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1 Bevezetés

"Az ionfolyadékok (ILs) a kémiai sokoldalusdg ¢€s fenntarthatdsag ideédlis kombinacioi
(Walden, 1927.)." — nyilatkozta Paul Walden német szarmazasu kémikus €s vezetd szakértd az
ionfolyadékok teriiletén, amellyel kivaldan 0Osszefoglalta ezen anyagok széleskorii
alkalmazhatdsaganak lehetdségét. Ezek a szobahdmérsékleten folyékony halmazallapot, ionos
Osszetételli anyagok rendkiviil valtozatos szerkezeti egységekkel rendelkeznek, amelyek
lehetdvé teszik az eltérd karakterti, akar polaris, apolaris, amfifil, vagy ionos molekulakkal valo
kolcsonhatés kialakitasat (Schroder, 2017.).

Jellemzéen egy szerves kationbol (mint az ammoénium, imidazélium, piridinium,
piperidinium vagy pirrolidinium) és egy halogenidbdl, vagy mas szervetlen (esetleg fluorozott),
vagy szerves anionbo6l allnak. Manapsag az egyik legéaltalanosabban hasznalt és tanulményozott
ionfolyadékok csalddjat az imidazdélium-alapti ionfolyadékok alkotjak. Egyediilallo
tulajdonsagaik — mint az alacsony olvadaspont, elhanyagolhatd géznyomas, nagy hdstabilitas,
valamint j6 oldékonysag — vonzo reagensekkeé teszik dket a kémia szamos teriiletén. Ily médon
jelentds figyelem 6vezi alkalmazasukat az analitikai kémiai eljarasokban, azaltal, hogy lehetévé
teszik az egyes vegyiiletek hatékonyabb elvalasztasat (Kowalski, Oledzka, Plenis, Roszkowska,
& Baczek, 2023.).

A modern analitikai kémia egyik legnagyobb kihivasa a komplex bioldgiai mintdk hatékony
¢s megbizhatd elvalasztdsa. Disszertdciom célja az imidazolium-alapt ionfolyadékok
felhasznalasanak bemutatdasa két jelentds kémiai elvalasztdsi technikaban: kapillaris
zonaelektroforézisben (CZE) fehérjék elvalasztdsa céljabol ¢és gazkromatografias-
tomegspektrometrias (GC-MS) elemzésekben bakterialis eredetli zsirsavak tanulmanyozasara.
Munkank soran nagy hangsulyt fektetiink az egyes technikdkban az ionfolyadékok
alkalmazasaval elérhetd hatékonysagnovelés szemléltetésére. Az ionfolyadékok hasznélata
ugyanis tobb elonyt is kindl. Egyrészt, puffer komponensként alkalmazva és a kapillaris
dinamikus bevonata altal megakadalyozhatjdk a komponensek kitapadasat a kapillaris bels6
feliiletére ¢s novelhetik az elektroforetikus elvalasztasok hatékonysagat. Masrészt,
gazkromatografias allofazisként lehetové teszik az oszlopok polaritdsanak és hatékonysaganak
szabalyozasat. Elképzeléseink alapjan az ionfolyadékokkal kialakulé specifikus
kolcsonhatasok kulcsszerepet jatszanak az analitikai kémiai eljarasok hatékonysaganak

javitasaban. Munkank soran ezen folyamatok mélyebb megértésére tettiink kisérletet.



2 Irodalmi attekintés

2.1 Az ionfolyadékok altalanos jellemzése

Az ionfolyadékok az 1900-as évek elején tiintek fel, 0j perspektivat teremtve a kémia szamos
teriiletén (Walden, 1914.). Fokozdd6 érdeklédést azonban a 2000-es évektdl kezdddden
valtottak ki kornyezetbarédt természetiik ¢és sokoldalu alkalmazasi lehetdségeik altal.
Szerkezetiiket tekintve ionos Osszetételli anyagok, amelyek a soknak egy alacsony
olvadasponttal rendelkez6 csoportjat alkotjak. Ezt az alacsony olvadaspontot az alkot6 ionok
nagy térfogata ¢és aszimmetrijja eredményezi, mivel rendszerint egy nagyméretl
nitrogéntartalmti kationbdl, mint az ammoénium, imidazdlium, piridinium, piperidinium,
pirrolidinium; vagy egy foszfortartalmu kationbdl, miut a foszfonium, és egy hozzajuk gyengén
koordinalodo halogenid, fluorozott vagy szerves anionbol allnak. Az 1. abra a doktori munka

soran alkalmazott ionfolyadékok szerkezeti képletét mutatja be.
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1. abra A doktori munka soran alkalmazott ionfolyadékok szerkezeti képlete

A hémérséklet széles skalajan, 100 °C és annal alacsonyabb hémérsékleteken folyadék
halmazallapotot alakitanak ki, igy altaldnosan csak olvadt soknak, vagy szobahémérsékleti
ionfolyadékoknak (RTILs) nevezik 8ket (Soukup-Hein, Warnke, & Armstrong, 2009.). Szamos
lenylig6z6 tulajdonsaggal rendelkeznek, mint példaul elhanyagolhatd géznyomas, j6 kémiai €s

hostabilitas, nem gyalékonyak, valamint szerves €s szervetlen oldoszerekkel is jol elegyednek



