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Streszczenie

W pracy przedstawiono wyniki badan nad zastosowaniem chromatografii cieczowej do rozdziatu izo-
meréw o-, m- i p-tyrozyny oraz fenyloalaniny. Poniewaz o-tyrozyna, podobnie jak m-tyrozyna powstaje
jako produkt radiolizy fenyloalaniny, a w produktach naturalnych praktycznie nie wystepuje, jej obecnos$¢
moze by¢ wskaznikiem napromieniowania zywnosci, przede wszystkim produktéw zawierajgcych biatka.
Wyznaczono wydajno$¢ tworzenia izomerdw tyrozyny w napromieniowanych roztworach fenyloalaniny.
Stezenie izomeréw tyrozyny wzrasta ze wzrostem dawki promieniowania i dla 10 kGy tworzy sie okoto
1,8 % o-tyrozyny, 1,4 % m-tyrozyny i 1,2% p -tyrozyny.

Wprowadzenie

Napromieniowanie produktéw spozywczych, podobnie jak ogrzewanie, jest me-
todg doprowadzenia okres$lonej ilosci energii potrzebnej do osiggniecia zatozonego
celu, np. przedtuzenia okresu trwatosci i poprawy jakosci mikrobiologicznej. Wielo-
letnie badania nad wykorzystaniem promieniowania jonizujgcego do utrwalania zyw-
nosci doprowadzity do akceptacji tej metody przez miedzynarodowe organizacje:
WHO, FAO i MAEA [7]. Aktualnie pozwolenia na napromieniowanie wydano w
przypadku kilkudziesieciu produktéw spozywczych w przeszto trzydziestu krajach. W
Polsce pozwolenia bezterminowe obejmuja napromieniowanie przypraw, zidt, cebuli,
czosnku i suszonych warzyw [1], Poniewaz w réznych krajach obowigzujg inne regu-
lacje dotyczace napromieniowania, stad wystgpita konieczno$¢ opracowania metod
kontroli i detekcji, pozwalajgcych stwierdzi¢, czy dany produkt byt poddany obrébce
radiacyjnej. Wazne jest to réwniez ze wzgledu na rozwijajagcy sie obrot miedzynaro-
dowy produktami zywnos$ciowymi. Dopuszczona przez Komisje Kodeksu Zywno-
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sciowego FAO/WHO maksymalna dawka promieniowania dla zywnosci wynosi 10
kGy (10 kJ/kg), a stosowane w praktyce dawki sg czesto znacznie nizsze, stagd zmiany
chemiczne towarzyszgce napromieniowaniu sgtrudne do wykrycia [8],

Dotychczas nie opracowano ogolnej metody pozwalajacej na stwierdzenie, czy
dany produkt byt napromieniowany. Dla réznych produktow zaproponowano rézne
metody, bardziej lub mniej wiarygodne, a dalsze badania w tym kierunku prowadzone
sgw kilku krajach. Metody te mozna podzieli¢ na:

» metody fizyczne obejmujace badania rodnikéw metoda elektronowego rezonansu
paramagnetycznego (epr), pomiary zmian przewodnictwa, lepkosci, termolumine-
scencji itp.,

» metody chemiczne obejmujgce badania charakterystycznych zmian sktadnikow
zywnosci takich jak ttuszcze, biatka, czy kwasy nukleinowe,

* metody biologiczne obejmujgce badania zmian mikroflory ijej cech morfologicz-
nych.

Do grupy metod chemicznych nalezy metoda oparta na oznaczaniu obecnosci o-
tyrozyny [2]. Metoda ta moze byé przydatna w badaniach produktéw zawierajgcych
biatka, szczegdlnie produktow miesnych. o-Tyrozyna podobnie jak m-tyrozyna, w
odroznieniu od p-tyrozyny, bardzo rzadko wystepuje w produktach spozywczych. Na-
tomiast w produktach napromieniowanych izomery te powstajgjako produkty radioli-
zy fenyloalaniny w wyniku hydroksylacji pierscienia aromatycznego tego aminokwa-
su.

