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STRESZCZENIE

Wolne aminokwasy petnig istotng role w zywnosci wspottworzac smak i zapach,
biorac udziat w szeregu reakcji zachodzacych w organizmie ludzkim czy wspomagajac
gospodarke hormonalng. Znaczny stopien przetworstwa zywnosci wptywa na zawartos¢
tych zwiazkéw w produktach jadalnych. Powoduje to, ze poszukiwanie nowych metod ich
oznaczania w matrycach zywno$ciowych jest wcigz pozadane. Wysokosprawna
chromatografia cieczowa w potaczeniu z procedurg syntezy pochodnych aminokwasow jest
obecnie jedng z najczesciej stosowanych metod oznaczania dyskutowanych zwigzkow. W
pracy zaproponowano warunki syntezy i oczyszczania pochodnych wybranych
aminokwasow (histydyna, arginina, tyrozyna, tryptofan, fenyloalanina, ornityna, lizyna) z
4-chloro-3,5-dinitrobenzotrifluorkiem. Otrzymane pochodne scharakteryzowano za pomoca
'H, 3C, 1°F NMR oraz wybranych parametrow fizykochemicznych. Opracowane procedury
zastosowano do analizy zawarto$ci badanych aminokwasow w wybranych probach

zywnos$ciowych.

1. Wstep

W przyrodzie wystepuje 300 aminokwasow, z ktorych jedynie 23 sg uwazane za
proteinogenne [1]. Aminokwasy te maja konfiguracje aldehydu L — glicerynowego, wigc
pomimo wlasciwos$ci lewo badZ prawo skretnych zaliczane s3 do L — @ — aminokwasow [2].

Ze wzgledu na mozliwos$¢ syntezy poszczegdlnych aminokwasdéw w organizmie cztowieka,



aminokwasy biatkowe mozna podzieli¢ na endogenne, czyli takie, ktére organizm moze
syntezowa¢ samodzielnie, oraz egzogenne. Sg to fenyloalanina, izoleucyna, leucyna, lizyna,
metionina, treonina, tryptofan, walina i histydyna, ktére muszg by¢ dostarczane z
pozywieniem. Aminokwasy s3 roéwniez prekursorami bioczgsteczek takich jak kwasy
nukleinowe, hormony, hem czy neuroprzekazniki. Ponadto, odgrywaja wiele istotnych rol
w roznych procesach biologicznych, migdzy innymi wytwarzanie energii, wchtanianie
sktadnikow odzywczych, wzrost tkanek 1 funkcjonowanie uktadu odpornosciowego [3]

W naszych organizmach oraz spozywanej przez nas Zywnosci oprocz aminokwasow
budujacych biatka istnieje pula wolnych aminokwaséw (FAA), nie zwigzanych z biatkami,
ktére moga by¢ syntetyzowane z prostych produktéw posrednich takich jak pirogronian,
ketoglutaran i 3-fosfoglicerynian. Zwiazki te znajduja si¢ w zywych komorkach w ilosciach
zaleznych od tkanek i ogolnej puli aminokwaséw. Wolne aminokwasy dostarczane z
pozywienia petnig kluczowa rolg w aspekcie prozdrowotnym. Ich obecno$¢ w zywnosci
odpowiada za wiele wlasciwos$ci, w tym miedzy innymi za wspdttworzenie smaku i zapachu.
Ich wchtanialno$¢ do krwioobiegu jest bardzo szybka i moga odgrywaé znaczacg rolg w
funkcji neuroprzekaznikowej. Aminokwasy te biorg takze udzial w wielu szeregach reakcji,
wsrod ktoérych mozna wyr6zni¢: reakcje kataboliczne, otrzymywanie zwigzkéw, ktorych
produkty podegradacyjne nie sg w stanie wroci¢ do szeregu aminokwaséw wolnych (np.
aminy biogenne) czy otrzymywanie zwigzkow, ktore moga w pozniejszym czasie powrocié
do postaci wolnych aminokwasow (np. peptydy 1 biatka) [4]. Ze wzglgdu na powigzanie ze
szlakiem metabolicznym, aminokwasy (zwigzane 1 wolne), odpowiadaja za procesy
normujace gospodarke hormonalng organizmu. Wyr6zni¢ tu mozna, np.: histydyne (His),
ktérej niedobor powoduje utrzymujace si¢ poczucie zmeczenia [5], tryptofan (Trp)
wspomagajacy zdrowy sen czy kwas glutaminowy (Glu) wplywajacy na lepsza pamigc [6]