(Tokuda, Hayamizu, Ishii, Susan, & Watanabe, 2004.). A felismerés, hogy egyes
termodinamikai sajatossdgok, mint az olvadaspont, viszkozitas, vezetoképesség, termikus €s
kémiai stabilitas az ionok felépitésétdl fliggenek (Dzyuba & Bartsch, 2002.), lehetévé teszi )
funkcionalis anyagok tervezését, miszerint a kationok és anionok megfeleld megvalasztasaval
személyre szabottan, specidlis alkalmazasok szdmara hozhatok létre kiilonbozd tulajdonsagu
ionfolyadékok. Ezenfeliil az ionfolyadékokban a polaris és apolaris molekularészek egyiittesen
vannak jelen, amely altal olyan reakciokozegkeént torténd alkalmazasuk is kozkedvelt, ahol
eltéré karakterli anyagok egyidejii oldasa sziikséges (Mandal, Sarkar, & Samanta, 2004.).
Ebben az esetben a polaris molekuldk a polaris részben oldddnak, amelybe kation és anion
sorolhatd, mig az apolaris molekuldk az alkillancokkal lépnek kolcsonhatasba. Mindezek
alapjan nem meglepd, hogy az ionfolyadékok a legkiilonfélébb kémiai szintézisekben
alkalmazhatok, csak néhany iparilag fontos példat emlitve: Friedel-Crafts (Xiao & Malhotra,
2005.), Heck (Bellina & Chiappe, 2010.) és Diels-Alder reakciok (Fischer, Sethi, Welton, &
Woolf, 1999.). Rendkiviil véaltozatos felhasznélasi lehetdségilik miatt igen igéretesek tovabba a
kémiai eljarasok széles skaldjaban, mint az elvalasztasban (Berthod, Ruiz-Angel, & Carda-
Broch, 2008.), az elektrokémiaban (Chakraborti & Roy, 2009.), vagy az un. ,,zo6ld” kémiai
alkalmazasokban (Welton, 2011.).

2.1.1 Az ionfolydaékok mint ,,zold” oldoszerek

Egyre nagyobb az igény olyan kornyezetbarat anyagok irant, amelyek felvalthatjak a
hagyomanyosan alkalmazott, egészségre ¢s kdrnyezetre karos oldoszereket. Az ionfolyadékok
szamos tulajdonsaguknak koszonhetden zold oldoszereknek tekinthetOk, amellyel fokozott
érdeklodést valtanak ki a z6ld kémia teriiletén. Az emberi egészségre és kornyezetre gyakorolt
hatasukat toretleniil vizsgaljak, ugyanakkor kornyezetbarat természetiik tovabbra is vita targyat
keépezi (Flieger & Flieger, 2020.).

Nagy kémiai és termikus stabilitdsuk, elhanyagolhatdé géznyomasuk és az ebbdl adodo
rendkiviil alacsony illékonysaguk kovetkeztében igéretes alternativanak szamitanak a széles
korben hasznalt illékony szerves oldoszerekkel szemben. Az ionfolyadékok hatékony
visszanyerésére alkalmas technologidk kidolgozasa folyamatos fejlesztés alatt 4ll, ily modon a
hasznalt ionfolyadékok méra mar hatékonyan regeneralhatok. Szamos szerz6 az ionfolyadékok
hatékony tjrafelhasznéalasardl szamolt be néhany egymast kovetd ciklus utan is (Abu-Eishah,

2011.). Ujrahasznositasukhoz legaltaldnosabban desztillaciot, vagy ioncseréld gyantékat



alkalmaznak (Zhou, és mtsai., 2018.), de az elektrokémiai mdédszerek, mint az elektrolizis is
alkalmasnak bizonyultak az ionfolyadékok visszanyerésére (Wang, Nie, Zhang, Zhang, & Li,
2012.). Az ionfolyadékok emellett az energiatarolasban és az energiatermelésben is
hasznalhatok, mint példaul litium-akkumulatorokban (Balducci, 2017.), vagy energiatarolo ¢és
atalakitd rendszerekben (Watanabe, ¢s mtsai.,, 2017.). Ezenfeliil katalizatorként is
hasznosithatok, eldsegitve a fenntarthatobb kémiai folyamatokat (Welton, 2004.).