P-T
yr o-Tyr

R = CH2CH(NH2COOH

Do rozdziatu i iloSciowych oznaczen izomerdw tyrozyny mogg by¢ wykorzystane
rézne metody analityczne, takie jak np. chromatografia gazowa w potgczeniu z spek-
trometrig masowg, ktéra wymaga przeprowadzenia aminokwaséw w pochodne np.
tréjmetylosililowe lub chromatografia cieczowa najczesciej z detekcjag fluorescencyj-
na. Pierwsze doniesienia na temat oznaczania o-tyrozyny i wykorzystania jej do iden-
tyfikacji napromieniowanych produktéw spozywczych zostaty opublikowane przez
Karama i Simica [2] oraz Meiera i wsp. [3], Dalsze badania wykonane w réznych
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osrodkach [4, 5, 9] wykazaly obecno$¢ o-tyrozyny w napromieniowanym miesie dro-
biu, jednakze okazato sie, ze takze inne czynniki oprocz dawki majg wptyw na wydaj-
nosc¢ jej powstawania.

Celem przeprowadzonych badan bylo opracowanie metody chromatograficznego
rozdziatu izomeréw tyrozyny jako produktow radiolizy fenyloalaniny, okreslenie wy-
dajnosci tworzenia tych izomeréw w wyniku radiolizy fenyloalaniny w aspekcie przy-
datnosci oznaczen o-tyrozyny jako indykatora napromieniowania produktow spozyw-
czych.

Materiat i metody badan

Materiat do badan stanowity DL-fenyloalanina, o-, m- i p-tyrozyna firmy Sigma.
Roztwory wodne fenyloalaniny o stezeniu 102 mol dm'3 napromieniowano w zrodle
Coed dawkami od 1do 30 kGy, moc dawki wynosita 1,2 Gy s'1 Pomiary dozymetrycz-
ne wykonano przy uzyciu dozymetru Frickiego.

Badania nad doborem warunkéw chromatograficznego rozdziatu fenyloalaniny i
izomeréw tyrozyny prowadzono wykorzystujac chromatograf cieczowy firmy Knauer
wyposazony w kolumne wypetniong Spherisobem S ODS1, 5 (im, 250x4 mm, detektor
spektrofotometryczny (k = 270 nm), potgczony z integratorem firmy Hewlett Packard
typ HP 3395. Jako eluent stosowany byt wodny roztwdr zawierajacy 2% etanolu i 1%
KH2PO4, szybkos¢ przeptywu 0,5 cm3 min'l Objetos¢ prébki nanoszonej na kolumne
wynosita 20 Q1 Napromieniowane r6znymi dawkami roztwory fenyloalaniny nanoszo-
ne byly bezposrednio na kolumne chromatograficzna.

Widma absorpcyjne roztworéw wodnych izomeréw tyrozyny o stezeniu 2x10'
mol dm'3 rejestrowane byly na spektofotometrze firmy Hewlett Packard typ HP
8452A.

Wyniki badan

W badaniach wstepnych dotyczacych chromatograficznego rozdziatu badanych
aminokwaséw stosowano rézne kolumny analityczne i r6zne rodzaje eluentéw. Naj-
lepszy rozdziat izomeréw tyrozyny udato sie osiggna¢ stosujgc kolumne wypetniong
Spherisorbem S ODS1, o $rednicy wypetnienia 5 (im i wymiarach 250 x 4 mm. Jako
eluent stosowano wodny roztwdr zawierajacy 2% etanolu i 1% KH2PO4, przy szybko-
Sci przeptywu wynoszacej 0,5 cm3 min'l Uzyskany w tych warunkach rozdziat bada-
nych aminokwaséw przedstawiono na rys. t. Czasy retencji poszczeg6lnych sktadni-
kow wynosity odpowiednio dla p-Tyr - 7,8 min., tn-Tyr - 9,3 min., o-Tyr - 11,1 min.
oraz Phe - 12,6 min. Detekcje pikoéw chromatograficznych prowadzono przy 270 nm,
poniewaz w tym zakresie na widmach izomerdw tyrozyny wystepuje maksimum ab-



CHROMATOGRAFICZNY ROZDZIAL IZOMEROW TYROZYNY. 0-TYROZYNA JAKO PRODUKT.. 39

sorpcji, natomiast absorpcja fenyloalaniny jest stosunkowo niewysoka (rys. 2). Umoz-
liwia to analize niewielkich ilosci o- i m-tyrozyny w obecnos$ci znacznego nadmiaru
fenyloalaniny i p-tyrozyny. Widma absorpcyjne w zakresie nadfioletu dla fenyloalani-
ny i izomeréw tyrozyny przedstawiono na rys. 2. Wartosci absorbancji przy 270 nm
roztworéw o stezeniu 10'4 mol dm'3 wynosity odpowiednio: o-Tyr - 0,410, m-Tyr -
0,394 i p-Tyr - 0,220. Izomery o- i m-tyrozyny majg bardzo podobne widma absorp-
cyjne, natomiast p-tyrozyna posiada dodatkowo maksimum absorpcji przy okoto 225
nm.

