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1 Bevezetés

Az izoelektromos fokuszalast (IEF) egy nagyfelbedtanalitikai elvalasztasként azonositjak,
amely amfoter komponensek izoelektromos pontjull ghapjan toérténik. E technika irant
megnovekedett igény teszi sziksegessé a megfetadell-szamitdsok elvégzését és
elemzeését. A szamitdgépek megjelenésével megufldkBdes mutatkozott a szimulaciok és
a modellprogramok irant, amelyek segitik az elzkstudomany kdrében végzett kutatasok
jobb megértését. Miétt barmilyen laboratériumi munka elkemthe, a szamitdgépes
szimulaciok lehéivé teszik a rendszer viselkedésének feltarasagl atAnozva a valds
kisérletek folyamatait, mint példaul az elvalaszthsamikat, a pH gradiens kialakulasat és
stabilitasat, az elektroforetikus mobilizalast 2amfoter vegyuletek fokuszalasat. Jo ésegi
egyezést kapunk az irodalomban publikalt gyakokistrietekkel (Thormann és Mosher 1988;
Mosherés mtsai 1992; Mosher, Thormarés mtsai 1989; Mosher, Dewess mtsai 1989;
Thormannés mtsai 1986). A szimulaciok alkalmasak a telpeparacios folyamat lepésr
lépésre tortéh felmeérésére, valamint az elvalasztasi kortlmeéngpkimalizalasara, mint
példaul az injektalasi protokoll, az amfolitok vagy alkalmazandé elektrolitrendszerek
tulajdonsagai.

Injektalasi protokoll

Az altaldnos gyakorlat szerint a kapillarisban tdlézett IEF konfigurdciokban a
mintakomponensek és az amfolitok keverék formajakariiinek injektalasra. Kilar és
munkatarsai (Kilarées mtsai 1998) tovabbi fejlesztése, a szekvenaidjiektalasi protokoll
hatékony elvalasztast biztosit azon amfoter vedgkiée esetében, amelyeknek grtékei a
létrehozott pH gradiens tartomanyan kivil esnekakwolit és a minta komponenseknek az
elektroforetikus térbe vald kulon-kilon injektadlasaaz a szendvics (amfolit/sample/amfolit)
vagy félszendvics (amfolit/minta vagy minta/amipinjektalasi stratégiak egyediscelytket
nyujtanak az elemzéshez, és tovabbingeéi vannak a tomegspektrometrias detektalas ssran

(Pagerés mtsai 2011).
Amfolitok, idegen anyagok és elektrolitok

A Svensson (Svensson 1961) altal leirt terméspeteensekben elektromos aram hataséra az
amfolitok keverékeédl kialakul a fokuszal6 gradienst. Ezeket a termieszpH-gradienseket jol
definialt amfoter elektrolitok (amfolitok) képezikamelyek nagy pufferkapacitassal
rendelkeznek és j0 a ve#képességik. A hordozé amfolitok olyan kisméretolekulak,
amelyeknek nincs elnyelése olyan hulldamhosszon, aliehérjék jellemé&en abszorbealnak
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(Berkelman 2005). A mintakkal valé kémiai és biabdgeakcié hianya vagy a festékekkel és
mas molekuldkkal nagyon alacsony, nemspecifikugdés# ugyancsak kritérium (Haglund
1971, Rilbe 1973, Righetti 1983, Garfin és Ahuj®20 Az alkalmazott amfolitok altalaban
vizes oldatban vannak jelen, ezért az IEF rendspenindig talalunk vizmolekulakat. A tiszta
viz molekulai biprotikus amfolit molekuldknak tekietk, amelyek mindkét pK értéke
megegyezik 7,0-tel (Righetti 2005), azonban ankeélit nem hordoznak jelds toltést, igy a
atviteli szam megkozeliti a nullat. A hidrogén éshidroxilionok altal hordozott toltés
elhanyagolhatd (Shimao 1981). Megfélehennyisé§ amfolit hianyaban a vizionok nett6
téltése nulla lesz a pH gradiens semleges pongaansson 1962, Kolin 1970). Ez a folyamat

felelds a tiszta vizzéna kialakulasaért.

Az IEF konfiguraciok érzekenyek az elektrolitoklzgy a rendszerbe bekefitlegen anyagok
megvaltoztathatjak az dsszet&vmigracios sebességét, pH-eltolédast okozhatrapalaris
vége feleé, &t a torzulast is. A lugos pH-n jelentekarbonat varhatéan a rendszer pH-jat,
vezebképessegét és iortmseget is érintik (Persat €s mtsai 2009, Mikkorsemisai, 2015). A
zar6 elektrolitokban feloldott széndioxid hatdssah a hagyomanyos IEF-re, és ezt a hatast
gyakran hasznaljak endozmézis kivaltasara (DelinégeRadola 1978), és mobilizalasra
(Hjertén és Zhu 1985).

