara néhanyan olvastak is Sienkiewitz lengyel ir6 konyvét a
“Keresztes lovagok”-at mely a templarius rablolovagok felett, a lengyel seregek gydzelmének allit emléket.

A kémidban Busch amerikai tudés munkéssaga nyoman mertil fel e kifejezés. Klasszikusnak szamité ki-
sérletsorozattal kimutatta, hogy az o-amino-benzaldehid hosszabb allas vagy melegités hatasara dimer, illetve
trimer polimer szarmazékka kondenzalodik onmagaban. Ha e vegyiilet alkoholos oldatahoz réz (II), illetve
kobalt (II) sot keveriink, akkor az 1-es abran lathaté makrociklusos vegyiiletek keletkeznek.

ot
o
NH, \ A/Q
e e
of

1. abra
Bush klasszikus templat szintézisei

X
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Busch felfedezésével csaknem egyidoben Curtis, ujzélandi vegyész, a kozismert trisz-etiléndiamin
Ni(II)-s6hoz acetont kevert, s zart iivegedényben napos helyen, talan véletleniil, allni hagyta. Az ibolyaszinii
[Ni(en);](ClOy4), komplex eltiint, s helyette sz&ép barna kristalyos termék keletkezett. Alapos vizsgalat soran
kideriilt, hogy tulajdonképpen egy makrociklusos vegyiiletrdl, a ,,ciklam®-rél van szo, kétféle sztereoizomer
modosulatban. (2. abra).

N BN NH N
[Ni(en) ]Mi [\Ni“j + [\{Zg
NH\N 1\6{\
H3>I\/u\ HS}'\/“\
H, CH, H, CH
transz
2. dabra
Curtis felfedezése

A fémionok tehat sajat koordindcids tulajdonsagaiknak megfelelden iranyitjak megfelelé geometriai el-
rendez6désbe az olyan kis szerves molekulakat, melyek rendelkeznek bizonyos donoratomokkal (N, O, S, P).
A Cu® tehat siknégyzetes vagy tetraéderes, a Co pedig oktaéderes konfiguracioba iranyit. A fémion tehat
,szerszamként, templat hatast fejt ki. A késébbiek soran tobb ilyen kis molekuldt valtozé donorokkal igye-
keztek templat reakcidkra kényszeriteni, tobb-kevesebb sikerrel.

A periddusos rendszer sok fémionjat probaltak ilyen templat reakciokra bevonni, eddig azonban foleg
csak az alkalifém ionok és a 3 d atmenetifém ionok, valamint a Mg** és a Ca®" voltak alkalmasak ilyen célokra
(1. tablazat). A dolt betiivel jelzett fémionokra ilyen vonatkozasban csak nagyon kis szamu irodalmi utalas
1smeretes.

A templat reakciokra legalkalmasabb femek 1. tablazat
I, 11, m, v v, vi, v, | v, I, 10,
H
Li Be |- - - - — — - — — -
Na Mg |- — — — — — _ — — —
K Ca Sc Ti V Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn
Rb Sr Y Zr Nb Mo Tc Ru Rh Pd Ag Ccd

Az emlitett kismolekuladk templat ion nélkiil kiillonb6z6 kisebb-nagyobb molekuldkat hoznak létre, me-
lyek eltérnek a templat reakciok eredményeit6l. A templat komplexekbdl a fémion altalaban kdnnyen eltavo-
lithaté asvanyi savakkal, H,S-nel, Na,S-dal, és igy a makrociklusos szerves vegyiiletet tiszta allapotban izolal-
hatjuk. Bizonyos esetekben viszont nem alkalmazhat6é ez a modszer, mert az egész makrociklusos vegyiilet
szétbomlik, pl. a vas(I)-klatrokelatok esetében: [Fe(Diox);(BOR),].

Megjegyzendd, hogy a szabad makrociklusos szerves vegyliletek klasszikus preparativ, 1épcsozetes fel-
épitéssel csak nagyon faradsagos soklépcsés szintézisek soran lennének eldallithatok. Tobbségiliket meg sem
prébaltak ily moédon nyerni.

