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Jel6lések jegyzéke

A abszorbancia

amin-TNP TNBS primer aminnal valo reakcidjat kdvetéen keletkezett termék
CYS ciszteamin

CA cisztamin

DAB 1,4-diaminobutén

DBA dibutil-amin

DTT ditiotreitol

GDA glutéaraldehid

Qm tdmeg szerinti duzzadasok

PASP poliaszparaginsav

PASP-CA cisztaminnal térhaldsitott poliaszparaginsav gél

PSI poliszukcinimid

PSI-CA cisztaminnal térhaldsitott poliszukcinimid gél

PVA poli(vinil-alkohol)

PVA-GDA glutéraldehiddel térhalositott poli(vinil-alkohol) gél
TNBS 2,4,6-trinitro-benzol-szulfonsav

€ moléris abszorpcios koefficiens

b Y térhalositasi fok



1 Bevezetés

A modern anyagtudomany egyik kiemelt fontossagu teriilete olyan anyagi rendszerek -
agynevezett ,intelligens” polimer gélek - elballitdsa és vizsgalata, melyek a kornyezeti
paraméterek (pl.: pH, hémérséklet) megvaltozasara elére programozott moédon valtoztatjak
fizikai és kémiai tulajdonsdgaikat. A polimer gélek tulajdonsagait a polimer molekuldk
minésége, molekulatémege, valamint a polimer molekulak kozott kialakuld fizikai és kémiali
kdlcsonhatdsok hatarozzak meg. A fizikai kdlcsénhatasok szdma statisztikusan allandé, de a
polimer molekuldk folyamatos mozgasanak kdszénhetéen helyiik allandoan valtozik. Ezzel
szemben a térhaloban talalhaté kovalens kotessel kialakitott kémiai térhalépontok helye
allandd. Emiatt, amikor egy kémiai térhalot szeretnénk jellemezni, elengedhetetlen ismerni az
egységnyi tomegti szaraz gélre esé kémiai térhalopontok szamat.

A térhalopontok szdmanak meghatarozasira tobb lehetéség kinalkozik. Gélek
rugalmassagi modulusainak meghatarozasaval, a neo-Hooke torvényt alkalmazva szamithato
a halopontstirtiseg. Ez az érték azonban a lanchurkolddasok miatt kialakulé fizikai halopontok
miatt mindig nagyobb, mint a kovalens kotések altal létrehozott kemiai térhalopontok szdma.
A Flory-Huggins modell felhasznalasdval szintén meghatarozhatd egy térhalopont
koncentracio, de alkalmazasa szamos hibalehet6séggel rendelkezik. Ilyenek példaul, hogy
olyan paramétert tartalmaz (Flory-Huggins koélcsénhatasi paraméter), mely erésen filgg a
homérséklettsl, vagy a nyomastol, illetve a specifikus kdlcsonhatdsok figyelembe vétele
nehézségekbe Utkozik. Harmadik Ut lehet egy olyan analitikai modszer kidolgozasa, mely
segitségével meghatarozhatd azon térhaldsitd molekuldk ardnya, melyek a gél eléallitsa
sorén valéban részt vesznek - kovalens kotések réven - a térhalo kialakitasaban [1, 2].

Munkamat a Budapesti Miiszaki és Gazdasdgtudomanyi Egyetem Fizikai Kémia és
Anyagtudoméanyi Tanszékén, a Lagy Anyagok Kutatocsoportban végeztem, ahol kiemelt
kutatasi téma a kilonb6zé diaminokkal, utdlagos térhaldsitassal elééllitott poliaszparaginsav
gélek eloallitasa és jellemzése. Munkdm célja egy olyan analitikai modszer kidolgozésa volt,
mellyel meghatarozhatd az el6allitott gélekben a ténylegesen keresztkoté terhaldsito
molekulak aranya, valamint a kémiai térhalopontok koncentracija. A térhaldsitoszerként
hasznalt diaminok kvantitativ analizisére a primer aminocsoportok meghatarozéasara elterjedt
2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsavat (TNBS) hasznaltam [3].

Munkam két f6 részre tagolhatd. Egyrészt meghataroztam az egyaltaldn nem reagalo
keresztkoté molekuldk szamat. Masrészt — ez képezte munkdm gerincét - egy Uj modszert

dolgoztam ki a csak egyik funkcids csoportjaval elreagaléd térhaldsitdé molekulak mennyiségi



meghatarozasahoz. E két adat ismeretében szamithaté diaminokkal térhalositott
poliaszparaginsav gélek valddi térhaldsitasi foka.



2 lrodalmi attekintés

2.1 Agélek

A géleket a koherens kolloid rendszerek kozé soroljuk [4, 5]. Maga a ,,gél” kifejezés
nem egy anyagot, hanem egy kinetikailag stabilis &llapotot jel6l, ahol a rendszert alkoto
részecskék kozott a kohézios kdlcsdnhatasok energidja nagyobb, mint a részecskék Brown
mozgasdhoz tartozo energia. Ezek a kohézids kdlcsonhatdsok egy 3 dimenzios, a szilard
anyagokhoz hasonld, 6nallo alakkal rendelkez6 anyagi halmazt hoznak létre.

A gélek kozott jelentds szerepet toltenek be a liogélek, ahol a kohézios
kdlcsonhatasokkal dsszetartott vazat valamilyen olddszer tolti ki. A liogélekre jellemz, hogy
kisebb mechanikai hatdsokkal szemben ellenalloak, illetve rugalmasan és reverzibilisen
deformalédnak, ugyanakkor szdmos tulajdonsdgaikban (pl.: g6ztenzid) oldatokhoz
hasonlitanak. Csoportositasuk térténhet a komponensek anyagi minésége alapjan (polimer
gél, agyagasvany geél), vagy a komponensek kozott kialakuld kdlcsonhatasok erdssége,
reverzibilitdsa szerint (fizikai, illetve kémiai gélek).

Fizikai géleknek nevezziik azokat a térhalokat, melyeket diszperzids, orientécids, illetve
ionos kolcsonhatasok, valamint H-hidak tartanak egyben. Ezek a kapcsolatok a kilsé
kornyezeti paraméterek (hémérséklet, pH) adott irdnyd megvaltozasaval felbomlanak, igy a
gél szollad alakul, feloldodik. A kémiai gélek esetében a fizikai gelekre jellemzé
kolcsonhatasok mellett kovalens kotések is részt vesznek a térhald osszetartdsdban. Ezek a
kémiai kdtések meggéatoljak, hogy pusztan a fizikai paraméterek megvaltozasaval a gél szolla
alakuljon.

A tovabbiakban ,,gél” alatt minden esetben a munkam kozéppontjaban all6 nagy

folyadéktartalmu kémiai polimer géleket értem.

2.1.1 A kémiai polimer gélek elééallitasa

Kémiai polimer gélek esetén a polimer lancokat valamilyen mas, altaldban Kkis
moéltdmegti molekuldk kapcsoljak 6ssze, igy alakitva ki a kémiai térhalot. Ezeket a
~kapocsként” szolgalo molekuldkat térhalositdszereknek nevezik. Az eldéllitas soran a
polimer ismétlod6 egységeinek és a térhalositoszer molekulainak molaranyat térhaldsitési

foknak (V) nevezziik.

_ npolimer ismétlédo egység

Y=

Ntérhalésits molekula



Terhaldsitoszernek olyan molekuldk alkalmasak, melyek legalabb két reaktiv funkcios
csoportot tartalmaznak. Amennyiben egy bifunkcids térhaldsité molekula mindkét funkcids
csoportjaval polimerhez kapcsolodik — ezzel dsszekdtve két polimer lancot — két kémiai
térhalépontot hoz létre.

A kémiai gélek eloéallitasa kétféleképpen torténhet. Az egyik mod az egylépcsés vagy
direkt eljaras. Ekkor a polimer monomerijeit, valamint a keresztk6té molekulakat tartalmazo
oldatban egy id6ében torténik a polimerizacié valamint a kémiai térhalépontok kialakulasa.
A mésik lehet6ség az utdlagos térhalositas. Ennél az el6allitasi médnal a polimer molekulakat

utdlag kotjuk dssze térhalositd molekulak segitségével [6-8].

2.1.2 Keémiai polimer gélek jellemzé tulajdonsagai

A kémiai polimer gelek népszeriisége annak koszdnheté, hogy olyan anyagi
rendszerek hozhatoak létre belslik, melyek a Kkils6 kornyezet megvaltozasara
(pl.: homérséklet, pH) valamilyen elére programozott valaszjelet adnak. A legaltalanosabb
valaszjel a térfogatuk megvéaltozdsa. Amennyiben a térfogatvaltozas ugrasszeriien torténik,
gélkollapszusrdl beszéliink [9].

A gél térfogatvaltozasat a gél duzzadasfokaval jellemezhetjik. Megkilénbdztetiink
tdmeg (qm), illetve térfogat szerinti (qyv) duzzadasfokot:

mgé V6
— gél — gél
qdm — qv — ,

Mszarazgél Vszarazgél

ahol mgs és Vga a duzzadt gél tomege, illetve térfogata, mig Msuraz gs1 €S Vszaraz got @
duzzasztdszer nélkuli kiszaritott gél tomege és térfogata.