A pH-gradiens kialakulasa és stabilitdsa az IEFsearben hasznalt anolittél és katolittdl is
flgg. Az elektrolitok 6sszetétele és fizikai kénparaméterei jeletis mértékben befolyasoljak
az elektroforetikus rendszerek teljesitményét. kekteolitoldatok ioneéssége és pH-értéke
befolyasolja az érzékenységet és a hatékonysagdilteaban nem illékony savakat és
bézisokat hasznaljdk anolitként és katolitként.egtdbb esetben a foszforsav és a natrium-
hidroxid oldat bizonyult alkalmasnak.



2 Ceélkitiizések

Munkam célja a kapillaris izoelektromos fékuszadhskapcsolatos egyes folyamatok
tanulmanyozasa szamitdogépes modellezés segitségésehmitogépes szimulacidk azért is
fontosak, mert az elvalasztasi folyamatok egyeisé@mnem lathatok jol a valés kisérletek soran.

A kapillaris izoelektromos fokuszald rendszereknttében a kovetkézcélokat tiztem ki:

- A kulonbos injektalasi protokollok és a kezdeti mintaelosfasdsanak vizsgélata az
izoelektromos fokuszalasi folyamatra.

- Az anolit és a katolit pH-jdnak az izoelektromokugzalas szelektivitdsara és
sebességére gyakorolt hatasanak vizsgalata.

— A KkUl6nbda elektrolitoldat-parok hatasanak vizsgalata azlebzias dinamikajara.

- A fbékuszalas soran azoknak a feltételeknek a fd&@r amelyek a tiszta vizzona
kialakulasdhoz és megekséhez vezetnek.

- Az elektroforetikus rendszerekben bizonyos szenfdéesek hatasanak vizsgalata az

ionersségre, vezéképességre és a pH-ra.

3 Anyagok és modszerek

3.1 A szimulacios program

Az IEF kezdeti szimulacidja tobbek kozt a Bier ésnkatarsai nevéheziZ6dé modell
programmal volt lehetséges (Bier és mtsai 1983i|i8&s Palusinski 1986, Palusinski és mtsai,
1986). Mosher és Thormann ezen korai szimulaciGsgram alapjan fejlesztettek ki
GENTRANS (generalised model for transient electoyptic processes) modelljiket.
(Thormann és mtsai 1986, Mosher, Thormann és @88, Sounart és mtsai 2005, Thormann
€s mtsai.) Ez a program lebieé teszi a fehérjék és peptidek (Mosher, Gebauertgs 1992),
biprotikus amfolitok, egyértédkgyenge savak és bazisok, valamint egyértéks savak és
bézisok kezelésétn situ elektroozmotikus aramlast (EOF) szamol un. . fattés” alapjan
(Mosher és mtsai, 1995, Thormann és mtsai, 1998)eletvé teszi a dugd szemramlas
alkalmazasat (Thormann és mtsai, 1993). A prograowatbbfejlesztették 300 komponens és
maximalisan 20000 szegmens hasznalatara. A sziskkbégeeneti paraméterek kdzé tartozik a
kapillaris tér hossza és szegmentaltsaga, az dégyaponensek kezdeti eloszlasa, a pK és a
mobilitasi értékek, amelyek leirjak az egyes vegidlet, tovabba szikséges definialni az

elektroozmozis adatait, az arainséget és az elektroforézigtdrtamat.
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A modell kimeneti adatai kdzé tartozik az egyes gonensek koncentracibdja, pH-értéke,
ionessége, aramlasi eloszlasa és \dagiességi értékei, és a szimulaciés folyamat véagén
nettd elektroozmotikus aramlas és aramiseg is rendelkezésre all. A szimulaciok
végrehajthatok fix vagy valtozo hatéarfeltételekkaini szabalyozza, hogy a puffer és
mintavegyuletek szabad atjarasa akadalyozott vasgengedett legyen az elvalaszto térbe ill.
a térbl. Ez a szimulaciés program magaban foglalja azsauéas lehdiségét is, amely

eltavolitja a numerikus oszcillacio kovetkeztébémdjott negativ koncentraciokat, és ezaltal

lehetvé teszi a szimulaciok végrehajtasat kisebb szegekemasznalataval.

A bemutatott modell részletesen leirja azokat aapeiVeket, amelyek az oldatok
elektroneutralitdsara, a tbmeg- és a toltésmegraarad valamint a kilonb6z
reakcidegyensulyokra vonatkoznak (Okhonin és n#i88#4, Andreev és Lisin 1993, Mosher,
Dewey és mtsai, 1989). Ez az egydimenzids szimdgmiogram magaba foglalja az egységes
grideket hasznalé masodréndentralis differenciasémakat, és figyelmen kivagyja a

kapillaris fal adszorpcidjat; az egyeduli hangsailyomponensek hossziranyu eloszlasan van.