Analiza zawarto$ci wolnych aminokwasow w zywnosci jest istotna z wielu
powodow. Jednym z nich jest fakt, ze proces przetwarzania zywnosci wptywa na zawarto$¢
tych zwigzkow. Krajowe prawo zywnos$ciowe wymaga znakowania i deklarowania
zawarto$ci substancji alergizujacych, makrosktadnikéw czy energii. Dokladny skiad
produktu, w tym zawarto$¢ aminokwasow zaré6wno wolnych jak i zwigzanych, pozostaje
jednak nieznany.

Do tej pory zaproponowano 1 opisano wiele procedur oznaczania aminokwasow w
réznych matrycach zywno$ciowych, srodowiskowych, biofluidach czy farmaceutykach.
Metoda o historycznym znaczeniu, chociaz wcigz powszechnie stosowang, jest

chromatografia jonowa opisana juz w 1948 roku przez Moore 1 Steina [7]. Obecnie zauwaza



si¢ duze zainteresowanie wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej czy
gazowej w potaczeniu z roznymi sposobami detekcji [8-11], czy metod elektromigracyjnych
[12-13]. Nowoczesne metody instrumentalne stosowane do analizy aminokwasow
pozwalajag na znaczne skrdcenie czasu, wysoka czutos¢, satysfakcjonujgce parametry
statystyczne i nizsze koszty eksploatacji.

Oznaczanie wolnych aminokwasow w ztozonych matrycach zywno$ciowych jest
trudnym procesem z wielu powodow — ich zawartosci w §ladowych ilo$ciach, problemow z
odpowiednim przygotowaniem prob do analizy (wspoélstracanie biatek) i w koncu fakt, ze
zwigzki te sg polarne (trudno$ci w zastosowaniu chromatografii faz odwroconych) i
pozbawione grup chromoforowych (konieczno$¢ przeprowadzania aminokwasow w
pochodne). Obecnie dostgpna jest szeroka gama odczynnikéw do syntezy pochodnych
aminokwasow, a stosowany odczynnik musi by¢ wybierany z uwzglednieniem jego zalet i
ograniczen. Do szeroko stosowanych zalicza si¢ aldehyd ortoftalowy, izotiocyjanian
fluoresceiny, N,N-dietylo-2,4-dinitro-5-fluoroanilina, 1-fluoro-2,4-dinitrobenzen, 1-fluoro-
2,4-dinitrofenylo-5-Lftalaninoamid, 6-aminochinolilo-
Nydroksysukcynoimidylokarbaminian, czy chlorek dansylu [14].

Jednym z odczynnikéw stosowanym do konwersji aminokwasoéw 1 amin biogennych
jest 4-chloro-3,5-dinitrobenzotrifluorek (CNBF), ktory tatwo reaguje z pierwszorzedowymi,
jak i drugorzgdowymi aminami. Synteza pochodnych przebiega w umiarkowanej
temperaturze, a powstale pochodne sg stabilne i charakteryzuja si¢ wysoka absorpcja w
ultrafiolecie i fluorescencji [15-17].

Celem pracy byto zaproponowanie procedury syntezy i oczyszczania pochodnych
wybranych aminokwaséw (histydyna, arginina, tyrozyna, tryptofan, fenyloalanina, ornityna,
lizyna) z CNBF w celu otrzymania czystych i1 spektralnie scharakteryzowanych produktow.
Zaproponowano sposOb ogrzewania reagentow podczas reakcji konwersji w temperaturze
80°C z wykorzystaniem lazni olejowej. Testowano warto$é pH (pH = 9 i 10) oraz stosunek
molowy aminokwasow 1 CNBF. Opracowane procedury zastosowano do analizy zawarto$ci

badanych aminokwasow w probach zywnosciowych za pomoca HPLC.