Amikor a gél terfogatvaltozassal reagal a kornyezetében lejatszddé folyamatokra,
jelentés mértékben megvéaltoznak egyéb tulajdonségai is. Egy duzzadt gélben sokkal Kisebb a
polimer koncentréacidja (altalaban < 10 %), igy sokkal nagyobb lehet6ség nyilik kismolekulak
diffazidjara gélen belll, vagy azon keresztll. Ezt szemlélteti a 2.1. &bra, ami bemutatja,
hogyan valtozik a kioldodott hatdanyag mennyisége pH érzékeny poliakrilsav alapu
hidrogélbdl kulénbdzé pH értékeken. Amikor a gél duzzadasfoka nagyobb, tobb hatéanyag
oldodik ki a gelbol, mint Kisebb duzzadasfok esetén [10]. A gél térfogatanak megvaltozasat a
gél mechanikai tulajdonsagainak megvaltozasa is koveti. Erre mutat ra a 2.1. abra, ahol egy
poliakrilamid gél rugalmassdgi modulusanak VvAaltozasat lathatjuk a duzzadasfok
fliggvényében. Jol latszik, hogy nagyobb duzzadasfok esetén jéval kisebb rugalmassagi
modulus értékek merhet6ek [11].
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2.1. dbra Kioldddott hatéanyag mennyisége poliakrilsav gélbél kilonbdzé duzzadasfokok esetén (a.) [10], illetve
E)gl)ifalligilamid alapa anionos polielektrolit gél rugalmassagi modulusa a duzzadasfok fliggvényében, jo olddszerben

A gél térfogatvaltozadsanak hajtdereje a szabadentalpia minimumra vald torekvés.
Amikor egy szilard geélt oldoszerbe tesziink, két hatds érvényesll egyszerre. Egyrészt az
oldészer molekuldk a kémiai potencialkiilonbség hatdsara behatolnak a térhaldéba, melyet
szolvatalni igyekeznek. Ez a folyamat a szabadentalpia csokkenésével jar egyiitt: a molekulak
keverednek, az entropia novekszik. Ezzel parhuzamosan a gél térfogata ndévekszik, a polimer
térhald deformalédik, ami a szabadentalpia novekedését okozza. Ezek alapjan
megkulénboztethetiink két szabadentalpia tagot: az elegyedési szabadentalpiat (Gmix),
valamint a térhald deforméacidjahoz tartozé szabadentalpiat (Gger). A két tag egymastol
fuggetlen, 0sszeglk adja a gél szabadentalpiajat, melynek minimuma van a gél egyensulyi
duzzadésfok&ndl. Az egyensulyi duzzadasfok értékét tehdt az elegyedéshez, illetve a
deformécidhoz tartoz6 szabadentalpiat meghatarozo tényezok adjak meg. llyenek az olddszer
anyagi minosége: polimer-polimer és polimer-oldoszer kdlcsdnhatés, a térhalopontok szdma,
valamint a kilonb6zé allapothatdrozok. Ezek kozott teremt kapcsolatot a Flory-Huggins
egyenlet:

IN(1 — @) + &, + y o2 + vy (]’;—0) (0, -2) =0,

ahol @, a polimer térfogati tortje az egyensulyi duzzadasfok esetén, y a Flory-Huggins féle
kodlcsbnhatasi paraméter, v, az olddszer molaris térfogata, ve a polimer lancok szdma a
térhaloban, V, a kiszéritott gél térfogata [12].



2.2 Poliaszparaginsav alapu gélek

A természetes polimerekbél (pl.: zselatin) képz6détt hidrogélek szerkezete és
Osszetétele altalaban nem reprodukéalhatd, valamint kilénb6z6 kérokozokat tartalmazhatnak.
Elényeik, hogy biokompatibilisek, biologiai Gton lebonthatdk, és a sejtaktivitast is jol
megfigyelhetéen serkentik. A szintetikus hidrogeleknek (pl.: poliakrilsav gélek) nem
természetes velejardik ezek a bioaktiv tulajdonsagok, azonban jol definialt szerkezetlik van,
mely mddositdsaval szabdlyozhatdak a tulajdonségaik: pH- és hémeérséklet érzékenység. A
szintetikus uton elgallitott poliaszparaginsav (PASP) elénye, hogy biokompatibilis polipeptid,
ugyanakkor rendelkezik a szintetikus uton eldallitott polimerek jol reprodukélhatd
szerkezetével [13, 14].

2.2.1 A poliaszparaginsav

A poliaszparaginsav (PASP) Kkizér6lag aszparaginsav egységekbol felépuld
homopolimer (2.2. 4bra). Mivel az aminosav egységeket peptid kotések kapcsoljak dssze, igy
a polimer teljes mértékben biodegradalhaté. Annak kdszénhetéen, hogy a polimer
részegységei aminosav alapuak, a biologiai lebontas soran a szervezetbe nem kertilnek

toxikus bomléstermékek [15].

162 °C pH 3.9
OH Me2|t|Ien/SzquoIan
CC. H3PO4 R{

Aszparag insav PASP

2.2. abra Példa poliaszparaginsav eléallitasara

A 22. abra a legelterjedtebb, polikondenzacids eléallitdsi modjat mutatja be a
poliaszparaginsavnak [13-16]. Tovabbi el6allitasi lehetéség az aszparaginsav termikus
polimerizécidja, illetve maleinsavanhidrid és ammonia reakcidjaval is poliaszparaginsavhoz
juthatunk. A kulénbdzo eléllitasi modokkal kilénbdzé moltomegl és méltdmeg-eloszIlasu
polimerek allithatdak el6, melyeknél a linearis polimer lanchan eltéré mértékben
irregularitdsok is megfigyelhetéek. A polimer Ianc szabélyossdga, valamint a moltomege
meghatdrozé a polimer bioldgiai Uton torténd lebonthatosagara, valamint a polimerekbél

eléallitott gélek tulajdonsagaira nézve [13, 17].



2.2.2 Poliaszparaginsav alapu hidrogélek eléallitasa

Poliaszparaginsav alapu hidrogélek eléallithatoak PASP vizes oldatabdl y-sugérzassal,
azonban ez a modszer csak nagy moltémegii polimer esetében miikddik, és megvaldsitésa is
nehézkes [18]. A leggyakoribb eljards PASP alapu gélek eléallitasara a poliszukcinimid (PSI)
alapu gélek enyhén lagos kdzegben torténé elhidrolizdlasa. A poliszukcinimid DMSO-ban
valamint DMF-ben jol oldédik, és konnyen reakcioba viheté nukleofil agensekkel a
szukcinimid gyirik felnyildsa kdzben, igy legaldbb két nukleofil funkciés csoporttal
rendelkez6 molekuldkkal térhaldsithaté. A poliszukcinimid aminocsoporttal katalizator
nélkil, szobahomérsékleten nukleofil addiciés reakcidba vihetd, ennek koszdnhets, hogy
poliaszparaginsav alapu gélek legelterjedtebb térhalositoszerei a diaminok. Ezek kozul is
leggyakoribbak a természetben is megtalalhaté putreszcin (1,4-diaminobutén), lizin, vagy a
cisztamin (2.3. abra) [16, 19].
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2.3. dbra Poliaszpragainsav gélek eldallitasa poliszukcinimidbél diaminokkal térhalésitva

Mas, nem aminocsoportot, mint nukleofilt tartalmaz6 keresztkété molekula leirasara
az irodalomban nem talaltam példat. A PSI-t més uton jellemzéen ugy térhalositjak, hogy
elészor a polimert valamilyen amin vegyulettel mddositjdk, majd a moddositott polimer
lancokat kapcsoljak 0ssze. Erre pelda a poli(hidroxietil aszpartamid) (PHEA) térhalositasa,
ahol a 2-aminoetanollal mddositott PSI molekuldkat y-besugérzassal, vagy savas katalizis
segitségével glutaraldehiddel térhalositjak (2.4. abra) [14, 20, 21].
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0 0 OH i
H,N oH 162 °C HZN/\/ : NH// O/\/\/\O
—_—» N—LR B — _— > PHEA gél
oH Mezitilén/Szulfolan 2 DMF, 25 °C NH H*

cc. H3POy R{ H

O 0 n ©
. OH| p
Aszparaginsav PSI
PHEA

2.4. abra PHEA gél eléallitasa [21]
2.2.3 Poliaszparaginsav alapu hidrogélek jellemzése

A poliaszparaginsav alapt gélek két legjellemzobb tulajdonsaga a nagyon jo
vizmegkoté képesseg, valamint a nagymértéki pH-érzékenység, melyek legszembetiinébb
megjelenési forméja a gel térfogatdnak megvaltozasa. Ennek koszdnheté, hogy az egyik
legelterjedtebb mddszer a gélek jellemzésére az egyensulyi duzzadasfok, valamint a duzzadasi
kinetika vizsgalata. Ezt PASP gélek esetén a pH, a kilénbdz6 komplexképzé fémek (pl.: réz,
kalcium) jelenléte, valamint a gél térhaldsitési foka hatdrozza meg. Mig el6z6 két paraméter a
gél kdrnyezetét jellemzé érték, addig utdbbi — a térhaldsitasi fok — a térhalot definialja [16,
22, 23].

A pontos térhalositasi fok, tehat a kémiai térhald 6sszetételének meghatarozésidhoz
szamszerusiteni kell azon térhalosité molekuldk ardnyat, melyek a polimerrel egyaltalan nem
reagélnak el, illetve azokét, melyek egyik funkciés csoportjukkal bekdtédnek a térhaldba, de
masik funkcios csoportjuk szabadon marad, igy nem hoznak létre kémiai keresztkotést. A gél
szintézise soran a polimerizacios fok eltéré lehet, a kilsé korilmények, foleg a homérséklet,
nem feltétlentl egyezik meg minden preparacio esetén és a reakcididé is kulonbdzhet, ezért a
vizsgalt gélek egységes jellemzésehez alapvetéen szikséges a valodi térhalositasi fok
meghatarozasa.