3.2 Bemeneti paraméterek és a szimulaciok végrehajtasa

Az elozéekben leirt GENTRANS programot hasznaltuk a szicigkasoran. Egy 10 cm-es
kapillarist szimulaltunk, amelyet 10000, egyehlosszlUsagu szegmensre osztottunk (x = 10
um). A szimulacio kezdetén az amfolitok €és a miraengonensek a kapillaris 2 centiméterét
(3-23 % vagy 40-60%) foglaltak el, a kapillaris doé oldalan vagy kézepén.

Kisérleteinkben altalaban 101 biprotikus modell @litdt alkalmaztunk, amelyek széles (nyolc
pH egységnyi) vagy $k (két pH egységnyi) gradienst hoztak létre az ian@0 mM
foszforsav) és a katolit (20 mM natrium hidroxidyziktt. A kovetke# pH gradienseket
vizsgaltuk: 3,00-11,00; 5,00-7,00; 7,00-9,00; 46380; 7,20-9,20; 5,20-7,20; 6,80-8,80; 4,00-
8,00; 6,00-8,00, Iilletve ezek variaciéit, amelyekehozzaadott Ugynevezett
.peremkomponensekkel” dvitettiik. Minden amfolit esetében &pK 2,5; mig az ionos
mobilitas 2,5 x 1 m?Vs volt. Ha masképp nincs feltiintetve az amfolitkézdeti
koncentraciéja 200 uM volt. Az alkalmazott amfdiitzoelektromos pontjai kdzti killénbseég
0,02 (101 és 141 amfolit esetén), 0,04 (101 am#)0-8,00 pH gradiens esetén) és 0,08 (101
amfolit; 3,00-11,00 pH gradiens esetén) volt.



A mintakomponensek kezdetben a teljes kapillarisé2%®,2 cm-t) foglaltdk el, és ezeket a
kovetked modokon injektéltuk: két amfolitzona kdzé (szemgvinjektalas), az amfolitzonan
belll révid zonaként (az amfolitzona anddos vaggdtas végebe), vagy az amfolitzonan kivil,
a zOna anodos vagy katodos oldalara (félszendmjektélas). Szimulaciokat futtattunk
amfolitokkal kevert mintakkal is.

A szimulaciokban mintakomponenseket klorid soklakalmaztuk, igy 2,711 mM kloridiont
is felhaszndltunk az injektalas soran, mig egyesudacioknal 1 mM koncentracidban
karbonat iont is hasznaltunk, amelyet a katolitadiunk, szemléltetve a légkéri széndioxid

ligos pH-n val6 oldodaséat.

A szimulaciok 40, 25 vagy 10 percig futottak 100@Nand6 fesziltségen, 100 vagy 200 A/m
allando aram@iségen tovabba 100m/s allandé EOF-vel vagy EOF nélkil. A kezdeti
hatérszélességek minden esetben 0,001%-ot tettés kiyitott-katddos kapillaris végést
hasznaltunk, amely megengedte a komponensek sxdpadrlasat az elvalasztasi térbe ill.
térol. Az alkalmazott hatarfeltleti korilmények allamdtovoltak a kapillaris anddos végenél
(Thormannés mtsai 2007). A Mosher és munkatarsai (Mogteemtsai 2011) altal leirt
adatsimitast hasznaltuk. A 10000 szegmenst feldszzimulaciok Intel Pentium G 870 3.1
GHz és G 2130 3.2 GHz processzorral felszerelt égszamitogépeken futottak, a CPU id
54 és 88 ora kozt volt. A grafikai abrazolashozadatokat a SigmaPlot Scientific Graphing
Software (SPSS, Chicago, IL, USA) 11.0 verzidjaa@oztuk fel.

A szimulacios futasok soran alkalmazott mintak ekteolitok bemeneti paramétereit az 1.
tablazatban mutatjuk be.

A szimulaciok egyik sorozataban két pH egysegedefradienseket modelleztink ugy, hogy
alkalmaztunk a kodvetkézkoncentraciokban: 2,31; 2,88; 3,60; 4,50; 5,68473,80; 11,0;
13,7; 17,2; 21,5; 26,8; 33,6; 41,9; 52,4; 65,5,981,02; 128 és 16QM. Ugyanezeket a
komponenseseket cstkkekoncentracioban (160-2,31IM) a gradiens katodos oldalan is
injektaltuk.