2. Materialy i metody
2.1. Odczynniki i aparatura

4-chloro-3,5-dinitrobenzotrifluorek (CNBF), 98%, acetonitryl (for HPLC), metanol
(do HPLC), dimetylosulfotlenek 99,8%, aminokwasy, czystosci cz.d.a.: kwas glutaminowy,

glutamina, tryptofan, tyrozyna, lizyna, histydyna, fenyloalanina, arginina, ornityna



zakupiono w Sigma-Aldrich, Polska. Pozostate odczynniki, czystosci cz.d.a.: kwas borowy
(99,5%), kwas solny (35-38%), dichlorometan (99%), weglan sodu, wodorowgglan sodu,
kwas octowy (99,5%), octan sodu, tetrahydrofuran (99,8%) zakupiono w Alchem, Polska.

Analizy chromatograficzne wykonano za pomocg chromatografu cieczowego
UHPLC, SHIMADZU, LC-20AD, wyposazonego w autosampler SIL- 20AC HT i detektor
SPD-M20A. Analizy prowadzono na kolumnie Gemini 5 um NX-C18 110A, (250 x 4,6
mm). Do charakterystyki spektralnej otrzymanych pochodnych wykorzystano spektrometr
magnetycznego rezonansu jadrowego Bruker Avance 111 400 MHz oraz Bruker Avance 300
MHz, polarymetr Bellingham ADP430 oraz aparat do badania temperatury topnienia Mel-
Temp.

2.2. Synteza i oczyszczanie pochodnych - ogélna procedura

W kolbie okragtodennej umieszczono 5 mg aminokwasu i dodano 2 cm?® buforu
boranowego (pH=9). Nastgpnie dodano odpowiednig ilos¢ roztworu 0,2 M CNBF w
acetonitrylu tak, aby zachowac¢ stosunek molowy: 1 mmol/dm? aminokwasu i 1,1 mmol/dm?
CNBF. Kolb¢ zaopatrzono w chtodnicg zwrotng i ogrzewano na tazni olejowej ciagle
mieszajac az do uzyskania temperatury 60°C. Proces ogrzewania prowadzono jeszcze przez
30 minut. Nastepnie dodano 0,01 cm® roztworu HCI (2 mol/dm®). Otrzymane proby
odparowano na wyparce obrotowej pod zmniejszonym ci$nieniem.

Otrzymane mieszaniny poreakcyjne oczyszczano z wykorzystaniem kolumny
chromatograficznej wypetnionych zelem krzemionkowym (silica gel 230-400 mesh). Jako
eluent zastosowano mieszaning dichlorometanu i metanolu w stosunku obj¢tosciowym 9:1.

Zwiazki po oczyszczeniu scharakteryzowano za pomocg metod spektralnych,
wybranych parametrow fizykochemicznych (temperatury topnienia, skrgcalno$ci
wlasciwej), oraz oznaczono za pomocg HPLC.

2.3. Synteza pochodnych - dobér wybranych parametréow

W pracy testowano wartos¢ pH reakcji poprzez dodawanie odpowiedniej ilosci
buforu boranowego (pH =9), weglanowego (pH = 10), oraz stosunek molowy aminokwasow
i CNBF: 1:1,1 mmol/dm?; 1:2,2 mmol/dm? oraz 1:4,4 mmol/dm?. Synteze prowadzono jak
powyzej zmieniajac ilo§¢ roztworu CNBF oraz stosowany bufor.

2.4. Préoba i przygotowanie prob

Przeprowadzono analiz¢ zawarto$ci wybranych aminokwaséw w probach napoi
alkoholowych (proby piw dostgpne na rynku konsumenckim) oraz sokéw z kiszonych
warzyw (sok z kiszonej marchwi, selera, kapusty i ogérkow) zakupionych w lokalnym

markecie ze zdrowa zywnoscig. Napoje alkoholowe odgazowano za pomocg wytrzasarki



oraz przefiltrowano. Proby sokéw z kiszonych warzyw odwirowano (15 min, 9000 rpm) i
przefiltrowano. Do syntezy pobierano 5 cm® proby i prowadzono ja zgodnie z opisem w
punkcie 2.2. Nastepnie odparowano rozpuszczalnik a suchg pozostalo$¢ przeniesiono do
kolb miarowych o poj. 10 cm? za pomoca metanolu do HPLC. Otrzymane roztwory przelano
do vialek i analizowano za pomocag HPLC. Uzyskane wyniki przeliczono na zawarto$¢
aminokwasow.