Diaminokkal keresztkdtott hidrogélek esetén olyan analitikai modszerek alkalmazasa
szlikséges, melyek primer aminocsoportok szelektiv és kvantitativ meghatarozasat teszik

lehetVvé.

2.3 Primer aminocsoportok szelektiv analizise

Az aminocsoportok meghatarozasanak fontossadga a protein, illetve fehérje analitika
jelentéségének megnovekedésével valt egyértelmivé. Az €16 szervezetet felépité fehérjéket
aminosav egységek alkotjak. A biogén aminok az élelmiszerek természetes alkotdi melyek
thlzott bevitele allergias reakciokat valthat ki. Az iparban (pl.: gyégyszeripar, kozmetikai ipar,

festékanyag és novenyvédoszer gyartas) a gyartasi folyamatok soran kilénb6z6 aromas, alifas
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mono-, illetve poliaminok keletkeznek kozti-, illetve melléktermékként, melyek a kdrnyezetbe
kerlilve kéros hatést fejtenek ki. Ezen vegyuletek analitikai vizsgélata tehat nem Kikerulheté.
Analizistik legelterjedtebben kromatografias uton torténik, ahol az elvalasztast kovetéen a
molekulakat szarmazékképzés segitségével detektaljak. A legfontosabb szempontok, hogy a
szarmazékképzési reakcid legyen gyors és kvantitativ, a keletkezett termék és a reagens
legyen stabil [24-26].

2.3.1 Ninhidrin

Miutadn Siegfried Ruheman 1910-ben felfedezte a ninhidrint (2.5. &bra), hamar
elterjedt az analitikdban aminocsoportot tartalmazo vegyuletek meghatarozésara. Alkalmazésa
elsésorban a binugyi helyszineléseknél, a pordézus feluleteken hagyott ujjlenyomatok
felderitésére, valamint a szerves kémiaban peptidszintézisek vékonyréteg-kromatografiaval

valo kovetésére terjedt el [26].

OH

OH
O

2.5. dbra A ninhidrin szerkezeti képlete
A ninhidrin az a-aminosavakbdl képz6d6 ammoniaval bibor szini festékké
kondenzalodik (kivéve a prolin és az oxoprolin esetén, ahol sarga szinti reakciotermékhez
jutunk). A ninhidrin peptidek és fehérjék esetén a termindlis, valamint a lizin
aminocsoportjaval lép reakcioba, ez teszi alkalmassa az ujjlenyomatok megjelenitésére (2.6.
abra) [27].

o}

(0]
(0] Q N
OH R N "
2 : oH - ¢ HO . 2C0 . P
OH NH, . o
0]

2.6. abra Ninhidrin reakcioja aminokkal [28]
Mennyiségi analitikai célu alkalmazasa nem gyakori, mert a kimutatas érzékenysegét
rengeteg paraméter (pH, homérséklet, paratartalom) kismértékii megvaltozasa, valamint az

oxigen jelenléte is nagyban befolyasolja [29, 30].
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2.3.2 Orto-ftélaldehid

Az orto-ftalaldehid (OPA) primer aminok kimutatasara hasznalt reagens. Az OPA tiol
vegylilet jelenlétében primer aminokkal izoindol vegyuletet képez (2.7. &bra). Az igy kapott
termék mind kromofér, mind fluoreszcens tulajdonsaggal bir, igy UV-VIS vagy
fluoreszcencia spektroszkdpidval is mérhet6 [31, 32].

Alacsony kimutatasi hataranak koszdnhetéen, elsésorban kromatografidban, oszlop
utani szarmazékkeépzoként elterjedt és gyakori a hasznalata. A 2.7. abrén lathatd izoindol
szarmazék azonban nem stabil, hanem tovabb képes reagélni egy méasik OPA molekuléval,
igy egy masodlagos terméket eredményezve. Munk&m sorén azonban stabilabb reagensre volt

szlikségem a varhatdan hosszu reakcididejii géles mérésekhez [33].

OH
OH
0 I
R HS i
H
Y (. S

H NH, N\
| R
0

2.7. abra Orto-ftalaldehid (OPA) reakcioja primer aminokkal tiol vegyulet jelenlétében [31]

2.3.3 2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav

A 2,4,6,-trinitrobenzol-szulfonsavat (TNBS) elészor Satake alkalmazta primer
aminok, elsésorban aminosavak és peptidek meghatarozasara enyhén lugos kdzegben.
A TNBS elénye, hogy szelektiv, a primer aminocsoporton kivill mas nukleofilekkel valo
reakcidja az irodalom szerint nem jellemzé [3, 34, 35].

A TNBS primer aminokkal enyhén lugos kozegben SN2Ar reakcidban reagal
trinitrofenil-amin (amin-TNP), illetve szulfit ionok keletkezése mellett. Ezzel a reakcioval
parhuzamosan a ligos kdzegben a TNBS sokkal lassabb reakcidban pikrinsavva hidrolizal el
(2.8. &bra) [3].
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NH
HN_  SOs
02N N02 02N N02
+ H,SO3
_NH, —
SO;H R <
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O,N NO, ¢¢Q> NO, NO,
o . . - :
© Meisenheimer-komplex Trinitrofenil-amin
(amin-TNP)

O&
£, )
NO ’3’\

TNBS 2, OzN NO,
+ H,S0;

Pikrinsav

2.8. abra TNBS reakci6i lugos kézegben

A reakcid legmeghatarozobb paramétere a pH. Tal magas pH esetén (pH > 10)
nagyobb teret nyer maganak a mellékreakcid, azaz a TNBS hidrolizise. Az alacsonyabb pH
hatranya (pH <8,5), hogy az aminocsoportok protonalddhatnak, mellyel elvesztik

nukleofilitasukat, s igy nem megy végbe a reakcio [3, 30, 35].

0,5

0,44

0,1

0,0 T T T T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600 650
A (nm)

2.9. dbra TNBS és glicin reakci¢jaban kapott reakcidtermék spektruma (glicin-TNP)

A pH mellett a hémérséklet, a reakcioids, valamint a reakcio soran is keletkez6 szulfit
ionok koncentracidjdnak amin kimutatdsra gyakorolt hatdsat vizsgaltak. Elsé alkalommal,
1960-ban Satake az aminosavakat, illetve peptideket a TNBS-sel 2 6ran &t 40 °C-on sotétben
reagéltatta, majd az oldatot s6savval megsavanyitotta, azutan vette fel a spektrumat. A TNBS

aminokkal képzett adduktjanak spektrumat felvéve 2 csicsmaximum figyelheté meg: az egyik
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340-350 nm-nél, a masik 420 nm-nél (2.9. &bra). Satake ekkor a 340 nm-en mérhetd
abszorbanciat hasznélta fel a kiértékelésekhez. Ezzel szemben az 1966-ban publikalt cikkében
mar a reakcid idot lecsokkentette 25 percre, mig a hémérsékletet 60 °C-ra emelte, végil a
méréseket atsavanyitas nélkil 420 nm-en végezte [31, 36-41].

Bizonyitott, hogy a Kkisebb hulldamhossz (340-350 nm) a trinitrofenil-aminhoz
(amin-TNP) rendelhet6, mig a 420 nm-es az dtmeneti Meisenheimer komplexhez, ugyanis ha
a reakcioelegyhez szulfit ionokat adunk, az egyensulyt a f6 termék iranyabol (amin-TNP) a
Meisenheimer komplex felé toljuk el. A szulfit ionok adagolasdnak hatdséra a spektrum
350 nm kordli csucsintenzitdsa csokken, mig a 420 nm-es csucse novekszik, ami igazolja a
420 nm-es csucs Meisenheimer komplexhez rendelhetéségét. Szulfit ionok hozzéadésaval
ndvelhetd a Meisenheimer komplexhez tartozd érzékenység is. A szulfit ionok nagyobb
koncentracioja azonban a spektrumot torzitja, mindkét eredeti csucs eltiinik és egy 0j csucs
jelenik meg 406 nm-nél, mely NMR mérésekkel bizonyitottan egy biszulfit komplexhez
tartozik. Kulon szulfit ionok adagolasa a rendszerbe - habar a 420 nm-es elnyeléshez tartozd
érzékenységet egy bizonyos szintig néveli — mégsem ajanlatos, mert két okbdl is el6segiti a
TNBS pikrinsavva alakulasat. Egyrészt ndvekszik az ionerésség, ami a hidrolizisnek kedvez,
masrészt a pH-t is ndveli, ami szintén a pikrinsav képzodését gyorsitja [26, 35, 42, 43].

A 350 nm-es cstcs amin-TNP-hez val6 tartozasat azzal bizonyitottak, hogy savanyitas
hatasara a 420 nm-es csucs jelentésen csokken, valamint 6lom-klorid hozzaadasaval ugyanezt
érhetjlk el. E két mddszerrel a szulfit ionokat tavolitjuk el a rendszerb6l, ami a Meisenheimer
komplex atalakulasahoz vezet [26].

A f6 reakcié mellett fontos vizsgélni a reagens hidrolizisét is, mert pikrinsavnak
azonos hullamhossz tartomanyban (~350 nm) van elnyelése, mint az amin-TNP-nek [3]. A
reakciokorulményeket Gagy kell megvalasztani, hogy a hidrolizist minél jobban
visszaszoritsuk. A két parhuzamos reakcio sebessegét a pH az ionkoncentracion keresztil is
befolyasolja, valamint a két reakci0 sebességi tényezéje az Arrhenius-egyenletnek
megfeleléen fligg a hémérséklettsl. A szokasos reakcioidé 30 perc, a méréseket altalaban
szobahémérsékleteken végzik, legelterjedtebben 9-es, vagy 9,3-as pH-ju pufferben [3, 26, 30,
31, 37].