A templat reakciok soran keletkez6 makrociklusos vegyliletek jelentds részét a donor atomok szerint
osztalyoztatjuk: homogén szarmazékok, csak egyféle donor-atommal, illetve heterogén, vegyes szarmazékok
tobbféle donoratommal (N, O, S, P). Igy pl. a tetradentat makrociklusos vegyiiletek sematikus 4brazolasa:
NNNN, 0000, SSSS, NOOO, ONNN, NNOO (legismertebb), NNNO, NSSS, stb.

A 3. abran néhany O-tartalmu makrociklusos vegyiiletet tiintettiink fel, melyek poliétereknek tekinthe-
tok. Ezeknél a gytriit alkotd atomok szama 9 — 60-ig, az oxigén heteroatomok szama pedig 3 — 20-ig is val-
takozhat.
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3. abra

Alifas O,0-makrociklusos vegyiiletek (korona-éterek)

E csoportban legfontosabb szadrmazékok az N,O vegyes donoratomu szarmazékok, melyek
szalicilaldehid, 1,2- és 1,3-diketonok, valamint 1,2-diaminok kdlcsonhatasa soran keletkeznek. Ezek egyes
esetekben fémionok nélkiil is képzddnek, pl. a szalén: bisz-szalicil-aldehid-etilén-diamin.

Sok esetben viszont eldallitasukra templat reakciot kell alkalmazni.

A fémionok jelenlétében mindegyik esetben a kondenzacids folyamat sebessége felgyorsul, a mellékre-
akcioké viszont lelassul. Megjegyzendd, hogy tobb olyan kondenzacios folyamat ismeretes makrociklusos
vegyliletek eldallitasara (N, O donorokkal), melyek klasszikus moddszerrel (az amin és a karbonil-vegyiilet
oldatainak tobboras forralasa) és a gyorsabb templat reakcioval is eldallithato (altalaban mar szobahdmeérsékle-
ten valo 1 — 2 napos allas soran).

KISERLETI RESZ

Tanulmanyaink soran megvizsgaltunk egy sor alifas- és aromas o-ketoxim és néhany p-diketon: acetil-
aceton, benzoil-aceton kondenzacios reakcidit diaminokkal, atmeneti fémionok: Ni, Pd, Pt, Co jelenlétében. E
kondenzacids reakciok soran tetradentat Schiff-bazisok kelatjai keletkeznek. Ha fémioként Co(II)-t alkalma-
zunk, akkor levegd atmoszféraval oktaéderes Co(Ill)-hexadentat komplexeket nyeriink.

A képzddési reakciok a kovetkezok:

MX, + H,L = [ML] +2 HX (M =Ni, Pd, Pt)
2 CoX; +2 H,L + 4 amin = 2 [Co(L)(amin),;]X + 2 HX + H,0O
Néhany templat reakcioval nyert komplexvegyiilet kémiai jellemzése a 2. tablazatban lathato.

Tetradentat Schiff-bazisokkal képzett kelatok 2. tablazat
Mol - Analizis (%)
Képlet o oozam Mikroszkopos jellemzés
tomeg (%) Sz4
, za- .
Fém . Talalt
mitott
[NiL"] 280,7 60 narancs prizmak Ni 20,9 21,1
[NiL%] 405 70 narancs lapok Ni 14,5 14,2
[NiL*] 282 55 sOtétvords prizmak Ni 20,7 21
[PdL'] 328,7 70 sarga szabalytalan prizmak Pd 32,4 32,0
[PdL?] 453 70 sarga apr6 hasabok Pd 23,5 23,9
[PdL’] 330,9 60 sarga prizmak Pd 32,2 31,7
[PtL'] 4172 60 barna mikrokristalyok Pt 46,8 472
[PtL?] 541,5 80 barna mikrokristalyok Pt 36,1 35,6
[PdL’] 4195 70 barna rovid prizmak Pt 46,5 46,2
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Mol - Analizis (%)
ol- 0ozam
Képlet .. Mikroszkopos jellemzés
fomee oo Fém Szd- ot
mitott
[CoL'(am"),]I 594,1 25 barna tiik Co 9,9 9,7
[CoL'(am?),]I 566 40 csillogé barna romboéderes Co 10,4 10,6
prizmak
[CoL'(am’),]I 5941 40 vékony hexagonalis lemezek Co 9.9 10,2
[CoL*(am'),]I 718,3 75 csillogd vékony barna prizmak | Co 8,2 8,0
[CoL*(am'),]I 690,3 80 csillogd voros-barna hasabok Co 8,5 8,1
[CoL(am’),]I 718,3 85 hosszii barna lemezek Co 8,2 8,5