Zaproponowano rowniez ekstrakcje otrzymanych pochodnych po etapie syntezy za
pomocg octanu etylu. Warstwg organiczng zebrano w kolbie stozkowej 1 pozostawiono nad
srodkiem suszacym na dobe. Nastgpnie $rodek suszacy odsaczono, a rozpuszczalnik
odparowano do sucha korzystajac z wyparki prézniowej. Kolejne etapy wygladaty

analogicznie jak poprzednio.

2.5'H, 3C, F NMR
W celu doboru warunkéw syntezy pochodnych aminokwaséw suchg pozostatosé, po

odparowaniu  rozpuszczalnikow,  rozpuszczono w 05 cm®

deuterowanego
dimetylosulfotlenku (DMSO-d6), przeniesiono do rurek NMR i zarejestrowano widma H
NMR. Z otrzymanych widm czystych aminokwaséw oraz otrzymanych produktow,
wyznaczono konwersj¢ aminokwasu do odpowiedniej pochodne;.

W celu pelnej charakterystyki spektralnej otrzymanych pochodnych, produkty po
procesie oczyszczania odparowano a suchg pozostato$¢ rozpuszczono w deuterowanym

dimetylosulfotlenku.

2.6. RP-HPLC

Analizy chromatograficzne wykonano z wykorzystaniem elucji gradientowej z
uzyciem faz: (A): acetonitryl; (B): 50 mM bufor octanowy/acetonitryl/trietyloamina
[82,8:17:2], stosowany gradient: 0-15 min faza A - 20%; 15-35 min faza A - 48%; 35-38
min faza A 49%; 38-43 min faza A 75%; 43-50 min faza A - 75%; 50-60 min faza A - 20%.
Zastosowano przeplyw fazy ruchomej - 0,32 cm®/min, temperatura 35°C, dlugos¢ fali A =
275 nm [Btad! Nie zdefiniowano zaktadki.].

Roztwory wzorcowe pochodnych (o stezeniu 0,5 mmol/dm®) otrzymano przez
odwazenie odpowiedniej ilosci zwigzku i rozpuszczenie w 10 cm® metanolu do HPLC.
Roztwory wzorcowe do krzywych kalibracyjnych (zakres stezen 0,05-0,25 mmol/dm?)
otrzymano poprzez rozcienczenie roztworow wzorcowych w metanolu do HPLC, w kolbach

miarowych o poj. 10 cm?,



3. Wyniki i Dyskusja
3.1. Dobo6r warunkow syntezy

W celu doboru optymalnych warunkéw syntezy Wwyznaczono procent
przereagowania aminokwasu w odpowiednig pochodng (konwersj¢). Wzieto pod uwage
integracje sygnatéow na widmie *H NMR (aminokwasu i pochodnej) pochodzacych od atomu
wodoru znajdujgcego sie przy weglu o polgczonego z grupg aminowg w aminokwasie.
Ponizej przedstawiono sposdb wyznaczenie konwersji aminokwasu w pochodng na

przyktadzie argininy

CF3
NH NH  O:N NO
JI Hy P P L] M
HoNT N T HoNT N7~
: T
07 "OH 07 "OH
Arg Arg-CNBF

Rys. 1. Wzory Argininy oraz pochodnej argininy z CNBF z zaznaczonym wodorem o
Na zalgczonych, przykladowych fragmentach widm pochodnych argininy z CNBF
zaznaczono piki pochodzace od atomu wodoru (CNH) w argininie (3,2 ppm) oraz w

pochodnej z CNBF (3,5 ppm).
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Rys.2. Widmo *H NMR pochodnej argininy; widma od géry: arginina-CNBF: 1 mmol do 4
mol, bufor boranowy; arginina-CNBF: 1 mmol do 4 mmol, bufor weglanowy; arginina-

CNBF, 1 mmol do 1 mmol; bufor boranowy.

o ___ intPOCH 00
OMW-= TtPOCH + intARG 0

gdzie:
intPOCH- integracja dla pochodnej Arg-CNBF,
INtARG- integracja dla argininy

Uzyskane wyniki dla badanych aminokwaséw przedstawiono w tabeli ponize;j.