Rys. 1. Chromatogram HPLC wzorcowej mieszaniny p-tyrozyny (a), m-tyrozyny (b), o-tyrozyny (c) i
fenyloalaniny (d).

Na rys. 3 przedstawiono chromatogramy fenyloalaniny (chromatogram A) i fe-
nyloalaniny napromieniowanej w roztworze wodnym dawkg 2 kGy (chromatogram B).
Obecne na chromatogramie B piki o czasach retencji okoto 7,8 min., 9,3 min. i 11,0
min pochodza odpowiednio od p-, m- i o-tyrozyny. lzomery te sg produktami radiolizy
fenyloalaniny.
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Rys. 2.

Rys. 3.
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Dhugos¢ fali, nm

Widma absorpcyjne o-, m- i p-tyrozyny oraz fenyloalaniny zarejestrowane dla roztworéw wod-
nych o stezeniu 2 x 10'4mol dm3.

Czas retencji, min

Chromatogramy HPLC fenyloalaniny (A) i fenyloalaniny napromieniowanej dawka 2 kGy (B).
Czasy retencji wynoszg odpowiednio dla p-tyrozyny - 7,8 min., dla m-tyrozyny - 9,3 min., dla
o-tyrozyny - 11 min. i dla fenyloalaniny - 12,6 min.
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llosciowe wyniki oznaczen izomerdw tyrozyny powstajagcych jako produkty ra-
diolizy fenyloalaniny przedstawiono na rys. 4. Wydajno$¢ tworzenia izomeréw tyro-
zyny wzrasta ze wzrostem dawki prawie prostoliniowo, pewne odchylenia od linii
prostej wystepujg w przypadku powyzej 5 kGy, wystepujg wowczas reakcje wtorne
prowadzace do rozktadu produktéw pierwotnych w wyniku ich radiolizy. Stezenia
produktow radiolizy fenyloalaniny wyznaczono w oparciu o krzywe skalowania wy-
konane dla poszczeg6lnych izomerdéw przy uzyciu substancji wzorcowych. Przy wyj-
Sciowym stezeniu fenyloalaniny wynoszacym 0,01 mol dm'3 sumaryczna wydajno$¢
tworzenia izomer6w o-, m- i p-tyrozyny w przypadku dawki 10 kGy wynosi okoto
4,4%.

Rys. 4. Zaleznos$¢ stezenia izomeréw tyrozyny powstajacych w czasie radiolizy wodnych roztworéw
fenyloalaniny (10‘2mol dm'3) od dawki promieniowania.

Dyskusja

Do rozdziatu aminokwasdw najcze$ciej stosuje sie chromatografie gazowa lub
chromatografie cieczowg z wykorzystaniem kolumn jonowymiennych lub z odwréco-
nymi fazami. W naszych badaniach do rozdziatu izomeréw tyrozyny i fenyloalaniny
zastosowaliSmy wysokosprawng chromatografie cieczowg. Najlepszy rozdziat uzyska-
liSmy stosujgc kolumne wypetniong Spherisobem S ODS1, 5 |Jm, 250x4 mm, pracuja-
ca w uktadzie izokratycznym. Faze ruchomg stanowit wodny roztwdr zawierajacy 2 %
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etanolu i 1 % KH2P04. Jest to ukfad zblizony do ukfadu zaproponowanego przez Me-
iera i wsp. [ 6]. Opracowang metode wykorzystaliSmy do badania wydajnosci tworze-
nia o-, m- i p-tyrozyny w czasie radiolizy wodnych roztworédw fenyloalaniny w obec-
nosci powietrza.

Tyrozyna, czyli p-hydroksyfenyloalanina jest powszechnie wystepujgcym amino-
kwasem w produktach zawierajgcych biatka. Natomiast izomery o- i m-tyrozyny wy-
stepujg w tych produktach bardzo rzadko i to w $ladowych iloSciach. 1zomery te jako
produkty radiolizy fenyloalaniny powstajg w wyniku hydroksylacji pierscienia aro-
matycznego tego aminokwasu, a schemat zachodzacych reakcji przedstawiony jest na
rys. 5.