H,L' = etilén-diimino-bisz-acetil-aceton (NNOO)
H,L? = etilén-diimino-bisz-benzoil-aceton (NNOO)
H,L* = etilén-diimino-bisz-diacetil-monoxim (NNNN)
am' = anilin, am” = piridin, am’ = y-pikolin (4-Me-Py)

Az altalunk eldallitott j vegyiiletek Fourier transzformdacios kdzepes és tavoli IR-spektroszkdpiai adata-
it a 3. tablazatban tiintettiik fel.

FTIR Spektroszkopiai adatok 3. tablazat
Vegyii- H,L! H,L? H,L} NilL! PdL> NilL? CoL'm%, | CoL2m?
let
. 2970k | 2960k | 2050k | 2960k | 2955k | 2970« ;g?g 1; ;g;g t
C-H
2870k | 2880k | 2870k | 2860k | 2860k | 2860k 5870 K 5860 1
2960 k . . .
Voo Seeok | 1620 - - 1620 k - 1595 ie 1605 ie
Veon 1550ic | 1555ic | 1550e¢ | 1520¢ | 1535ie | 1530¢ 1512 ie 1525 ie
5;:3 1453¢ | 1455¢ | 1460e | 1450e | 1460k | 1460¢ 1470 ¢ 1480 ¢
SCSHZ 1370k | 1355ie | 1360e | 1370k | 1375k | 1360k 1352 k 1360 k
1260 e
VN_O - - 1280 e - — 1190 k — —
1180 gy
Veo M43e |00 [ 1140e | 1113e | 1120e | 1125e 1125 ¢ 1135k
Scc _ 770 ie — — 760 ¢ — 755k 755 ie
Yeu - 715 ie - - 710 ¢ - 705 ie 705 ie
Tec 650 k 650 k 640k | 660k | 650k 650 k 650 e 660 k
sikban
500 k
. - - - 500e | 495k 2104 560 k 540 k
Vito - _ _ 470k | 460k 480 k 480 k 475k
Ycc
sikon 440 k 450 k 445k | 450k | 450k 455k 460 k 445 k
kiviil

ie = igen er0s; e = erds; k = kozepes; gy = gyenge

Koordinaciés kémiai szempontbol legfontosabbak az azometin-csoport ve—y rezgései, valamint a v o
vegyértékrezgések. A szabad vegyes Schiff-bazisok e rezgései a komplexképzOodés soran alacsonyabb
hullaszamok felé tolddnak el. Ez a jelenség azt mutatja, hogy a fém—N és fém—O-kotések kovalens jellegiiek.
Az eltolodas a fenil-csoportot tartalmazd szarmazékoknal kisebb, a fenil gyok elektronvonzd hatdsa miatt.
Ezért utobbiaknal gyengébb a kovalens kotés erdssége, és csokken a termikus stabilitas is.

[Co(L*)(amin),]" < [Co(L")(amin),]"
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Megjegyezziik, hogy a templat-reakciok vizsgalata egyre nagyobb biologiai, biokémiai jelentoségre tesz
szert az allat- és ndvényi szervezetekben eldfordulé mikroelemek szerepének felderitésében (enzimek, bioké-
miai redox-folyamatok). Az utobbi 10 évben a legfontosabb kémiai, biokémiai folyoiratok ilyen iranyu tanul-
manyokkal vannak tele.