Tabela 1. Procent przereagowania aminokwasu w pochodng obliczony na podstawie widm

'H NMR



Nazwa pH Stosunek % pozostatego % otrzymanej
aminokwasu CNBF do aminokwasu pochodnej
aminokwasu
Arginina 9 1:4,4 23 77
Arginina 10 1:4,4 24 76
Arginina 9 1:2,2 28 72
Arginina 10 1:2,2 Widmo nieczytelne
Arginina 10 1:1,1 21 79
Arginina 9 1:1,1 64 36
Fenyloalanina 9 1:4,4 0 100
Fenyloalanina 10 1:4,4 0 100
Fenyloalanina 9 1:2,2 0 100
Fenyloalanina 10 1:2,2 0 100
Fenyloalanina 9 1:1,1 0 100
Fenyloalanina 10 1:1,1 0 100
Glutamina 9 1:4,4 15 85
Glutamina 10 1:4,4 Widmo nieczytelne
Glutamina 9 1:2,2 10 90
Glutamina 10 1:2,2 Widmo nieczytelne
Glutamina 9 1:1,1 7 93
Glutamina 10 1:11 61 39
Ornityna 9 1:4.4 Widmo nieczytelne
Ornityna 10 1:4,4 20 80
ornityna 9 1:2,2 10 90
ornityna 10 1:2,2 20 80
Ornityna 9 1:1,1 0 100
Ornityna 10 1:11 Widmo nieczytelne
Ornityna 9 1:2,2 0 100
Tryptofan 9 1:4,4 0 100
Tryptofan 10 1:4,4 0 100
Tryptofan 9 1:11 0 100
Tryptofan 10 1:1,1 0 100
Tyrozyna 9 1:2,2 0 100




Histydyna 9 1:2,2 0 100

Analizujgc uzyskane wyniki zaobserwowano, ze w pH = 9 (bufor boranowy)
uzyskano zdecydowanie wyzsze wartos$ci konwersji badanych aminokwaséw w pochodne w
stosunku do pH = 10. Z kolei bioragc pod uwage stosunek molowy CNBF do aminokwasu
nie zauwazono, aby wiekszy nadmiar odczynnika w procesie syntezy wplywat na procent
przereagowania aminokwasu w oczekiwany produkt. Do dalszych badan zastosowano
dlatego nastepujgace warunki; pH = 9 oraz stosunek molowy aminokwas/CNBF - 1:1,1

mmol/dm?.
3.2. Charakterystyka otrzymanych pochodnych
W celu scharakteryzowania otrzymanych pochodnych wykonano analize widm *H,

13C, 1%F NMR. Przyktadowe widma przedstawiono ponizej, a opis widm NMR otrzymanych

pochodnych zebrano w Tabela 2.
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Fenyloalanina - 19F NMR
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Rys. 3. Widma H, 13C, *F NMR otrzymane dla pochodnej fenyloalaniny z CNBF
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Tyrozyna - 19F NMR
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Rys. 4. Widma *H, *C, °F NMR otrzymane dla pochodnej tyrozyny z CNBF

Tabela 2. Widma *H, *°F oraz *C otrzymanych pochodnych aminokwaséw z CNBF

Pochodna
IH NMR (400 MHz, DMSO-d6) ppm 2.58 (dd, J=14.09, 5.58 Hz, 1 H), 3.07
(dd, J=14.38, 4.11 Hz, 1 H), 3.71 - 3.77 (m, 1 H), 6.39 - 6.45 (m, 2 H), 6.52 -
6.57 (m, 2 H), 8.46 (s, 2 H), 9.35 (d, J=6.75 Hz, 1 H)
Tyrozyna- )
CNBE 13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) ppm 37.01, 60.23, 115.11 (2 C), 115.52,

120.66, 126.92, 129.23 (2 C), 130.36 (2 C), 138.64, 140.24 (2 C), 156.32,
171.73 (1 C, COOH)
19F NMR (376 MHz, DMSO-d6) ppm -61.23

Fenyloalanina

IH NMR (700 MHz, DMSO-d6) ppm 2.64 (dd, J=14.27, 5.74 Hz, 1 H), 3.14
-3.19 (m, 1 H), 3.72 (d, J=4.54 Hz, 1 H), 6.73 - 6.79 (m, 2 H), 7.00 - 7.06 (m,
3 H), 8.44 (s, 2 H), 9.52 (d, J=6.54 Hz, 1 H)

13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) ppm 37.91, 59.96, 121.44, 124.96, 126.75,