A clEF-MS kapcsolashoz sziikség van illékony eldittddatok alkalmazéasara, igy a masodik
csoportba tartozé szimulaciokat 10 mM hangyasaesl20 mM ammadnium-hidroxiddal
veégeztuk, és 6sszehasonlitottuk a 10 mM foszfotszssr20 mM natrium-hidroxidot hasznalo

rendszerekkel.



A harmadik csoportba tartozé szimulaciok esetél#hrmiM ammaonium hidroxidot (pH: 5,0)
és 50 mM hangyasavat (pH: 11,0) ill. azok titr&@ltezatait alkalmaztuk. A katolit (10,8; 10,3;
9,8; 8,9; 8,1) és az anolit (pH = 5,0; 2,5) kivaht értékét 50 mM hangyasav 100 mM

ammonium-hidroxiddal és 100 mM ammaonium-hidroxiddal50 mM hangyasavval tortén

titralasaval allitottuk be.

1. TablazatA szimulacidkban hasznalt minta komponensek ddreléok bemeneti paramétefei

Mobilitas Kezdeti koncentrachd

Komponens pKa pKa (x10% (LMm)
me/Vs) anolit minta katolit

pl 5,3 festék 3,70 6,90 2,0 463
pl 6,4 festék 4,68 8,12 2,0 398
pl 6,6 festék 5,10 8,10 2,0 520
pl 7,2 festék 5,70 8,70 2,0 368
pl 7,9 festék 6,81 8,99 2,0 329
pl 8,6 festék 7,70 9,50 2,0 281
pl 10,4 festék 9,50 11,30 2,0 352
HsPQ, © 2,00 - 3,67 10,000
HCOOH 3,75 - 5,66 10,000
H.COs 6,35 10,33 4,61; 7,18 1000
Cr - - 7,91 2711
Na" - - 5,19 20,000
NH4* 9,25 - 7,62 20,000
H* 36,27
OH 19,87

a) A pK és a mobilitasi értékeket a Simul5 adatbazisbtiik (ttp://web.natur.cuni.cz/ggs/

b) Mind a hét festék koncentracioja 148/mL-nek felel meg. A festékeket klorid sokkénekitaltuk.

c) A foszforsavat egyérték gyenge savként kezeltiik, mivel csak alacsony plhygretben

alkalmazzuk.



4 Eredmeények és kovetkeztetések

4.1 A kapillaris izoelektromos fokuszalast éfirkiilonb6ds injektalasi protokollok
szimulacidja

A kulonféle mintainjektalasi sémakat alkalmazvat iménta és 101 amfolit izoelektromos

fokuszalasat vizsgaltuk szamitdégépes modellezéssalmfolitok izoelektromos pontjai kozti

kilobnbség 0,08 volt és a komponensek egy 3,00-JdKD@radienst formaltak 20 mM katolit

(natrium hidroxid) és 10 mM anolit (foszforsav) kiiz A szimulaciokat 1000 V allandé

fesziltség mellett vegeztik 1Q/s konstans katddos endozmotikus aramlassal.

Az injektdlasi séméban, ahol a mintakat és a hdrdamnfolitokat homogén keverékben
alkalmazzuk, a fokuszalddott zonak megjelenéée et)yy atmeneti kais front megkdzelités
lathatd. Minden olyan esetben, amikor a mintakiatradulasi amfolitzénaban révid zonaként
injektaltuk, amfolit zénak kozo6tt (hordozé amfokthianyaban), vagy az amfolit zonalkstel
vagy utan vezettiik be, a festékek sokkal gyorsildbasa volt tapasztalhatd, mint a hordozé
amfolitoké. Ha a rovid mintazona kapillarisba jtdtsa az amfolit zona anddos végén vagy az
anodos oldalan torténik az amfolit komponensekijétében vagy hianyaban, akkor kationként
vandorld csucsokat latunk. Anionként vandorolnakoanponensek az ellenk&zsetben,
amelyben a mintakat egy révid zénaba helyezziknafold zéna katdédos oldalan vagy a
katodos vegen. Vegyes folyamat varhato akkor, anakuintakat egy révid zonaban, a kezdeti
amfolit zéna kdzepére pozicionaljuk (amfolit kompaogek jelenlétében vagy hianyaban). A
folyamat jellege fligg a molekulaion kdrnyezétdpH) és tulajdonsagaitdl (p Azokban a
szimul&cidkban, ahol a gradiens kezdeti kompon@reizoelektromos ponttal rendelkezik, a
pl > 7 mintadk kationként, mig és d g 7 festékek anionként viselkednek. A hét minta
elvalasztasi folyamata teljesen kilonbozik a deettront kozelitést, ami a mintdk és az

amfolitok egyenletes keverésénél tapasztalhato.