A TNBS kétfele reakciojanak Kinetikdjat hasonlitja 0ssze a 2.10. abra a hémérséklet
fuggvényében. Lathatd, hogy az aminokkal vald reakcid sebességét a homérséklet kevéssé
befolyasolja, ugyanakkor a hidrolizis sebességét nagyban noveli annak emelése [38]. Ebbél

kdvetkezéen a reakciot célszerii szobahomérséklet korul vegezni.
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2.10. dbra TNBS és glicin reakcioja soran (folytonos vonal) és a TNBS hidrolizise soran (szaggatott vonal) az
abszorbancia valtozasa kiilénbdzé hémérsékleteken [40]

A TNBS viselkedésének pH fliggését a 2.11. abra mutatja. Lathatd, ahogyan a
karbonat puffer dsszetétele valtozik, és a pH lugos iranyba tolddik el, abszorbancia névekedés
figyelhet6 meg, ami a pikrinsav keletkezéséhez kothet6 [40].
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2.11. dbra Pufferben oldott TNBS abszorbanciajanak valtozasa az idével kiilonbézé puffer dsszetételek mellett [40]
A reakciokorilmények megvalasztasanal szem el6tt kell tehat tartani, hogy a pikrinsav
keletkezése érinti az amin-TNP meghatarozasat a Kkiértékelések soran. Osszességében
elmondhat6, hogy az irodalmi adatok alapjan célszerii megkdzelitéleg pH = 9-es puffer
alkalmazésa, mig a hémeérsékletet érdemes 25 °C-on, vagy az alatt tartani, valamint a mérési

idét minél jobban csokkenteni.
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3 Ceélkitiizések

Munkdm célja egy olyan analitikai mddszer kidolgozasa volt, mely segitségével
diaminokkal térhaldsitott polimer gélek valodi térhalositasi foka meghatarozhatd. Ehhez meg
kellett hataroznom azon térhalésitdé molekuldk szamat, melyek a gélesités soran nem
reagdlnak a polimerrel, illetve, melyek csak egyik funkciés csoportjukkal koétédnek
polimerhez, igy a térhalo kialakitdsdban nem vesznek részt.

Azon térhalositdé molekulak mennyiségét, melyek egyaltalan nem reagélnak a polimer
molekulakkal, a gélesedés utan a gélbdl kimosva kivantam meghatarozni. A kimoséas utan
ezek a molekuldk szarmazékképzési reakciot kdvetéen UV-VIS spektroszkopia segitségével
mérhetéek. Az  &ltalam  valasztott = szarmazékképzé  analitikai  reagens a
trinitrobenzol-szulfonsav volt (TNBS).

Azon térhalositd molekuldk mennyiségét, melyek csak egyik funkcids csoportjukkal
reagalva nem vesznek reszt a térhald kialakitasdban, szintén trinitrobenzol-szulfonsavval,
visszameréssel terveztem meghatarozni. Hosszabb idejii reakciok (pl.: gélek, heterogén fazis)
esetén azonban a TNBS bomléasi reakcioja lehetetlenné teszi a mennyiségi meghatérozast az
irodalomban leirt modszerrel. EbbSl adéddan célom volt a TNBS-sel valé mérésekhez azon
reakciokorulmények meghatarozasa, melyek esetén a TNBS hidrolizisét gyakorlatilag teljesen
vissza tudom szoritani, igy a hidrolizise a kvantitativ eljarast hosszi meghatarozési idok

ellenére sem befolyésolja.

17



4 Kisérleti rész

4.1 Felhaszndlt anyagok és méresi koralmények

A kovetkezokben felsorolt vegyszereket haszndltam munkdm sordn (tisztasag, gyarto):
dimetil-szulfoxid (DMSO) (99 %, Merck); L-aszparaginsav (99%, Merck); dibutil-amin
(DBA) (99%, Merck), 1,4-diaminobutdn (DAB) (99 %, Aldrich); ciszteamin-hidroklorid
(97%, Merck); KCI (99,5%, Merck); Na;B4O;°10H,0O-t (a.r., Merck), NaBrOs; (99%, Merck)
ditiotreitol (DTT) (for biochem., Merck); N,N-dimetilformamid (DMF) (pure, Lach Ner);
Milli-Q desztillalt viz (Q > 18.2 um, Millipore); imidazol (puriss p.a., Sigma Aldrich);
2,4,6-trinitrobenzol-szulfonsav  (TNBS) (analitikai reagens; 1 M-o0s vizes oldata,
Sigma-Aldrich); cisztamin-dihidroklorid (> 98 %, Merck); glutar-aldehid (GDA) (25 % vizes
oldat, Merck), poli(vinil-alkohol) (PVA) (60 kDa, Merck).

A reagenseket és olddszereket tovabbi tisztitas nélkil hasznaltam.

A vizben higitott TNBS reagens oldatokat hetente frissen készitettem és 4 °C-on, hiitében
taroltam. A DMSO-val higitott TNBS reagens oldatokat 25 °C-on taroltam.

Az UV-VIS méréseket Analytik Jena SPECORD 2000 spektrofotométerrel végeztem

(10 nm/s pésztazasi sebesség, felbontas:Ar=1 nm).

A pufferek pH-jat Radelkis OP-271/1 kombinalt Gvegelektrédos pH-mérével ellenériztem,

melyet 3 ponton kalibraltam a mérések elétt.

A munka soran minden mérést és preparativ munkat szobahémeérsékleten, Iégkéri nyomason

végeztem.

4.1.1 Pufferek, reagens oldatok eléallitasa

e Borax puffer (0,1 M, pH=9,3): 38,14 g Na;B;0;:10 H,0O-t 1 l-es mérélombikban
desztillalt vizben feloldottam.

e Imidazol puffer (1=0,25 M, pH=8): 10,385 g imidazolt, 17,840 g KCl-ot desztillalt
vizben feloldva 10,73 ml 1 M-os sésav hozzdadasaval mérélombikban desztillalt
vizzel 1 I-re egészitettem ki

e TNBS vizben (0,030 M): 150 ul 1 M-os TNBS oldatot 5 ml-es mérélombikban
desztillalt vizzel higitottam.

e TNBS DMSO-ban (0,004 M): 20 ul 1 M-os TNBS oldatot 5 ml-es mérélombikban
DMSO-val higitottam.
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e TNBS DMSO-ban (0,030 M): 150 ul 1 M-os TNBS oldatot 5 ml-es mérélombikban
DMSO-val higitottam.

4.2 A vizsgalt rendszerek eléallitasa

4.2.1 Poliszukcinimid elééallitasa

A polimer molekuldkat az aszparaginsav foszforsav katalizalta termikus
polikondenzacojaval  allitjuk  elé6  nitrogén  atmoszféraban,  mezitilén/szulfolan
oldoszerelegyben, 162 °C-on. Az oldatot 7 éran &t refluxaltatva kevertetjik, majd a polimert

metanollal csapjuk ki, desztillalt vizzel mossuk, végul 25 °C-on vakuumban kiszaritjuk (4.1.

162 °C
OH Me2|t|Ien/SzquoIan
cc. H3PO, R{

4.1. abra PSI eléallitasa aszparaginsavbol

abra).

4.2.2 Poliszukcinimid gélek és poliaszparaginsav hidrogélek eléallitasa

Munkdm soran 1,4-diaminobutdnnal (DAB) és cisztaminnal (CA) Kkeresztkotott
poliszukcinimid (PSI) géleket allitottam el6, melyeket enyhén lugos kézegben elhidrolizalva
allitottam el6 poliaszparaginsav  (PASP) géleket. Az 6sszes gél elbéllitasa
szobahémérsekleten, légkori nyomason tortént.

4.2.2.1 PSI-DAB és PASP-DAB gélek elgéllitasa

1. A gélek elodllitasa soran 19,4 m/m%-os PSI torzsoldatot készitettem DMSO-ban
(2 mmol szukcinimid ismétl6dé egység/g oldat);

2. DAB oldatot készitettem DMSO-ban (1 mmol DAB/g oldat);

3. aPSl torzsoldathoz a 4.1. tablazatban lathatd mennyiségii DMSO-t adtam;

4. a DAB oldatot folyamatos kevertetés kdzben adtam a polimer DMSO-val higitott
oldatdhoz, majd az igy kapott oldatot a gélesit6 formaba (Eppendorf cso,
Uveghenger, stb.) ontéttem, végll hagytam begélesedni (4.2. abra);

5. 24 0ra elteltével a géleket kivettem az oOnt6formabol, majd 8-as pH-ju imidazol
(1=0,25 M) pufferbe tettem, hogy a szukcinimid gyutrtk felnyiljanak, s igy a PSI-DAB gél
poliaszparaginsav géllé (PASP-DAB) hidrolizéljon el.
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4.2. abra PASP-DAB gélek eléallitasa: polimer molekulak dsszekotése diaminobutannal (1); szukcinimid gyiirik
felnyilasa enyhén lugos kérilmények kozott (11)

1000 mg adott térhaldsitasi fokl gél eloallitasahoz szikséges dsszetételt tartalmazza az 4.1.

tablazat.

4.1. tdblazat PASP-DAB gélek eléallitasa soran alkalmazott pontos bemérési témegek

b Y m (PSI oldat) m (DMSO) m (DAB oldat)
[-] [mg] [mg] [mg]

5 500 300 200

10 500 400 100

15 500 435 65

20 500 450 50

4.2.2.2 PSI-CA és PASP-CA gélek elgéllitasa

1. A gélek eloéllitasa soran 19,4 m/m%-os PSI torzsoldatot készitettem DMF-ben

(2 mmol szukcinimid ismétl6dé egység/g oldat).