CNBF

"CNBF 126.84, 128.26 (2 C), 128.75, 129.32, 129.52 (2 C), 137.16, 138.79, 140.16,
171.50 (1 C, COOH)
19F NMR (376 MHz, DMSO-d6) ppm -61.32
_ 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) ppm 1.44-1.56 (m, 2H), 1.58-1.79 (m, 2H),
o;nl\'lt;r;a' 2.84-2.96 (m, 2H), 3.80-3.84 (m, 1H), 8.44 (s, 2H), 8.53 (s, 2H)
19F NMR (376 MHz, DMSO-d6) ppm -61.41, -61.38
Lizyna- | 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) ppm 1.02-1.10 (m, 2H), 1.36-1.51 (m, 2H),




1.60-1.69 (m, 2H), 2.74-2.82 (m, 2H), 3.52-3.55 (m, 1H), 8.48 (s, 2H), 8.49
(s, 2H), 9.94 (bs, 1H, NH)
19F NMR (376 MHz, DMSO-d6) ppm -61.40, -61.37

IH NMR (700 MHz, DMSO-d6) ppm 2.65 (m, 1H), 2.93 (m, 1H), 3.71 (m,

Histydyna-
CNBE 1H), 6.55 (s 1H), 7.23 (s, 1H), 8.46 (s, 2H), 9.48 (bs, 1H, NH)
1F NMR (376 MHz, DMSO-d6) ppm -61.31
'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) ppm 1.28-1.33 (m, 2H), 2.84-2.95 (m, 4H),
Arginina- | 3.53-3.56 (m, 1H), 7.76 (bs, 2H, NH2), 8.53 (s, 2H), 8.66 (bs, 1H, NH), 9.70
CNBF (bs, 1H, NH)
1F NMR (376 MHz, DMSO-d6) ppm -61.23
'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) ppm 3.00 - 3.08 (m, 1 H), 3.10 - 3.18 (m, 1
H), 3.82 - 3.92 (m, 1 H), 6.69 (td, J=7.41, 1.03 Hz, 1 H), 6.86 - 6.95 (m, 3 H),
7.13(d, J=7.92 Hz, 1 H), 8.17 (s, 2 H), 9.43 (d, J=7.34 Hz, 1 H),10.78 - 10.87
Tryptofan - | (m, 1 H)
CNBF 13C NMR (75 MHz, DMSO-d6) ppm 27.86, 60.38, 109.01, 111.09, 112.94
(CF3, q, J=34.6 Hz), 116.90, 118.27, 120.51, 120.92, 123.71, 124.51, 127.44,
128.25, 135.48, 139.99, 171.87
1F NMR (376 MHz, DMSO-d6) ppm -61.43 (s, 3 F)
'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) ppm 1.94-1.99 (m, 2H), 2.20-2.30 (m, 2H),
Kwas 3.89-3.94 (m, 1H), 8.56 (s, 2H), 8.66 (d, 1H, CNH)
glutaminowy | 3C NMR (176 MHz, DMSO-d6) ppm 25.48, 29.32, 56.93, 115.17 (q, J=36.10
-CNBF | Hz), 122.66 (g, J=272.60 Hz), 128.81, 138.68, 139.54, 171.71, 173.38

19F NMR (376 MHz, DMSO-d6) ppm -61.44 (s, 3 F)

Interpretujac otrzymane widma mozna stwierdzi¢, ze synteza pochodnych badanych

aminokwasoéw z CNBF w zaproponowanych warunkach zakonczyta si¢ sukcesem. Widma

F potwierdzity powstanie pochodnych, zaobserwowano sygnat pochodzacy od grup CF3 z

CNBF. Ponadto, na widmach *H pochodnych aminokwaséw sa obecne sygnaty pochodzace

od grup CH w uktadzie aromatycznym CNBF.

Dla ornityny i lizyny zaobserwowano powstanie pochodnych, w ktorych obie grupy

aminowe ulegty podstawieniu za pomoca CNBF. Swiadczy o tym obecnosé na widmie *H

NMR dwéch singletéw (przesunigcie chemicznie ok. 8,5 ppm), z ktérych kazdy integruje na

dwa aromatyczne atomy wodoru.




Przeprowadzone badania sugeruja, ze udato si¢ uzyska¢ pochodne badanych

aminokwaséw z CNBF w zatozonych warunkach syntezy. Nazwy dla otrzymanych

pochodnych wraz z wybranymi parametrami fizykochemicznymi przedstawiono w Tabela

3.