Az elvalasztas egy olyan atmeneti kbrnyezetbeénd(t amelyet a savas karakiemfolitok
felhalmozodasa és a bazikus amfolitok mennyiségérsiikkenése idéz &l és ezaltal
kortlbelll pH 3 és pH 7 kozotti pH-gradiens kégik. A kialakult pH és térér mintdzatok
nagyon hasonlitanak egymasra a négy médszerbenbAmpamikor a mintak az amfolit zonan
belll egy révid zonat foglalnak el, az hatassal admrdozé amfolitok csicsmagassagara es

koncentracigjara.



Béar a szimulacié 101 amfolit komponenst tartalmeszendvics-injektalas rést (Ugynevezett
.gap’-et) hoz létre, amely viszonylag alacsony saamfolitot tartalmaz. Ez a régio a térer

mintazatban egy ugynevezett ,hot spot™-ot eredmemgeez karos hatast fejt ki. Ez a jelenség
Ezt a régiot eredetileg a minta foglalja el, ésaa#olitok normal eloszlasat ott nem lehet
biztositani. Ezért a régio tulajdonsagai a mintaixtét fiiggenek; a pH-gradiens itt laposabb
lesz. Ez a jelenség, az ugynevezett "memoriahatisfi, a szendvics-injektalas sajatsaga
(Takacsi-Nagyes mtsai 2012, Thormann és Kilar 2013). A valogkésekben tapasztalhato

fokuszalé rendszerben tébb komponens jelenik medgereba hiadtusban, az alkalmazott

amfolitok megndvekedett szama miatt.

4.2 A vizzbna elvalasztasra gyakorolt hatasa

A vizzona tulajdonsagat és elvalasztasra gyakbedéisat vizsgaltuk hét minta jelenlétében és
két pH egységet lefédgradiens alkalmazasaval, amelynek Kerdgy utols6 komponense a
semleges pH érték (pH 7) kordli izoelektromos pomdlekula volt. Ebben a szimulécios
csoportban katolitként 10 mM foszforsav, anolitk@6t mM natrium-hidroxid szolgalt. Hat
féle, két pH egységet feldtegradienst tartalmazo6 szimulacios konfiguraciosgatunk (5,00-
7,00; 7,00-9,00; 4,80-6,80; 6,80-8.80; 5,20-7,20,26-9,20) 100 A/mallandd aramgiiségen

és allandé elektrokozmikus aramlas mellett.

A szimulaciés adatok azt mutattak, hogy a fokuszataan kialakul a tiszta vizzéna, amikor a
hordoz6 amfolitok altal l1étrehozott pH gradiens nimdi a semleges régidt: ha 7,00 pH-nal
fejezddik be, vagy amikor 7,00 pH-nal kextlk. Abban az esetben, ha a gradiens pH 7,00-nél
vagy alatta védgik, a vizzona kifefldése lathaté a pH tartomany katédos oldalan. Az
ellenke®, anodos oldal vizzéngja akkor varhato, ha az mil&abtt pH-gradiens 7,00-nél vagy
annal magasabb pH-n keéxtlk. Nem talalunk vizzonat akkor, ha a "j¢" amfokita semleges
terlletet lefedik. Ezen tulméan a vizzona akkor is kialakul olyan mintakompomeéns
jelenlétében, amelyek a fékuszald gradiensen léwidndorolnak. Ezek az elemek olyan ITP
zonakat képeznek, amelyek az elektrolitoldatok téezemponensei mogott migralnak,

nevezetesen a kationként a katolit $p7-es komponensek) vagy anionként anolit{p) felé.



Két, 7.00-9.00 pH gradienst keé&ekonfiguraciét vizsgaltunk és elemeztink kilonboz
alkalmazott aranisiiség mellett. A nagyobb aratiriségnél (200 A/if) az elvalasztas
elérehaladottabb, mivel a szimulacioban dupla Coulaibes aramlik at a kapillarison,
szemben a 100 A/fhasznalé szimulacioval. Ez a hatas nemcsak askiéfizvizzonaban
nyilvanul meg, hanem a gradiens katédos végéhkemponensek szaméban is lathato (kilenc
ill. négy komponens alkotja az izotachoforetikus@mdorld szerkezetet a gradiens katddos
részében). Az amfolitzonak kozott elhelyezkexdinta zona kezdeti terilete (gap) hosszabb a
nagyobb aranisiiség esetén. Ezt a rést kisebb amfolit koncentrésicalacsonyabb pH-

gradiens jellemzi (Takacsi-Nagg mtsai 2012).