A termoanalitikai, NMR, tomegspektrometriai eredmények egy kovetkezd dolgozatban jelennek meg.
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Elelmiszermintak mérésére alkalmas
aszkorbinsav bioszenzor fejlesztése
FIA (flow injection analysis) rendszerben

Developing of Ascorbic Acid Biosensor
in FIA (flow injection analysis) System Suitable for the Analysis of Food Samples
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ABSTRACT

The aim of our present work was to improve the flow-through biosensor system previously developed.
Ascorbate oxidase enzyme was immobilized on a natural protein membrane (pig’s small intestine) in a thin
layer enzyme cell. The enzyme cell was connected to a flow injection analysis (FIA) system with an am-
perometric detector. During the optimization of biosensor several parameters were examined and for measur-
ing analyte concentrations subtraction of the signal given in the presence of enzyme from the signal given in
the absence of enzyme was applied.

1. BEVEZETES

Aszkorbinsav meghatarozasara szamos modszer talalhato a szakirodalomban, a klasszikus analitikai el-
jarasok koziil els6sorban a titrimetrids meghatarozast alkalmazzak, amely pontos, viszont iddigényessége mi-
att sorozat elemzésekben nem hasznalhato [1]. A miszeres modszerek kozott a HPLC-s meghatarozas terjedt
el, amely rendkiviil koltséges modszer [2]. Az utdbbi években kezdték el fejleszteni a bioszenzorokat kiilon-
b6z6 szubsztratok elemzésére (pl. glikoz szenzorok), melyek olcsosagukkal, nagy pontossagukkal,
specifitasukkal tinnek ki. A bioszenzorok az analitikai modszerek 1j generaciojat jelentik, ahol a méréfeliile-
ten valamilyen biologiailag aktiv anyag van rogzitve (pl. enzim, sejtorganellum, antitest, stb.). A kapott bio-
kémiai jel detektalasa is tobbféle modon torténhet a reakcioktdl és az igényektdl fiiggden (potenciometria,
amperometria, konduktometria, optikai modszerek).

Az eddigi kutatdsok soran tobbfajta elektrokémiai eljarast dolgoztak ki C-vitamin (aszkorbinsav) vizs-
galatara, azonban a kifejlesztett rendszereknek jelentds hianyossagai voltak minden esetben (specifitas, érzé-
kenység, koltségesség, stb.).

C-vitamin tartalmi gyogyaszati készitmények elemzésére probaltak meg alkalmazni a kalixarénnel mo-
dositott szénpaszta elektrddot ciklikus voltametriaval [3]. Ez direkt elektrokatalitikus moédszernek tekintheto,
Pb(II) ionok alkalmazasaval sikeriilt az aszkorbinsav levalasi potencialjat 5-600mV-r6l 200mV-ra csdkkente-
ni, azonban igy sem sikeriilt realis mintak esetében megfeleld specifitast elérniiik.

Szintén direkt amperometrias meghatarozast valasztottak angol kutaték gylimolcsok mindségének,
érettségének vizsgalatara [4]. A fent emlitett zavard anyagok kikiiszobolésére méretkizarasos membrant al-
kalmaztak a valasztott +350mV potencialon.

Aszkorbat oxidaz enzim rogzitésével torok kutatoknak nagyfoki szubsztratspecifitast sikeriilt elérniiik
gylimdlcslevek és C-vitamin tablettak elemzésénél [5]. Az enzimet zselatin gélben rogzitették glutaraldehid
alkalmazasaval oxigén elektrod feliiletén. A mérés soran az enzimreakcidban elfogyasztott oxigén mennyisé-
gét mérték, aminek soran azonban szamos zavaré hatassal kell szamolni (hémérsékletfiiggés, realis mintakban
az oldott oxigén zavard hatasa, nagymértékii hattérzaj, rossz érzékenység).