Tabela 3. Zestawienie statych fizykochemicznych otrzymanych aminokwasow

Aminokwas Nazwa pochodnej z CNBF T.T [°C] Skrecalnosé
[°]
2,6-dinitro-4-(trifluorometylo)fenylo)- | 193,6 — 196,4 -42,02
Tryptofan
tryptofan
2,6-dinitro-4-(trifluorometylo)fenylo)- | 175,8 —178,3 -10,48
Tyrozyna
tyrozyna
) 2,6-dinitro-4-(trifluorometylo)fenylo)- | 92,1 —94,8 -9,04
Fenyloalanina ]
fenyloalanina
Kwas 2,6-dinitro-4-(trifluorometylo)fenylo)- - -14.6
glutaminowy kwas glutaminowy
] 2,6-dinitro-4-(trifluorometylo)fenylo)- 218 - 220 -7,84
Histydyna )
histydyna
o 2,6-dinitro-4-(trifluorometylo)fenylo)- | 123,7 - 126 -7,36
Arginina o
arginina
_ N2,N6-bis (2,6-dinitro-4- 107,2 - 109 -9,36
Lizyna . .
(trifluorometylo)fenylo)-lizyna
) N2,N°-bis(2,6-dinitro- 103,2 -105,4 -7,16
Ornityna ] )
4(trifluorometylo)fenylo)-ornityna
Gdzie - T.T - temperatura topnienia
Schemat reakcji aminokwas6w z CNBF przedstawiono na Rys. 5
F3C NO; R K5
\Q /'\ zasada FsC fq
cl + HN" "COOH
NO, N /'\COOH
H
5 NO;
CNBF aminokwas

Rys. 5. Synteza pochodnych aminokwaséw z CNBF




3.3. Analiza zawartosci badanych wolnych aminokwasow w probach zywnosciowych
Otrzymane produkty zastosowano jako wzorce do analizy HPLC. W Tabela 4

zestawiono czasy retencji oraz parametry krzywych wzorcowych.

Tabela 4. Czasy retencji pochodnych aminokwaséw z CNBF

Aminokwas Czas retencji + R? DL QL
[min]

Histydyna 114+0,4 0,9987 0,015 0,050
Arginina 18,0+0,1 0,9993 0,020 0,070
Tyrozyna 252+0,2 0,9992 0,017 0,060
Tryptofan 26,2+0,2 0,9996 0,014 0,050
Fenyloalanina 28,5+0,2 0,9997 0,015 0,050
Ornityna 38,7+0,1 0,9986 0,018 0,060
Lizyna 40,3 0,2 0,9990 0,015 0,05

Opracowane procedury zastosowano do oznaczania badanych aminokwasow w
produktach zywnos$ciowych (piwa oraz soki z kiszonych warzyw). W pracy testowano dwa
sposoby przygotowania prob: bez ekstrakcji otrzymanych pochodnych i1 z etapem ekstrakcji
otrzymanych po syntezie pochodnych. Pierwszy sposob okazal si¢ niewystarczajacy i
pozwolil na oznaczenie jedynie niektorych z badanych aminokwas6éw. Dla badanych napoi
alkoholowych udato si¢ oznaczy¢ tylko fenyloalaning, tyrozyng, argining (proba nr 1),
fenyloalanine, tryptofan, argining i ornityng¢ (proba nr 2) oraz fenyloalaning i arginine (proba
nr 3). Na otrzymanych chromatogramach obserwowalo si¢ duzy wplyw matrycy co
utrudniato ich interpretacje. Ponadto, otrzymane wyniki precyzji 1 doktadnosci nie byly
satysfakcjonujgce. Ten sam problem zauwazono dla préb sokow z kiszonych warzyw.