2. 1000 mg
45,12 mg DMF-fel,

gél

eléallitasa

soran 500 mg

PSI/DMF
22,5 mg szilard cisztamin-hidrokloridot

torzsoldatot

folyamatos kevertetés mellet 33,5 pl DBA-t csopdgtettem hozza.
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3. Teljes elegyedés utan az oldatot formaba ontottem. A gélesitést 25°C-on végeztem.

4. 24 ora elteltével az igy kapott 10 —es térhaldsitasi foku géleket 8-as pH-ju (1=0,25 M)

imidazol pufferbe tettem, hogy a szukcinimid gyiriik felnyiljanak, s igy a PSI-CA gél

poliaszparaginsav géllé (PASP-CA) hidrolizaljon el (4.3. abra).
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4.3. abra PASP-CA gélek eléallitasa: polimer lancok dsszekotése cisztaminnal (I); szukcinimid gyiiriik felnyilasa

hidrolizis hatasara enyhén lagos kdrulmények kdzott

PASP-CA gélekbdl kizarolag 10-es térhaldsitasi foklakat vizsgaltam.

4.2.2.3 Glutaraldehiddel térhaldsitott poli(vinil-alkohol) gélek elgallitasa

1.
2.

2,9915 g 12 m/m %-os poli(vinil-alkohol) (PVA) oldatot 1,7495 g vizzel higitottam.
Az igy kapott PVA oldathoz 159 ul 1 M-os glutaraldehid (GDA) vizes oldatat adtam,
majd kevertetéssel homogenizaltam az elegyet.

Végul 100 pl 1:1-es sosavat adtam katalizatorként a rendszerhez, melyet ismételten
homogenizaltam, végil gélesité formaba ontottem.

Az igy kapott 50—es térhalositasi foki PVA-GDA gélt vizbe tettem, igy az el nem
reagalt GDA, polimer, valamint a katalizatorként alkalmazott HCI kiold6dhatott
beldle.

A tovabbi felhasznélashoz a gélt DMSO-ba tettem, az oldoszer tobbszori cseréjével
eltavolitottam bel6le a vizet, igy a gélek felvették a DMSO-ban az egyensulyi
duzzadésfokukat.

4.3 Kisérleti modszerek

43.1

Nem elreagélt keresztkdték mennyiségi meghatarozédsa PSI-DAB gélekben
TNBS-sel

Ismert tomegii (~3 g) PSI-DAB gel darabokat a gélesedést kovetéen borax pufferbe
tettem, majd a puffer tobbszori cseréjével mostam ki az el nem reagalt térhaldsito
molekuldkat (4.4. abra). A mosofolyadékot dsszegyijtdttem. Végll az dsszegyijtott

mosofolyadékokat mér6lombikban pufferrel 10 mi-re egészitettem Ki.
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puffer+el nem reagalt DAB

PSI-DAB g6 ——gp

puffer e

4.4, dbra PSI-DAB gélbél az el nem reagalt térhal6sité molekulak kimosasa

2. Az 0sszegyijtott, majd 10 ml térfogatra kiegészitett mosdfolyadék 2 ml-éhez 50 ul
0,030 M-0s TNBS vizes reagens oldatot adtam, az elegyet 30 percen keresztil 25 °C-on
termosztaltam, majd UV-VIS spektrofotométer segitségével felvettem az oldat
spektrumat. Hattérnek puffer 2 ml-éhez 50 ul 0,030 M-os TNBS vizes reagens oldatot
adtam, az oldatokat 25 °C-on termosztaltam, majd UV-VIS spektrofotométer segitségével
felvettem az oldatok spektrumat.

3. Ugyanezt az eljarast elvégeztem puffer helyett DMSO-val. Ekkor DMSO-val mostam ki
az elreagélatlan keresztkotoket, illetve DMSO-val egészitettem ki a gyiijtott mosofolyadek
térfogatat. Az UV-VIS méréseknél 2 ml folyadékhoz 50 pl 0,030 M-os TNBS DMSO-s
reagens oldatot adtam, 25 °C-on termosztaltam, vegul 30 perc elteltével felvettem az
oldatok spektrumat. A hattér DMSO volt, melyhez 50 ul 0,030 M-os TNBS reagens
oldatot adtam, 25 °C-on termosztéltam, végul 30 perc elteltével felvettem az oldatok

spektrumat.

4.2. tablazat DAB kalibral6 oldatsorozat koncentracioi pufferben, illetve DMSO-ban

. c[M] c[M]
Minta

(puffer) (DMSO)
C1 1,20-10° 2,05-10™
C, 2.40-10° 4,10-10™
Cs 3,60-107 6,14-10™
Ca 4,80-107 8,19-10™
Cs 6,00-107 1,04-10°

4. Annak meghatdrozéasara, hogy milyen mennyiségben tartalmazott térhaldsitd molekulat az
Osszegyiijtott mosdviz, kalibrdldé oldatsorozatot készitettem a vizsgélt keresztkotd
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molekulaval DMSO-ban, illetve pufferben. A kalibrélé oldatok DAB koncentrécidi a 4.2.
tablazatban lathatdéak. A kalibralo oldatsorozatok mérésekor a mintakkal azonos modon
jartam el, azaz 2 ml DAB oldathoz 50 pl 0,030 M-0s TNBS oldatot adtam, majd 30 perc
elteltével vettem fel a spektrumot. Hattérnek DAB-ot nem tartalmazé 2 ml DMSO-hoz,
illetve pufferhez 50 ul 0,030 M-os TNBS (DMSO esetén DMSO-s, puffer esetén vizes)
reagens oldatot adtam.

4.3.2 Félig elreagalt keresztkdtok mennyiségének meghatarozasa TNBS-sel

Félig elreagdlt Kkeresztkoték aranyanak meghatarozasat borax pufferben, illetve
DMSO-ban végeztem TNBS-sel torténé visszaméréssel. A gélekhez feleslegben TNBS-t
adtam, majd az el nem reagalt TNBS molekulékat a gélekb6l kimostam. Ezen el nem reagalt

=z =7

adva puffer esetén, illetve DAB oldatot DMSO esetén.

4.3.2.1 Félig elreagélt keresztkotok mennyiségének meghatarozasa pufferben

1. A mérések soran ismert tomegt, ismert duzzadésfoku, kulénbdzé terhaldsitasi foka,
diaminobutannal keresztkotott poliaszparaginsav gélek kb. 0,01 g-os darabjat egy
Eppendorf csébe tettem, majd 1800 ul borax puffert pipettaztam ra. Végul agy szdmolva,
hogy vérhatdan a gélben csupéan a keresztkté molekuldk 20 %-a reagal mindkét funkcids
csoportjaval, 200 ul 0,030 M-os TNBS oldatot adtam a rendszerhez. Az Eppendorf
csoveket 25 °C-on termosztaltam, igy a TNBS molekuldk a gélekben talalhat6 szabad
primer aminocsoportokra kotédtek (4.5. abra).

2. Hérom ora elteltével UV-VIS spektrofotométer segitségével felvettem az el nem reagélt
TNBS-t tartalmaz6 puffer oldatok spektrumat. Tovabbi méréseket ezekkel az oldatokkal
nem végeztem (Magyarézatot lasd: 5.2.1 fejezet.).
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4.5. abra PASP alapu gélek reakcidja TNBS-sel pufferben

A DMSO-ban torténé merések soran a géleket PSI formajaban mértem, mivel a PSI-t a

szabad primer aminocsoportokra kétodtek. (4.7. abra)

4.3.2.2 Félig elreagélt keresztkotok mennyiségének meghatarozasa DMSO-ban

DMSO jobban szolvatélja, valamint feltételezhetd, hogy az imidazolban tértend hidrolizis
sorén csak a szukcinimid gyiiriik nyilnak fel és a térhalositasi fok nem valtozik.
1. A mérések soran ismert tomegt, ismert duzzadésfoku, kulénbdzé terhaldsitasi foka,
diaminobutannal, illetve cisztaminnal keresztkotott PSI gélek kb. 0,01 g os darabjat egy
Eppendorf csébe tettem, majd 375 ul 0,04 M-os DMSO-s TNBS oldatot adtam a
rendszerhez (4.6. &bra). Eutdn az Eppendorf csoveket 25 °C on termosztaltam, majd

3 napig reagaltattam a geleket a TNBS-sel, igy a TNBS molekulak a gélekben talalhatd

4.6. abra PSI gélekben talalhaté primer aminocsoportok mennyiségi meghatarozasa: a., PSI gél a mérés elétt; b.,
TNBS reagens oldatban 4z6 gél; c., a gélben el nem reagalé TNBS molekuldk kimosasa a gélbél DMSO-val; d., a

reakcio kdvetkeztében megsargult gél

a gélekrol levett DMSO-t dsszegyiijtottem.
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2. Ezutén 6sszegyijtottem a gélek mellél a reagens oldatot, majd 1 ml DMSO-t adtam a

gélekhez. A géleken naponta cseréltem a DMSO-t, dsszesen 3 alkalommal. A cserék soran



3. Az 0sszegyujtott, a gélekkel el nem reagalé TNBS-t tartalmaz6 DMSO-t mérélombikban

10 ml-re egészitettem ki, majd az UV-VIS mérésekhez sziikseges mértékben higitottam

DMSO-val. Felvettem a gyiijtott oldatok spektrumat UV-VIS spektrofotométerrel. Annak

meghatdrozasara, hogy milyen mennyiségti elreagélatlan TNBS maradt, a higitott oldat
2 ml-éhez 50 pul 0,004 M-os DAB oldatot adtam, az oldatokat 25 °C-on termosztaltam,

majd 30 perc elteltével igy is felvettem azok spektrumat.
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4.7. abra PSI alapu gélek reakcioja TNBS-sel DMSO-ban

4. A visszaméréshez szilkséges kalibracid esetén kilonb6zé koncentracioju TNBS oldatok
(4.3. tablazat) 2 ml-éhez 50 pl 0,004 M koncentréacioju DMSO-ban oldott DAB-ot adtam.
A mérések soran a hattér DMSO volt, melynek 2 ml-éhez 50 pl 0,004 M koncentracioju

DAB oldatot adtam. A kalibral6é oldatsorozat mérését szintén 30 perc, 25 °C-on torténé

termosztalast kdvetéen végeztem el.