Brazil kutatok potenciometrids detektalassal dolgoztak ki enzimatikus modszert aszkorbinsav mérésére
[6]. Szintén aszkorbinsav oxidazt hasznaltak, amelyet etilén-vinilacetat kopolimer membran felszinéhez kotot-
ték. A mérést grafit elektroddal végezték, de a mar emlitett hibakat nem sikertilt kikiiszobolniiik.
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Az eddigi leghatékonyabb modszer készit6i SIRE (Sensors based on Injection of the Recognition
Element) tipusti szenzort alkalmaztak [7]. Ebben az esetben is atfolyd rendszerben végzik a méréseket, az
enzimet a mérendd oldathoz keverik, és egylitt injektaljak. A mérés soran az aszkorbinsav enzim nélkiil illetve
enzimmel egylitt mért amperometrids jelének kiilonbségébdl kovetkeztettek az aszkorbinsav mennyiségére. A
modszer nagyon pontos, specifikus modszer, a hattér zavar6 hatasa sem jelentkezik. Hatranyanak mondhato a
dragasaga, mivel viszonylag sok enzim sziikséges egy méréshez €s a felhasznalt enzim nem hasznalhat6 tjra.
A nem atfoly6 cellas médszerek hatranya az atfolyd rendszerti (FIA Flow Injection Analysis) bioszenzorokkal
szemben, hogy sorozat elemzésekre nem hasznalhatok, azaz az automatizalhatosaguk korlatozott [8].

Az altalunk fejlesztett aszkorbinsav bioszenzort elssorban élelmiszermintak vizsgalatara kivanjuk al-
kalmazni, minthogy szamos élelmiszerhez adnak L-aszkorbinsavat természetes antioxidansként. A FIA rend-
szerli [9,10] bioszenzor alkalmazasa soran az enzimreakcio hatasara bekovetkezd aszkorbinsav jel csokkenés
mérésére keriilt sor a teljes aszkorbinsav jellel szemben. Kisérleteinkben a kovetkezd paramétereket vizsgal-
tuk: aszkorbinsav jel potencial fiiggése, bioszenzor jel koncentracid fiiggése, bioszenzor pH fliggése, ionerds-
ség és vezetd so hatasa a mért jelre, Cu®” ionok hatésa a szenzor miikodésére, optimalis dramlasi sebesség.

2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. A kisérleti miiszer dsszeallitas

A folyadékaramlast Gilson Minipuls3 perisztaltikus pumpa biztositja. A mintak injektalast Rheodyne 77251
injektorral végezziik 50 pl minta beméré hurokkal. A jelek detektalasat ESA Coulochem III elektrokémiai
detektorral, ESA 5040 amperometrias mérdcellaval és széniiveg elektroddal végezziik. Az adatok regisztralasa
Radelkis OH-105 polarograffal torténik. (1. dbra.) Az enzimcella két plexilemezbdl és kdzotte elhelyezkedd
teflonlapbol all. Az enzimet glutaraldehiddel természetes fehérje membranra (sertés vékonybél) rogzitjik.
Meéréseinkhez enzim nélkiili, vak cellat is hasznalunk, ami teljesen megegyezik az enzimcellaval, a kiilonbség,
hogy a sertésbélhez nem régzitiink enzimet.

Perizztaltikus pumpa

Injektar

Enzim cella

—_—

Amperometrias cella

—

Falyadékaram ki

Regizzter Detektor

1. abra
A késziilék sematikus rajza

2.2. Vegyszerek
Aszkorbat oxidaz (EC 1.10.3.3) (Sigma, Calbiochem), HPO; (alt., Merck), L-aszkorbinsav, Na,HPO,,
KH,POy, (alt., Spektrum -3D).

2.3. Aszkorbinsav oldat stabilizalasa és oldat készités
A metafoszforsavbol 20 g/dm’ koncentracioju torzsoldatot készitettiink Milli-Q, HPLC vizzel (hiitSben
tarolva kb. 1 honapig stabil). A torzsoldatbél az irodalmi leirasoknal 5-szor higabb: 4g/dm’ higitast készitet-

crcr

srer

ami stabilnak mutatkozott legalabb 19 oraig hiitében tarolva.
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3. EREDMENYEK ES ERTELMEZESUK

Az elokisérletek soran vizsgaltuk az enzim reakcid kinetikajat, valamint az optimalis aramlasi sebessé-
get.