Zastosowanie ekstrakcji otrzymanych pochodnych w badanych probach
zdecydowanie poprawilo wyglad otrzymanych chromatogramow. Uzyskane wyniki

przedstawiono na Rys. 6.
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Rys. 6. Zawarto$¢ aminokwasow w badanych probach napojow alkoholowych,
gdzie: Tyr - tyrozyna; His - histydyna; Trp - tryptofan; Lyz - lizyna; Arg - arginina; Phe -

fenyloalanina

Piwo jest napojem docenianym przez wielu ludzi na catym $wiecie - gtownie ze
wzgledu na niepowtarzalny i1 tagodny smak. Smak tego napoju jest wynikiem
skomplikowanych i1 dynamicznych interakcji w szlakach metabolicznych, ktére zachodza
zarowno podczas procesu warzenia, jak i podczas przechowywania. Analiza zawarto$ci
wolnych aminokwaséw jest jednym ze sposobow oceny jako$ci piwa. Zwigzki te biorg
udzial w wigkszosci szlakow metabolicznych, poniewaz sg prekursorami wyzszych alkoholi
1 aldehydow, dwoch klas zwigzkow, ktore sg bardzo wazne dla rozwoju nieprzyjemnego
posmaku w piwie [18].

Otrzymane wyniki pokazuja, ze wérod badanych aminokwasdéw najwyzsze stezenia
uzyskano dla fenyloalaniny, argininy oraz lizyny. Sa to aminokwasy wystepujace w
znacznych ilosciach w brzeczce piwa [18]. To w jaki sposob drozdze za pomoca enzymow
moga wykorzystywa¢ wolne aminokwasy wptywa na ostateczny sktad piwa. Oznaczone w
pracy aminokwasy o dominujacej zawarto$ci, tj. arginina, lizyna i fenyloalanina, naleza do
grupy zwiazkow szybko jak i bardzo szybko absorbowanych podczas etapow wytwarzania
piwa. Ich duza zawarto$¢ w produkcie gotowym moze wigc zdecydowanie wptywac na jego

smak. Tak np. fenyloalanina nadaje smak stodki, natomiast arginina i lizyna gorzki. W pracy



nie 0znaczono ornityny, co jest zgodne z danymi literaturowymi [19]. Precyzja otrzymanych
wynikow, ilustrowana wspotczynnikami zmiennosci bylta satysfakcjonujaca i miescita si¢ w
granicach 2,54%-6,21%.

Wsérod wolnych aminokwasoéw, oznaczonych w sokach z kiszonych warzyw, na
szczegolng uwage zashuguje tryptofan (Rys 7). Tego typu produkty zyskuja coraz wicksza
popularno$¢ wsrdd wspotczesnych konsumentéw, ze wzglegdu na duza zawartosé
probiotykow, witamin i innych cennych sktadnikow. Wsréd nich sg réwniez wolne
aminokwasy, ktorych obecno$¢ determinuje smak i jakos¢ produktu. Z drugiej strony, duza
dostepnos¢ wolnych aminokwaséw 1 proces fermentacji mlekowej powoduje, ze w
kiszonych produktach - zaréwno soku jak i warzywach, powstajg aminy biogenne, ktore w

nadmiernej ilo$ci mogg negatywnie wptywac na nasze zdrowie.

ZT

NH>
COOH

Rys. 7. Wzér tryptofanu

proba 2

préba 1
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Rys. 8. Zawarto$¢ wolnego tryptofanu w badanych sokach z kiszonych warzyw
gdzie: proba 1 - sok z kiszonej marchwi, proba 2 - sok z kiszonego selera, préba 3 - SOk z

kiszonych ogorkow, proba 4 - sok z kiszonej kapusty



Otrzymane wyniki sugeruja zauwazalnie wyzsza zawarto§¢ wolnego tryptofanu w
soku z kiszonych ogorkow w porownaniu do soku z kiszonego selera. Warto podkresli¢, ze
wolny tryptofan w naszej diecie przyczynia si¢ do zwigkszonej zawartosci serotoniny w
naszych organizmach. Tym samym otrzymane wyniki wskazuja na prozdrowotny charakter

tego typu produktow.

4. Whnioski

Opracowano metode syntezy wzorcow wybranych aminokwaséw z CNBF oraz metode¢ ich
oznaczania w produktach zywnosciowych , tj. w piwie oraz sokach z kiszonych warzyw.
Analiza za pomocg HPLC prob zywnosciowych po reakcji z CNBF wykazala duzy wptyw
maskujacy matrycy produktu, co udato si¢ wyeliminowa¢ stosujac ekstrakcje.
Przeprowadzone analizy zywnos$ciowe pozwalaja stwierdzi¢, ze CNBF jest uzytecznym

odczynnikiem do zastosowania w oznaczaniu wolnych aminokwasow.
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