4.3. tdblazat TNBS kalibralé sor koncentraciéi DMSO

Minta c [M]
C1 6,00-10°
Co 1,20-10°
C3 1,60-10°
Cs 2,80-10°
Cs 4,00-10°
Co 4,80-10°
Cr 5,60-107
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A mérések soran vizsgaltam a diaminobutan DMSO-ban térténé reakcidjat TNBS-sel:
figyeltem a spektrum idébeli valtozasat a DAB hozzaadasat kdvetéen.

4.3.3 Aminocsoportot nem tartalmazdé gel TNBS-sel vald reakcidjdnak vizsgélata

DMSO-ban

A mérések soran glutaraldehiddel terhaldsitott DMSO-ban duzzasztott poli(vinil-
alkohol) (PVA-GDA) gél 1 g-os darabjahoz 375 ul 0,004 M-os TNBS DMSO-s oldatat
adtam.

A mérés célja annak vizsgalata volt, hogy valtozik-e a TNBS mennyisége egy
aminocsoportokat nem tartalmazé gélben, illetve kimoshaté-e a gélb6l a reagens, ezzel
alatdmasztva, hogy a TNBS nem bomlik DMSO-ban, és teljesen kimoshato reakcié utan a
gélekbol.

A TNBS hozzaadasat koveté 3. napon elkezdtem kimosni a TNBS molekuldkat a
gélbsl, majd a 4.3.2.2 fejezetben leirtakkal azonos mddon jartam el a gyujtott

mosofolyadékkal, valamint a mérések soran.

4.3.4 Félig elreagalt keresztkdotok mennyiségének meghatarozadsa PASP-CA gelekben
redukcio utdn TNBS-sel — a modszer helyességének vizsgalata
A méréssel arrdl kivantam megbizonyosodni, hogy a visszaméréses maodszernél
valéban mindegyik aminocsoport elreagal a gélben talalhat6 aminocsoportok kozil a TNBS
molekulaval, valamint az el nem reagalt TNBS molekulak maradéktalanul kimoshat6ak-e a
gélbol. Ez a mérési modszer kizardlag cisztaminnal térhalositott géleknél alkalmazhato, ahol a

térhalositoszer redukéalhaté diszulfid hidat tartalmaz.

4.3.4.1 A redukalészerként alkalmazott DTT reakcidja TNBS-sel

A gélek mérése elott megvizsgéltam a redukcidhoz sziikséges, nukleofil tiol csoportot
tartalmazé6 DTT reakcitjat TNBS-sel. Ehhez 2 ml 6:10° M-os DTT (bérax pufferben)
oldathoz 50 pul 0,030 M-0s TNBS oldatot adtam, majd a rendszert 25 °C-on termosztéaltam,

végiil 30 perc elteltével UV-VIS spektrofotométer segitségével felvettem az oldat spektrumat.

4.3.4.2 Felig elreagalt keresztkotok aranyanak meghatarozasa PASP-CA gélekben
redukcidt kdvetden
A mérés a kdvetkezoképpen zajlott:
1. PASP-CA ¢éleket az imidazol pufferbél desztillalt vizbe tettem, majd tobbszori

atmosassal eltavolitottam belélik a hidrolizishez hasznalt puffert.
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2.

3.

A kovetkezé 1épésben ismert témegt és duzzadasfokd geleket dializalo hartyaba tettem, a
gélhez ditiotreitol (DTT) redukaldszert adtam. Igy a cisztaminnal keresztkotott gélek
diszulfid hidjai felhasadtak és a gél feloldddott (4.8. abra) [44]. A kénhidak felhasadasa
mind a valdban keresztkoté, mind a csak az egyik aminocsoportjaval bek6té cisztamin
molekulak esetén megtorténik, utdbbiaknal ciszteamin (Cys) molekuldk hasadnak le. A
dializal6 hartyara azért van sziikség, hogy a polimer molekuldk azon belil maradjanak,
mig a kismolekulak (Cys es DTT) ki tudjanak diffundalni rajta.

A gél feloldodésat kovetéen a szolt tartalmazé dializalé hartyakat desztillalt vizbe tettem,
majd a viz Otszori cseréjével (0sszesen 5 nap) - melyet gyijtéttem — kimostam a
kismolekulds anyagokat (DTT, valamint lehasadt Cys molekuldk) a dializ&lé hartya
belsejébol.
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4.8. abra PASP-CA gélek readukcioja ditiotreitollal

Ekkor a Cys molekuldkat valamint DTT-t tartalmazd oldatot bérax pufferben ismert
térfogattra higitottam. Az igy kapott oldatok 2 ml-éhez feleslegben NaBrOs-ot adtam. igy
az aminok meérésével interferdld, nukleofil tiolcsoportot tartalmazé DTT molekuldk a
mérést nem zavar0 oxidalt formajava alakultak (4.9. abra). Az oxidalészer hozzaadasat
kdvetéen 12 oraval 50 pl 0,030 M-os TNBS oldatot adtam az oldatokhoz, a rendszert
25 °C-on termosztaltam, majd 30 perc elteltével UV-VIS spektrofotométerrel felvettem a
spektrumukat (4.9. abra).
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4.9. abra DTT és CA oxidéacioja bromat ionok jelenlétében, valamint Cys molekulak reakcidja TNBS-sel

5. Kalibracihoz kulénb6zé koncentraciéju Cys oldatokat készitettem bdrax pufferben,
melyek DTT-t a gélhez hozzdadott mennyiségben tartalmaztak. Ezen oldatok 2 ml-éhez
feleslegben NaBrO3-ot adtam, majd ezt kdvet6é 12 éraval késébb 50 pl 0,030 M-0s TNBS
oldatot adtam, a rendszert 25 °C-on termosztaltam, majd 30 perc elteltét kovetéen
UV-VIS spektrofotométerrel felvettem az oldatok spektrumét. Hattérnek ciszteamint nem
tartalmazé6 DTT és NaBrO; tartalmu puffer oldatot hasznéltam. A Kiértékeléseket

420 nm-es hulldmhossznal végeztem.
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5 Meérési eredmények és azok Kiértékelése

5.1 Nem elreagalt keresztkoték mennyiségi meghatarozasa gélekben TNBS-sel

Elészor a nem reagdlt terhlésitd molekuldkat (DAB) kivantam meghatarozni
PSI-DAB és PASP-DAB gélekben. Ehhez a DAB és TNBS reakcidjanak felhasznalasaval
kalibréaciot keszitettem.

1,0

0,94

0,8 ® 350 nm
® 420 nm

0,7
0,6
0,54

A()

0,44
0,34
0,2
0,14

0,0 T T T T T T T
0,0 2,0x10°  4,0x10° 6,0x10° 8,0x10°

c (M)

5.1. 4bra DAB kalibraciés egyenese pufferben A(350 nm)=9385-c[M], R*=0,999; A(420 nm)=15364-c[M], R°=0,998

Az el nem reagalt keresztkotok (DAB) mennyiségének meghatarozasahoz pufferben
készitett kalibracios egyenes az 5.1. abran lathat6. A kivettauthossz 1 cm, igy az abszorpciés
koefficiens £(350 nm)=9385 M™*-cm™, £(420 nm)=15364 M*-cm™.
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5.2. dbra DAB kalibracié TNBS-sel 437 nm-en DMSO-ban; A=624,8-c [M] (R?=0,999)
A DMSO-ban készitett kalibraci6 az 5.2. abran lathat6 (¢(437 nm)=624,8 M*.cm™)
Az el nem reagalt keresztkotoket tartalmazd DMSO, illetve puffer szine a TNBS

reagens oldat hozzéadasat kovetéen szemmel lathatdan nem véltozott meg. Az oldat UV-VIS

spektrumat felvéve, a spektrumon sem jelent meg csucs (5.3. abra).
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5.3. 4bra El nem reagalt DAB-ot tartalmazé DMSO, illetve puffer moséfolyadék spektruma TNBS hozzaadasa utan

Pufferben 1,20-10° M, DMSO-ban pedig 2,05-10* M DAB mér kimutathatd. A
vizsgalt gélek tomege ~3 g, mely 20-as térhalositasi foku geleknél (azok tartalmazzak a
legkevesebb DAB-ot) 1,48-10° mol DAB-ot tartalmaznak. A mérések soran a mosévizet
10 ml-re egészitettem ki, igy a kimutathaté DAB mennyisége 1,2-107 mol, DMSO-ban pedig
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2,05-10° mol, melyek a gél preparéacidja soran felhasznalt DAB 8,1-10° %-a puffer, mig
0,14 %-a DMSO-s mérés esetén.