Ezenkivil az &rantsiiség hatdssal van a szimulacio soran fokuszalédatéknés a tovabbi
komponensek alakjara és csucsmagassagara. Arrésaknmogy az 6sszes amfoter vegyulet
koncentraciéja emelkedik és a csucsok élesebbekdks kisebb atfedéssel. A megndvelt
aramgiriség azonban nem befolyasolja az ITP zénak konadijiif de a hataraik élesebbé
valnak. Az ITP ezen jellenégelenségei jol ismertek (Mags mtsai 2000, Mosher és Thormann
2002, Thormann és Mosher 2006, Thormaamtsai 2007).

Tovabbi, peremkomponenseket hasznalé konfiguratidaaulmanyoztunk szamitdégépes
szimul&ciok segitségével. Az amfolitzona mindkéiatdn hozz4adott, folyamatosan csékken
koncentraciéju peremkomponenseket alkalmaztunk larérdekében, hogy utanozzak az
amfolitok kereskedelmi keverékeit, amelyeket kapi#l izoelektromos fokuszalashoz altalaban
hasznalnak. Kimutathaté, hogy a tovabbi, kis mesdgglen jelenlgly amfolitok
megakadalyozzak a vizzona kialakuldsat, és csokkantezebtképességi rést, mivel ezek a
molekulak a semleges régiot fedik le. A hozzaadegtylletek izotachoforetikus spacerekként
viselkednek a pH gradiens és az elektrolit oldat@gy az ITP zonakként vandorlo
mintakomponensek (amelyek izoelektromos pontjalkégik a pH gradiensen) €s mas ionok

kozott.

Fontos megjegyezni, hogy a szimuldcidéban haszndfolaok (f6 gradiens komponensek és
peremkomponensek) darabszama még mindig sokkal s&bBle mint a amfolitok
0sszmennyisége a kereskedelmi keverékek felhasavalkavégzett kisérletekben. Ennek
ellenére ez a kozelités tukrozi a valos, kereslemaleén kaphatd 8k tartomanyt lefed
amfolitokat és a 7.00 pH-értéknél kédd vagy véget ér gradienseket, és a clEF-ben tovabbi

vagy peremkomponensek nélkil hasznalhatok az eldikns gap és a hot spot athidalasara.
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Az légkori szén-dioxid izoelektromos fokuszalasyalkgprolt hatdsat egy masik szimulaciéban
vizsgaltuk. Az 5,00-7,00 és 7,00-9,00 kdzotti pHamanyokat tartalmazo6 konfiguracidkat a

20 mM natrium-hidroxid katolitba adagolt 1 mM szawsal Ujraszimulaltuk.

Megallapithato, hogy magas pH-n a katolitban feldlutt széndioxid hatassal lehet a kialakult
zbna struktirakra. A savas komponens forméja anpdk#l fligg - a katolitban karbonat ionok
form4jaban, mig a foszforsav utan hidrogénkarbwagy mindkét formaban talaljuk, amint az
az 1. tablazatban lathat6. A szimulaciok szemlg&li@tszénsav jelenlétét a katolit és anolit
ko6zott minden zonaban, valamint egy anolit mogadiakult névekvy hosszusagu zonat.
Ezenkivil a szénsavbdl szarmazd kulogbéarbonat ionok a rendszerben ellenionként
viselkednek, mobilizalva az amfolit komponenseketgradiens bazikus oldalan, amely
vegsoron megakadalyozza a tiszta vizzona kialakul&at folyamat nagyon hasonlit az
elektroforetikus mobilizalas folyamatahoz, aholcanukat adnak a katolithoz (Thormann és
Mosher 2008), és amely a gradiens katddos kisodébak, Uun. ,,cathodic drift” 86egibjeként
tekinthet. A pl 7.00 amfolit altal formalt ITP zéna viszonylag mraagkoncentraciét (1,286
ja alacsonyabb (pH = 6,9937) és véképessége nullanal magasabb (0,3276 mS/m) lesz. A p
5,00- 5,04 amfolitok altal képzett, a gradiens sdedén kialakult ITP-struktirdkban jelentev
karbonat ion koncentraciék 0,106 és 0,114 mM kozéttoznak, azonban a pH és a
vezebkeépesseg profilokban nem lathatd szignifikans hat@si-gradiens ezen oldalan. Ez a
jelenség Osszevetléeq gradiens masik oldalan kialakult ITP zénaknphsztaltakkal, IGgos
pH-n (Thormann és Mosher 2006, Thormann és mt<ai)2@ katolitban jelenley karbonéat
ionok koncentracidja meghatérozza a fokuszaldé eyszéis az ITP zondkban jelentkez
szénsavbol szarmazé kulonbdzarbonat ionok a rendszerben (a katolit melld&#gsonyabb
koncentraciéban lesznek jelen a tébbi szegmengksen)videbb zénakat hoz létre az anolit
maogott. Ezzel szemben az 1 mM feletti karbonat kamagyobb koncentraciot eredményeznek
a fokuszalo részben és az ITP zonaban, és naggalibten helyezkednek el az anolit mogott.
Azonban az ITP-struktura kialakulasaban résztvawfolit komponensek szama csokken a
tapasztalatok 6¢sszhangban allnak Hirokawa és margetkisérleteivel (Hirokawa és mtsai
1991).
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4.3 Az elektrolitok tulajdonsagainak az elvalasztasrakgrolt hatasa