Az enzim reakcid sebességének tanulmanyozasa sordn megallapitottuk, hogy a megfelelden detektalha-
to atalakulashoz lassabb aramlasi sebesség sziikséges. Figyelembe véve, hogy a hosszabb tartozkodasi id6 az
aramlasi sebességet talaltuk a legalkalmasabbnak (itt a regeneralodasi id6é 3,3 perc). Tovabba ezen a sebessé-
gen mar nem volt megfigyelhetd a csticsok torzulasa sem (2. és 3. abra).

+ 2mMoldat enzimes jele S 1
14 . 45 « 2 injektalas kozbtt id6
13 ¢
. 5 44 .
~12 4 . @
£l S 35 - .
=1 .0 ° o -
.8'10 | 2 34 .
*
9 - 2,5 1
8 T T T 1 2 ; ; ; .
035 045 055 065 075 035 045 055 065 075
Aramlasi seb. (ml/perc) Aramlasi seb. (ml/perc)
2. abra 3. dbra
Jel aramlasi sebesség fiiggése Regeneradlodasi ido az aramlas fiiggvényében

Az amperometrias detektalas alkalmazasakor lehet6ség van az O, fogyas mérésére negativ potencialon,
illetve az aszkorbinsav fogyas mérésére pozitiv potencialon, mivel a keletkezé dehidroaszkorbinsav €s viz
nem ad amperometrias jelet. Vizsgalataink soran mi az utobbi mérését valasztottuk, mivel igy szélesebb kon-
centracié tartomanyban miikodik a szenzor, valamint a szenzor érzékenysége is megfeleld. Az aszkorbinsav
amperometrias jelét egymas utan mértiik referencia cellaval majd enzim cellaval, ¢s a két jel kiilonbsége volt
aranyos a minta aszkorbinsav tartalmaval.

0,8 -
A
0.7 7 4 0,05mM
-% 064 a aszkorbinsav +
g 09 - A enzim
% 04 -
N 0,3 ‘ .
Ke)
< 0,2 A
01 - e,
0 ‘ ‘ =
0 100 200 300

Reakcididd (sec)

4. abra
Szubsztrat bomlasa 20 U aktivitasu enzimmel
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csucs alatti tertlet

220
200
180
160
140
120
100

a Enzimmel 1 perc utan injektalva
R * Vak cella

50 150 250 350 450 550 650 750
Potencial (mV)

5. abra

Aszkorbinsav mérése a potencidl fiiggvényében
(ImM stand., 66mM puff., pH=06,7)

fiiggését illetve ugyanezen koncentracional meghatarozott id6 utan enzimmel injektalt jelek valtozasait vizs-
galtuk. Ezek 6sszehasonlitasa alapjan a 400mV potencial tiint a legmegfelelobbnek a vizsgalatok szempont;ja-
bol, mivel 350-450mV potencial szakaszon mutat maximalis értéket a jel, tovabba a gorbe meredeksége itt

egyfajta platdba megy at (5. és 6. abra).

csucs alatti tertilet

500 -

400 -

300 -

200 -

100 -

4 200U Enzim cella
o Referencia cella

¢

»o

0 0,5

1

1,5

25

Koncentracié (mM)

7. bra

Koncentraciofiiggés, 400 mV, pH=6,7

Az aszkorbinsav injektalasakor mért referencia jelek nem teljesen aranyosak az eredeti koncentracidval
(0,1-2 mM-ig vizsgalva), illetve a késObbiekben, a mintakban 1év6 elektrokémiailag aktiv zavard anyagok is
adhatnak jelet (pl.: élelmiszer minta matrixa), melyeket nem lehet elkiiloniteni az aszkorbinsav jeltdl. Azon-
ban az enzimes cellaval mért jel csokkenése csak az enzimreakcidhoz kothetd igy kovetkeztethetiink az asz-

A csucs alatti tertilet

A csucs alatti tertilet

80 -
75 -
70 -
65 -
60 -
55 -
50 -
45 -

= Aszkorbinsavjel- enzimes jel

40
50

150 250 350 450 550 650 750
Potencial (mV)