A gélesedés soran tehat 20-as térhalositasi fok PSI-DAB gélek esetén a keresztktok
kevesebb, mint 0,15 %-a maradhatott elreagalatlanul, mig kisebb térhalositasi fok esetén ez
még Kkisebb érték. Ez azt jelenti, hogy a DAB reaktiv, nukleofil agens aminocsoportja
kdonnyen reakciéba vihet6 DMSO-ban a PSI molekuldkkal és legaldbb egyik

aminocsoportjaval a polimer lanchoz kapcsolodik.
5.2 Félig elreagalt keresztkdték mennyiségének meghatarozasa TNBS-sel

5.2.1 Félig elreagalt keresztkotok mennyiségének meghatéarozésa pufferben

Miutdn a PASP géleket harom 6rén at aztattam 25 °C-on termosztalt pH = 9,3-as,
TNBS-t tartalmazé borax pufferben, azt tapasztaltam, hogy a gélt korilvevé puffer szine
intenziven megsargult. Ezt két dolog magyarazhatja. Az egyik, hogy a gélben maradtak el
nem reagalt keresztkét6 molekuldk. Mivel ennek ellenkez6jét, miszerint nem maradnak
elreagalatlanul keresztkdté molekuldk, sikerllt bebizonyitanom (Id.: 5.1 fejezet), ez nem
lehetséges. A masik magyarazat a reagens hidrolizise pikrinsavva. Ennek eldontésére
felvettem az gélt koriilvevo oldat spektrumat. A spektrumot mutatja az 5.4. abra. Jol lathato,
hogy maximélis elnyelés 350 nm-en nem, ugyanakkor 357 nm-en megjelenik. 420 nm-en

szintén nincsen csucs, csak a 350 nm-hez tartozé vall 1athato.

010 T T T T T T T T I !
250 300 350 400 450 500 550

A (nm)

5.4. abra TNBS-t tartalmaz6 pufferbe aztatott gél spektruma
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Mivel a pikrinsavnak a trinitrofenil-aminhoz képest néhany nm-rel nagyobb
hulldmhossznal van elnyelése, a TNBS-nek pedig ebben a hulldamhossz tartoményban nincs,
ezért az oldat szine, illetve spektruma valdszintsithetéen pikrinsav keletkezéséhez
kothet6 [43]. Az UV-VIS spektrum alapjan ez nem jelenheté ki teljes bizonyosséaggal,
ugyanakkor ramutat arra, hogy a félig elreagalt térhaldsitd molekuldk mennyiségének

meghatarozasa visszaméréssel pufferben mellékreakcié miatt nem lehetséges.

5.2.2 Félig elreagélt keresztkotok mennyiségének meghatarozasa DMSO-ban

A fenti tapasztalatok kizarjak pufferben val6 mérés lehetéségét. Szilkség volt tehat a
puffert lecserélni egy olyan reakcié kozegre, ahol nem jatszddik le mellekreakcid, ugyanakkor
a TNBS reagal az aminocsoportokkal. A TNBS primer aminocsoporttal SN2Ar mechanizmus
szerint reagal, melynek az aprotikus, polaris oldoszerek kedveznek [3]. A PSI-DAB gélek
eléallitasa DMSO-ban torténik, mely egy poléris, aprotikus olddszer, igy a méresekkel
DMSO-ban prébalkoztam meg.

A PSI gélek DMSO-ban torténé mérése esetén az oldat szinében 3 nap elteltével sem
volt tapasztalhato szinvaltozas. A géleket koriilvevo kdzeg ugyanolyan halvanysarga maradt,
mint a gélekhez vald hozzaadas elott.

Azt, hogy DMSO-ban ténylegesen nem tortént a TNBS mas atalakulasa, mint a gélek
aminocsoportjaival valo reakcio, a gélt korulvevé oldat spektruma is bizonyitja, melyen nem

lathatoak csucsok (5.5. abra).
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5.5. &bra TNBS tartalmi DMSO-ba aztatott PSI gélek melletti oldat spektruma 3 nap aztatas utan
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5.6. abra TNBS reakcidja DAB felesleggel DMSO-ban

Ezutéan felvettem annak a TNBS oldatnak a spektruméat, melyhez DAB-ot adtam nagy
feleslegben a DAB hozzéaadast kdvet6 30 perc elteltével. Lathato, hogy a DMSO-s kdzegben
is reagalt a TNBS a DAB-bal (5.6. abra).

Az 5.6. abran lathatd, hogy a DMSO-ban térténé TNBS DAB-bal val6 reakcidjat
kdvetéen 437 nm-en van maximalis elnyelése az oldatoknak.

Annak megallapitadséra, hogy a TNBS milyen reakciotermékeihez tartozhat a csucs,
Kinetikai vizsgélatokat végeztem, azaz felvettem a TNBS oldat spektrumat kulénbdzo
idé6kozonként a DAB hozzdadasat kdvetoen (5.7. dbra).
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5.7. abra TNBS - DAB oldat spektrumanak valtozasa a DAB hozzdadasat kévetéen
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Ekkor azt tapasztaltam, hogy kezdetben megjelenik egy csucs 464 nm-en (ekkor az
oldat szine vords), ami elkezd csokkenni, mikdzben egy csucs jelenik meg 437 nm-en,
valamint egy vall 375 nm-en (ekkorra narancssargara valtozik az oldat szine). A kezdetben
464 nm-en megjelené csucsnak 550 nm-nél, mig a 437 nm-en megjelené csucshak
500 nm-nél jelenik valla. 4-5 perc elteltével sem az oldat szine, sem a spektrum nem valtozik
tovabb (5.7. &bra). Ezt azzal tudom magyarazni, hogy a kezdeti 464 nm-es csucs a
Meisenheimer komplexhez tartozik, mely az aprotikus, polaris kozegben egybél atalakul
trinitrofenil-aminna.

Miutdn megbizonyosodtam réla, hogy a DMSO-ban nem torténik meg a reagens
mellékreakcidja, felvettem a TNBS Kkalibraciés egyenesét DAB-bal (5.8. &bra):
A=18390-c(M), R?=0,999, 1=437 nm, £(437 nm)=18390 M*.cm™.

1,2

: : : : :
0,0 2,0x10° 4,0x10° 6,0x10°
c (M)

5.8. dbra TNBS kalibréacié DMSO-ban DAB-bal: A=18390-c (M) (R?=0,999), =437 nm

A félig elreagélt keresztkoték mennyiségét az aldbbi médon szamitottam (példaszamitas):

1. Mért abszorbancia: A=0,532 — Kkalibraciés egyenes egyenletét felhasznalva:
c=2,89-10° M

2. A mosofolyadékot  Otszordsére  higitottam az  UV-VIS mérés elétt —
CTNBSa moscafolyade'kban:1,45'10'4 M

3. Vmossfolyadsk=10 Ml — Niimosort Tnes=1,45-10"° mol

4. Nhozzaadott TNBS::|-75':|-0-6 mol —Nelreagalt TNBS=Nje16g6 amin:5,43':|-0-8 mol
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5. Mmer ga=0,0086 g (qm=10,79) — Mszsraz gé|:7,97-10'4 g; 1128 g szaraz gél tartalmaz 1 mol
kel’eSZtkOt6 m0|ekU|é.t — npreparaci(js keresztkoto (l{l:10)27,07'10-7 mOI
6. A félig elreagalt keresztkotok aranya: n/n%=7,68 % — Wyais6i=10,83.

Csak egy funkcios csoportjukkal reagéld
Foreparscis () CA molekulak aranya (%) Prateai ()
10 8,0+1,35 10,87+0,16

Minden vizsgalt gél esetén a fenti szamolas szerint jartam el, majd kiszamoltam az
egyes gélekre kapott eredmények atlagat és tapasztalati szorasat. A vizsgalt, 10-es
térhalositasi foku PSI-CA gélek 3 parhuzamos mérése sordn kapott eredmények az 5.1.
tablazatban lathatoak.

A PSI-DAB geélek szamoldsanal szintén a fenti modon jartam el. Kulénbdz6
térhalositasi foku PSI-DAB gélek esetén kapott eredmények az 5.2. tablazatban lathatéak.

Minden térhaldsitasi fok esetén 6 parhuzamos mérést végeztem.

térhaldsité molekuldk aranyanak, valamint a valodi térhaldsitasi fokok dsszefoglalasa

i) | O G o | )
5 8,43+1,00 5,46+1,09
10 12,57+1,31 11,44+1,50
15 17,64+2,08 18,21+2,53
20 23,85%+2,50 26,26%3,28

Szintén a PSI-DAB gélek mérése soran kapott értékeket mutatja az 5.9. abra, a valddi

térhalositasi fokok az 5.10. abran lathatéak.
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térhaldsitd molekuldk szamahoz képest PSI-DAB gélek esetén
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Az eredményekbsl (5.9. abra) egyértelmien latszik, hogy a részben és teljes
mértékben bekdté DAB molekuldk aranya erésen fugg a kiinduldsi DAB koncentraciétol. A
csak egyik funkcios csoportjukkal elreagalé molekulak aranya jelent6s, ugyanakkor az
elézetes varakozédsokkal szemben, minél nagyobb a kiindulasi DAB koncentrécio (tehat minél
Kisebb a térhaldsitasi fok), annal nagyobb héanyada reagél el mindkét végével a DAB
molekuldknak. A csak egyik funkciés csoportjukkal elreagaldé molekuldk aranyanak
ndvekedése a térhaldsitasi fokkal azzal magyarazhato, hogy kisebb térhalésitasi foknal — azaz
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nagyobb mennyiségl térhalositd alkalmazasa esetén - a molekulak statisztikusan kozelebb
koétnek be egymashoz mindkét funkcios csoportjukkal, ezzel mintegy 6sszehlzva a polimer
molekulakat és a mar kialakult térhalot. Ekkor azok a molekuladk, melyek addig csak egyik
funkcids csoportjukkal reagaltak el, képesek a masik funkcios csoportjukkal a kdzeli masik
polimer molekulaval reagalini.