Az el6z6 szimulaciokban foszforsav- €s natrium-hidroxidattikat alkalmaztunk anolikéent és
katolitként. A CcIEF-tomegspektrométer kapcsolat gatibilitdsa érdekében illékony
elektrolitokra van sziikség. Azéeb Osszedllitas (foszforsavat és natrium-hidroxidzmalo

rendszer), valamint az illékony elektrolit oldatakk(hangyasav és ammonium-hidroxid)

futtatott szimulacio kerilt 6sszehasonlitasra.

Az elektrolitoldatok felcserélése nem volt szigkdins hatassal az elvalasztas fékuszalé részére.
Mind az ITP-hatarvonalak migraciés ratai, mind addrlé ITP zonak koncentracidi fliggenek
az elvalasztasokban alkalmazott elektrolitok tdaghgaitol (Takacsi-Nagy €s mtsai 2017).
Nincs jelends kiloénbség a két szimulacio fokuszalé része vagingéék migracioja kdozott. Az

0t mintakomponens (pH 5,3; 6,4; 6,6; 7,2 és 7 S aradiensben fokuszalodik, éslaBgb és
10,4 minték is a varakozasoknak megfedel viselkednek: és anionként vandorolnak a 4,00-
8,00 pH-gradiensen kivul, ami 6sszhangban van abkomegallapitasokkal (Thormann és
Kilar 2013).

Tovabbi szimulaciokat hajtottunk végre a pH-szababjt elektrolitok elektroforetikus
rendszerekben kifejtett hatasanak vizsgalata aaljfizsgaltuk a pH-szabalyozott elektrolitok
elektroforetikus viselkedését és hatasat az elxi#as, a két pH egységet lefeginfolitzonat

a kapillaris kozepére (40-60%) helyeztik el, endadzimjelenléte nélkil. Azt talaltuk, hogy a
100 mM ammonium-hidroxid és az 50 mM hangyasav kidgektalt mintak, elérik az
izoelektromos pontjukat, és a fokuszalas |6 tdhesdhye varhatd. Az IEF elvalasztas
mechanizmusa és a mintak eloszlasa nagyon haadadiibbi szimulaciéhoz, amely 7,00-9,00
pH-gradiensekkel futott. A pH-szabélyozott elektakkal végzett szimulaciobdl nyert adatok
azt mutatjak, hogy a katolit az anolit fokozatdsatasa a gradiens 6sszes komponensének
migraciojanak valtozasat eredmeényezi. Amikor az amom-hidroxid oldatot titraljuk az
anolittal, a formiat ionok a katolitbdl a teljesvélasztasi téren keresztil az anolitig
vandorolnak, ahol felhalmozddnak, hasonl6éan a khtd hozzaadott karbonéationokhoz.
Minden amfolit és mintakomponens részleges nettaitipotoltésre tesz szert, amely
elektroforetikus migraciot indit el a katod felé atkalmazott elektromos tér hatasara. Az
elvalasztas természete inkabb izotachoforetikust imbelektromos, és ennek kévetkeztében a
mintak alakja meglehé&sen széles lesz, amihez hasonl6t kordbban méldEhartogne és
mtsai 2002). Ez a jelenség fokozdodik a hangyasawlitman tortéd mennyiségének

névekedésével.
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Bar a bemutatott adatok egy katdd felé tastérektroforetikus mobilizaciot irnak le, minden
levont kovetkeztetés az andd felé toéténobilizalasra is érvényes. Ugyanez a migraciés
mechanizmus jon létre akkor, amikor az anolit alikabnjait tartalmazza — a mintak ebben az
esetben negativan toltottek és izotachoforetikusakként az andd felé vandorolnak. Ezt
kémiai mobilizalasként is értelmezhetjik, amikoredektroneutralitas a kapillaris belsejében
nem érhet el a katolitban jelenlégvformiat ionok miatt. Ez a jelenség 6sszahangbanava
korabbi tanulmanyokkal (Hjertén, Liao és mtsai 19B7ormann és Mosher 2006, Thormann
eés mtsai 2007). Ha mindkét elektrolitot titraljult, mintazénak kétiranyu ITP migraciot
mutatnak, alakjuk pedig kiszélesedik. Mind az ITd&anok migracios ratai, mind a migrald ITP
zbnéak koncentracioi fliggenek az elvalasztasbamésdektrolitok tulajdonségaitol (Takacsi-