6. abra

Jelkiilonbségek a kiilonbozo potencialokon

srer

120 ¢ AsZkorbinsavjel- enzimes jel
100 7 y=44,179x M
80 - R?=0,9829
60 .
40 (S
20 -
>
O T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 25

Koncentracié (mM)

8. abra

Kalibracio az enzim cellaval

korbinsav jelenlétére, illetve mennyiségére a megfeleld kalibracids egyenes segitségével. (7. és 8. abra).
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« Aszkorbinsavjel-enzimes jel

A csUcs alatti tertilet

9. abra
Aszkorbinsav mérése a foszfat puffer pH fiiggvényében (66mM puffer, 400mV)

Az enzim miikodésének pH optimum 5,5 és 7,0 kdzott van az irodalmi adatok alapjan. Ez az optimum
azonban az enzim immobilizalasa soran megvaltozhat, ezért sor keriilt a reakciéo pH fliggés meghatarozasara.
A kapott eredmény alapjan inkabb a savas tartomany felé tolodott az enzim mukodésének optimuma, pH=5,5
ala. Tekintettel arra, hogy nemcsak a referencia jel nétt az alacsonyabb pH-n, hanem a két jel kiilonbsége is,
ezért feltételezhetd, hogy az enzim miikddése is aktivabb a pH 5,5 alatt. Ennek pontos meghatarozasara azon-
ban még tovabbi vizsgalatok sziikségesek (9. abra).

+ Aszkorbinsav jel- enzimes jel

* *

50 -
40 -
30 -
20 A
10 A

O T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120
Koncentracié (mM)

A csucs alatti tertilet

10. abra

crer

srcr

nak valtoztatasaval vizsgaltuk a hatasokat (20mM-100mM konc.). (10. abra).

Az aszkorbat oxidaz enzim egy 8 réz atomot tartalmaz6 oxido-reduktaz, ahol a Cu(Il)—Cu(I) re-
doxireakcio jatszodik le. A Cu(Il) ionokat tartalmazo oldat elvben segitheti az enzim gyorsabb regeneralodasat
és igy a gyorsabb, hatékonyabb reakcidt. Azonban ezen ion jelenléte a HPOs-val stabilizalt aszkorbinsav ol-
datban gyorsitja az aszkorbinsav bomlasat is (11. abra). A Cu(Il) ion hatasanak vizsgalatat az enzim reakciora
még a tovabbiakban vizsgalni kivanjuk.
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« Stabil aszkorbinsav oldat

= 1mM Cu(ll) ionnal Operc -
2,51 a 1mMCu(ll)ionnal 150perc
o] x 1mM Cu(ll) ionnal 300perc *
815 . . 3
&
1 B -
. 3
0,5 4 %
[ i
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0 0,05 0,1 0,15 0,2

Koncentracio (mMV)

11. abra
Aszkorbinsav oldat stabilitas, fotométerrel 265nm

4. KOVETKEZTETESEK

Az altalunk vizsgalt FIA rendszerben alkalmazott bioszenzor esetén az enzimreakci6 hatdsara bekovet-

kez6 aszkorbinsav jel csokkenés mérésére keriilt sor a teljes aszkorbinsav jellel (referencia cella) szemben
pozitiv potencialon. Mivel ebben az esetben a jel csokkenés csak az aszkorbinsav fogyasahoz kothetd, ezért
zavaré hatasok mellett is lehetdvé valik az aszkorbinsav mennyiségi meghatarozasa. Az altalunk fejlesztett
aszkorbinsav bioszenzor elsésorban élelmiszermintak vizsgalatira lesz alkalmazhatd, minthogy szdmos élel-
miszerhez adnak L-aszkorbinsavat természetes antioxidansként. A kdvetkezd id6szakban szamos valds élel-
miszermintan is optimalizaljuk a fejlesztett szenzort.

A méréseink alapjan az aszkorbat oxidaz enzim cella legalkalmasabb paramétereinek a 400mV-

polarizalé fesziiltséget, 0,55 ml/perc aramlési sebességet, 66mM foszfat ionerdsség felett és pH=5,5 alatt tor-
ténd mérést talaltuk.
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