Ezzel szemben, nagyobb térhalositasi foknal (ahol kevesebb a gél eléallitdsa soran
hozzdadott DAB mennyisége) azon keresztkoté molekulak, melyek mindkét funkcids
csoportjukkal bekdtnek, messzebb helyezkednek el egymastol, mikdzben csokkentik a
polimer molekuldk szabad szegmens mozgasat. Igy a polimer lancok adott lancszakaszai
messzebb helyezkednek el egymastdl. Ez azt eredményezi, hogy a térhaldsitd molekulak nem

érnek el a még szabad funkcios csoportjukkal masik polimer lancot.

5.3 Aminocsoportot nem tartalmazé gél TNBS-sel valo reakciojanak vizsgalata

DMSO-ban

PVA gélhez hozzéadott TNBS mennyisége: 1,500-10° mol volt. A mérés utan a
mosofolyadékban a TNBS mennyiségét az 5.8. abrdn lathaté kalibracids egyenessel
hataroztam meg, mely 1,499-10° méInak adédott.

Ez az eredetileg a gélhez adott TNBS mennyiségének 99,93 %-a. Ez alapjan
elmondhato, hogy a TNBS nem vesz részt reakcioban DMSO-ban duzzasztott PVA gélben, és
kimoshatd bel6le az el nem reagdlt reagens, amely egyértelmiien bizonyitja a modszer

alkalmazhat6séagat gélek illetve egyéb heterogén fazisok esetén.

5.4 Félig elreagélt keresztkéték mennyisegének meghatdrozasa PASP-CA

gélekben redukcio utdn TNBS-sel — a mddszer helyességének vizsgalata

5.4.1.1 A redukdloszerként alkalmazott DTT reakcioja TNBS-sel

A DTT interferdl az amin meghatarozassal, ahogyan azt az 5.11. &bran lathato
spektrum mutatja, hiszen a reakcidterméknek van egy csucsmaximuma 370 nm-nél melyhez
tartozik két vall 410, illetve 480 nm-nél. Ez lefedi a spektrumnak azt a tartomanyat, ahol az

aminokkal képzett addukt csucsait is varjuk (350, illetve 420 nm).
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5.11. 4bra DTT és TNBS reakciojat kovetden felvett spektrum (bromat hozzaadéasaval, illetve anélkil)

A DTT zavard hataséat a rendszerhez adott NaBrOs-tal jol lathatéan sikerlt kizarni
(5.11. abra).

5.4.1.2 Felig elreagdlt keresztkotok ardnydnak meghatarozasa PASP-CA gélekben
redukciot kovetgen
A dializis hartydban a DTT hatasara a gélek feloldédtak. Ezutan a dializis hartyan at
kimosott oldatokat bérax pufferrel ismert térfogatra egészitettem ki, majd el6sz6r NaBrOs-ot,
majd 12 ora elteltével TNBS-t adtam hozzajuk, végul felvettem a spektrumukat.

0,8
0,6 -
& 0,44
<
B 350 nm
0,24 e 420 nm
0,0 v T v T v T v
0,0 2,0x10°  4,0x10° 6,0x10° 8,0x10°

c (M)

5.12. dbra Ciszteamin kalibracios egyenese 350, illetve 420 nm-en DTT és BrOj3™ jelenlétében pufferben
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A Kalibracié sordn ciszteamin molekuldkhoz adtam DTT-t, valamint NaBrOs-ot
ugyanolyan aranyban, mint a gélekhez, felvettem a spektrumokat, majd 350, illetve
420 nm-en illesztettem kalibracios egyenest (5.12. abra).

Az oldatok ciszteamin tartalméat a 420 nm-hez tartozé érzékenységgel szdmoltam ki. A
redukcids mérés alapjan a csak egyik funkcios csoportjaval reagald keresztkoté molekulak
aranya 11,31+1,84 %.

5.4.1.3 A ket kulonbozd méresi modszer sszehasonlitasa
Annak meghatarozaséara, hogy az altalam kidolgozott mddszerrel, azaz a TNBS-sel
vald visszaméréses modszerrel (4.3.2.2 fejezet) mért eredmények hany %-os szignifikancia
szinten egyeznek meg a redukcids modszerrel (4.3.4.2 fejezet), kétmintés t-probat vegeztem.
Ehhez elsé Iépésben feltételeznem kellett, hogy a két méréssorozat varianciaja
legaldbb 95 %-0s valdszintiséggel megegyezik. Ezt F-probaval ellenériztem.
F-préba:
Fo9s(2,2)=19 [45]

2
Sredukciés modszer — _ 3,38

=185

Skidolgozott mbédszer 1,83

. . 2
Fogs(2,2)=19 > —redukcismédszer — — 1 85 = ezért a két minta reprodukéalhatoséga 10 %-0s

Skidolgozott médszer

szinten nem kilonbdzik egymastdl szignifikansan.

Kétmintés t-préba [45]:

Nullhipotézis: Ho: pkidolgozott modszer-Hredukcios modszer=0
d:fl-f2:11,31-8,04:3,27
1

st = —2[512(711 — D+, - 1] =

1
= [3,38(3—1) +1,83(3—1)]
n1 + nz - - 2

3+3
= 2,605

s? = 2,605 — s=1,614

d 3,27
= , 11 = ’1 1
S n—1+E 1,614 §+§

A t-eloszlas kritikus értékei v=4 szabadsagi fokhoz 2,776 [45]. A probastatisztika

=248

értéke a kritikus hatart nem haladja meg, tehat a nullhipotézist elfogadjuk: a két modszerrel
kapott eredmények kilonbsége (félig elreagalt keresztkoté mennyisegének aranyai a
preparativ keresztkoté mennyiséghez képest) 5 %-0s szinten nem szignifikans.
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6 Osszefoglalas

Munkam célja egy olyan analitikai mddszer kidolgozasa volt, mely lehetévé teszi
polimer gélek térhdldjdban talalhaté  primer aminocsoportok koncentréci6janak
meghatarozasat, ezzel lehetové téve diaminokkal térhaldsitott rendszerek valddi térhaldsitési
fok&nak meghatarozasat.

A mddszer kidolgozésa soran diaminobutannal (DAB) térhalositott poliaszparaginsav
(PASP) rendszereket vizsgéltam. A mddszer helyességét cisztaminnal (CA) teérhaldsitott
poliaszpraginsav gélek két, fuggetlen Gton torténé mérésével vizsgaltam. A mdbdszer
alkalmazhat6sagat amint nem tartalmazd, inert poli(vinil-alkohol) (PVA) géleken
bizonyitottam.

Az el nem reagalt térhaldsitd molekuldk mérésénél azt kaptam eredményil, hogy
DAB-bal térhalésitott gélek eléallitdsa sordn nincs kimutathaté mennyisegi olyan DAB
molekula, mely legalabb egyik funkcios csoportjaval ne kapcsolodna polimerhez.

A félig elreagalt keresztkotok mennyiségének mérése soran abba a problémaba
utkdztem, hogy a TNBS-sel valdé hosszabb méréseket meggatolja a reagens hidrolizise, amely
melléktermék képzédéséhez vezet. A hidrolizis sebessége nem mérheté Gssze az aminokkal
val6 reakcioval, azonban hosszabb, tobb Oras mérések esetén a maradék reagens
mennyiségének pontos meghatarozasa csak a mellékreakcio teljes kizarasaval valdsithatd
meg.

A mellékreakciot sikeresen kizartam a lGgos kézeg DMSO-ra valo cserélésével. Az
oldoszer lecseréléese miatt a géleket nem poliaszparaginsav, hanem hidrolizalas el6tti,
poliszukcinimid (PSI) form&ban mértem, mivel azokat jobban szolvatalja a DMSO.

A lemért, kulonbozo térhalositasi foki PSI-DAB géleknél azt tapasztaltam, hogy a
térhalositasi fok ndvekedésével (a preparécié soran a gélhez adott DAB koncentraciojanak
csokkenésevel) novekszik azon térhalositdé molekuldk szdma, melyek csak egyik funkcids
csoportjukkal reagélnak a polimerrel.

Sikerilt bebizonyitani, hogy inert rendszerben (PVA gél) a TNBS nem reagal el, és a
gélb6l maradéktalanul kimoshatd. A PSI-CA gélek segitségével vizsgaltam az &ltalam
kidolgozott mddszer helyességét. Ehhez az altalam kidolgozott modszer mellett egy masik
mddszerrel — mely csak a diszulfid hidakat tartalmaz6 cisztaminnal térhalésitott molekulak
esetén alkalmazhat6 - is megmértem azon keresztkdté molekuldk aranyat, melyek csak egyik

funkcios csoportjukkal reagdlnak polimerrel. Az ltalam kidolgozott mddszer és az ellenérzé
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mabdszerrel kapott eredmények eltérése 5 %-0s szinten nem szignifikans, igy a maédszer
alkalmazhat6 diaminokal térhalositott poliszukcinimid gélek mérésére.

Tovabbi célom megtalalni azt a legrovidebb id6t, amely alatt a gélek elreagalnak a
TNBS-sel, valamint amely id6 alatt a TNBS kimoshat6 a gélekbél, ezzel a teljes mérési idét
csokkentve. Szikséges meg a gélekhez adott TNBS mennyiségének optiméldsa a
visszameéréshol, valamint a higitasokbdl adddo hiba csokkentésére. Végezetul a mddszer
varhatéan alkalmazhatd egyeéb diaminokkal térhaldsitott gélekre, illetve akar tovabbi

heterogén fazisu rendszerek vizsgalatara.
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