OH
H R
-RH
R
+NH3
ch2—dh—coo T R* p-Tyr
‘RH
. v .
JI + "OH H OH OH

Rys. 5. Schemat reakcji radiolizy fenyloalaniny w roztworach wodnych inicjowanych przez rodniki OH
i prowadzacych do utworzenia o-, m- i p-tyrozyny.

Inicjatorem reakcji prowadzacych do utworzenia izomeréw tyrozyny sg rodniki
hydroksylowe, bedace produktami radiolizy wody. Wydajno$¢ tworzenia izomerdw
tyrozyny w czasie radiolizy fenyloalaniny, zalezy nie tylko od dawki promieniowania,
ale takze od obecnosci w napromienianym roztworze tlenu lub innych utleniaczy np.
jonéw Fe3+[6].

Wyniki przeprowadzonych przez nas badan wykazaly, ze w zakresie dawek pro-
mieniowania od 1 do 10 kGy o-tyrozyna tworzy sie z najwyzszga wydajnoscia, nizszg
wydajnos¢ tworzenia obserwowana byta w przypadku m-tyrozyny, a najnizsza p-
tyrozyny. Stezenie izomerdw tyrozyny wzrasta ze wzrostem dawki, jednakze dla da-
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wek wyzszych od 5 kGy, wystepuje pewne odchylenie od prostoliniowej zaleznosci
wydajnosé/dawka. W roztworach fenyloalaniny o stezeniu 10'2 mol dm'3 napromie-
niowanych dawka 10 kGy okoto 4,4 % czasteczek wyjsciowego aminokwasu prze-
ksztatca sie do izomeréw tyrozyny, w tym 1,8 % do o-tyrozyny, 1,4 % - do m-tyrozyny
i 1,2 % - do p-tyrozyny.

Poniewaz biatkowe produkty spozywcze, np. migso, zawierajg znaczne ilosci wo-
dy, jej produkty radiolizy odgrywaja istotng role w inicjowaniu reakcji rodnikowych w
napromieniowanym produkcie. Stagd mozliwos¢ wykrywania specyficznych produktow
radiolizy stwarza szanse wykorzystania tego typu oznaczen do monitorowania napro-
mieniowanych produktow spozywczych. Powstawnie o-tyrozyny w napromieniowa-
nym miesie drobiu zostato potwierdzone we wczesniejszych badaniach innych auto-
row [5]. Przydatno$¢ tej metody musi by¢ jeszcze zweryfikowana w dalszych bada-
niach prowadzonych z wykorzystaniem biatkowych produktéw spozywczych.

Whnioski

1. W wyniku przeprowadzonych badan uzyskano dobry rozdziat izomeréw o-, m- i p-
tyrozyny oraz fenyloalaniny stosujagc kolumne wypetniong Spherisorbem S ODS1 5
[im o wymiarach 250 x 4 mm. Jako eluent stosowano wodny roztwér zawierajacy
2% etanolu i 1% KH2P04.

2. Wydajnos¢ tworzenia o-tyrozyny w czasie radiolizy fenyloalaniny wzrasta propor-
cjonalnie ze wzrostem dawki promieniowania. Poniewaz izomer ten praktycznie nie
wystepuje w produktach spozywczych, jego obecno$é moze byé potencjalnie indy-
katorem napromieniowania.
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Praca prezentowana na |l Sesji Przegladowej Analityki Zywnosci, Warszawa,
23.05.1997.

CHROMATOGRAPHIC SEPARATION OF TYROSINE ISOMERS. O-TYROSINE AS
A PRODUCT OF RADIATION-INDUCED HYDROXYLATION OF PHENYLALANINE
AND AS AN INDICATOR OF FOOD IRRADIATION

Summary

Tyrosine isomers and phenylalanine were separated by liguid chromatography (HPLC). Since o- and
m -tyrosine are formed as products of radiation induced conversion of phenylalanine in an agueous Solu-
tions, it was proposed to measure the level of these products as an indicator of irradiation of food prod-
ucts, particularly of those rich in proteins. The concentration of tyrosine isomers was found to increase

with the increase of the radiation dose and for 10 kGy the level of o-tyrosine was equal to 1-8%.8H