Nagy és mtsai 2017).
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5 Az értekezés tézisei

1. Az injektalasi protokollok 6sszehasonlitasakor, kkomia mintadkat révid zOnaként az
amfolit zénan belll vagy azzal szomszédosan injektéa mintakomponensek migracioja
gyorsabb, mint az amfolitok migracidja. Az elval@szsoran a komponensek kationként
vagy anionként mozognak vagy vegyes folyamat varhatkezdeti elvalasztas utan a
mintak tovabb vandorolva elérik az izoelektromositpiknak megfelél helyiket. Ez
teljesen eltér a fokuszalddott zénadk megjelenéséti dettvs front kozelitést, amit a
mintak és az amfolitok homogén keverékeként vgkkialasakor tapasztalunk.

2. A szekvencidlis injektalasi elrendezések 0 l6bégeket kinalnak olyan amfolit zonak
esetében, amelyek nem fedik az alkalmazott mirgéklektromos pontjat. A kilénféle
injektalasi mdédokkal végzett szimulacidk azt mdtatjhogy a kapillaris izoelektromos
fokuszalas legkedvébb elrendezése, ha kiindulaskor a pH-gradiens se&gén vagy
oldalan helyezzik el a mintakat.

3. A szendvics injektalas a fokuszalddott gradiensgmgnun. ,gap”-et eredmeényez, mivel az
amfolitok koncentracidja viszonylag alacsony lezahol a kiindulasi helyzetben a minta
az amfolitok helyét foglalta el. Ennek a kovetkbetd a pH profil és a gradiens laposabb
lesz, és valdsziisithet, hogy ezen regid vezitépességi rést (un. ,hot spot™ot) jelent,
amely karos hatassal lehet. A tobbi injektalasi saédnél nem tapasztalunk ilyen
jelenséget.

4. A sziik, két pH egységet fédgradiensek jelenlétében, amelyek pH 7,00 korudéeaek
vagy vegddnek, a tiszta vizzona kialakulasa vizsgalhat6. rAdgns katddos oldalan
vizzona kialakulasa varhato, ha a pH-tartomany-nglQvagy az alatt veégdik, mig az
anodos oldalon vizzonat akkor figyelhetiink meg kaméa gradiens 7,00-nél vagy a felett
kezdhdik. A vizzona megjelenése nem véarhato, ha a Kialdkgradiens komponensei
lefedik a semleges zonat. Ez az eset nagyon hasantkhoz a szimulaciokhoz,
amelyekben hozzaadott, fokozatosan csoélkemcentracioju un. ,peremkomponenseket”
hasznalunk, a pH gradiens mindkét szélén. Ez mexiedl kereskedelmi forgalomban
beszerezhét clEF-hez hasznélhato amfolit-keverékeket, ametygaidig tartalmaznak kis
koncentraci6ban amfolitokat a feltiintetett pH tarémyon kival.

5. A vizzéna hossza flugg az alkalmazott ananitseg6l €és az elektroforézis édartamatol.
Ezen szakasz hossza egyenes aranyban all a rdmelszdkalmazott téltések szamaval,
illetve az elektroforézis iitartamaval. Ezen tiiméen a szennyézések, példaul a
katolitban feloldédott légkori széndioxid vagy madk befolydsoljdk a tiszta vizzona
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kialakulasat. Bar a szénsavnak nincs szignifikéatada a vezéképességre vagy a pH-
profilokra, a p 7.00 és az alatti amfoter mintdk komponensei sdétetikusan
mobilizalédnak a katod felé.

A kulénféle elektrolitoldatok, savak és bazisok,etyeket anolitoknak és katolitoknak
hasznalnak, nincsenek szignifikans hatassal adaskias fokuszalo részére, de a pH
gradiens mindkét oldalan az izotachoforetikus szasgtek és a koncentraciok fliggenek az
elektrolitok tulajdonsagaitdl. A szimulaciok azt kemutattdk, hogy a katodhoz kozeli
oldalon elhelyezketl 7,00-es vagy annal alacsonyabb izoelektromos glorghdelkeé
amfolitok elektroforetikusan mobilizalédnak, éstachoforetikus zonakként a katod felé
vandorolnak.

A katolit pH-értékének fokozatos, hangyasavvaléidrtcsokkentése indukalja az 6sszes
a gradiens tomorodik. Az Osszes vegyllet migraci@a ellenke& iranyba
prognosztizalhatd, ha az anolitot ammonium-hidrdaldtitraljuk. Kétiranyba migralo

mintakat és kiszélesedett gradienseket figyeltlinlg mindkét elektrolit pH-beallitasaval.
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