Fontos azonban megjegyezni, hogy az ionfolyadékok sem teljesen kornyezetbaratok.
Smiglak és mtsai. szdmos imidazélium-, piridinium- €s foszfonium-alapt ionfolyadék
gyulékony tulajdonsagair6l szamoltak be (Smiglak, és mtsai., 2006.). Tovabba 1j eredmények
sziilettek toxicitasukkal és nehézkes biologiai lebonthatosagukkal kapcsolatban. Bar jelenleg
nincsenek adatok az emberi egészségre gyakorolt toxicitdsukrol, megfigyelték, hogy az
ionfolyadékok mérsékelten mérgezdek lehetnek egyes mikroorganizmusokra ¢és allatokra
(Pham, Cho, & Yun, 2010.). Masok szerint vizoldékonysaguk révén konnyen bejuthatnak a
hidroszféraba, ami novelheti a vizi kOrnyezet, ¢és az ott ¢€l6 szervezetek potencidlis
veszélyeztetettségét (Michalaki, Kakavas,, Giannouli, & Grintzalis, 2023.). Nagy
stabilitasuknak koszonhetden pedig biologiailag nehezen bonthatdk le, igy hosszu ideig fenn is
maradhatnak ebben a kornyezetben (Arednarczyk, Zgorska, & Grabinska-Sota, 2011.).
Ugyanakkor a fent felsorolt tulajdonsdgok alapjan az ionfolyadékok vitathatatlanul kevésbé
terhelik a kornyezetet az altalanosan hasznalt illékony oldoszerekhez képest, az eredmények

pedig felvetik az 0j, z6ldebb ionfolyadékok tervezésének sziikségességét.

2.1.2 Az imidazolium-alapu ionfolyadékok: szerkezet és tulajdonsagok

Doktori munkdmban imidazélium kation-alapti ionfolyadékokkal foglalkoztam, igy a

tovabbiakban — ahol azt kiilon nem jelzem — ezen anyagokra vonatkoz6 eredményeket mutatom

be.

Az imidazdlium-alapt ionfolyadékok az egyik leggyakrabban hasznalt és kutatott
ionfolyadékok csaladjat alkotjak. Ezek az anyagok rendkiviil valtozatos szerkezetet mutatnak a
kationban taldlhaté alkilcsoportok hossziisdga, valamint az anionok variacidja szerint. Az
imidazdlium gyliri nitrogénatomjaithoz kapcsolodd Ri és Ro alkillancoktol fliggben az
ionfolyadékok lehetnek protikus, vagy aprotikus jelleglick. Amennyiben az R; vagy R»

hidrogénatom, protikus ionfolyadékrol, abban az esetben pedig, amikor az egyes és harmas
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szaml nitrogénatomhoz egyarant alkilcsoport, valamint a gylrii kettes, négyes és 0t0s

szénatomjaihoz hidrogénatomok kapcsolddnak, aprotikus ionfolyadékrol beszéliink (2. abra).

<

"

LAt

2. 4bra Az 1-butil-3-metil-imidaz6lium-kation ([bmim]") molekulamodellje

Jelen munkdban a [bmim]", [emim]" stb. jelolés hasznalatos, ahol a harmas szamu
nitrogénatomhoz metil, az egyes szamu nitrogénatomhoz pedig butil, etil, stb. alkillanc
kapcsolodik.

Jelen tudasunk szerint az ionfolyadékok szerkezete a folyadékfazisban rendezettséget mutat,
amelyet az ionok kozotti ionos, valamint egy€b iranyitott kolesonhatasok tesznek lehetéveé. Az
imidaz6lium-alapt ionfolyadékok esetében a kolcsonhatasok a kation és az anion kozotti
hidrogénkotésekre, valamint Coulomb (elektrosztatikus) kdlcsonhatasokra épiilnek (Ab Rani,
¢s mtsai., 2011.). Protikus ionfolyadékok esetében a hidrogénkotéses halozat a hangstlyosabb,
mig az aprotikus ionfolyadékoknal a folyadékfazist alkotd ionok egymassal Coulomb-
kolcsonhatas és hidrogénkdtés mellett van der Waals kolesonhatason keresztiil is kapcsolodnak
(Anderson, Ding, Welton, & Armstrong, 2002.; Fumino, Wulf, & Ludwig, 2008.). NMR, IR ¢és
konduktometrias vizsgalatok mellett elméleti kémiai szamitdsok egyarant aldtdmasztottdk a
hidrogénkotések jelenlétét az ionfolyadékok kationjai €s az anionjai kozott (Dymek, Grossie,
Fratini, & Adams, 1989.; Suarez, Einloft, Dullius, de Souza, & Dupont, 1998.). Huang és mtsai.
megallapitottdk (Huang, Chen, Sun, & Wang, 2001.), hogy a C; szénhez (2. abra) kapcsolodo
hidrogénatom részt vesz az anionnal kialakuld hidrogénkotésben tiszta, azaz tarsolddszer
jelenléte nélkiil, az [emim][BF4] ionfolyadékban. Hasonldé eredmények sziilettek Suarez,
valamint Lin és mt#sai. altal a [bmim][PF¢] €s [bmim][BF4] ionfolyadékok vizsgalata sordn (Lin,
Ding, Chang, & Lue, 2004.).

Fontos tovabbad megemliteni egyes ionfolyadékok amfifil jellegét. Az ionfolyadékokban

eltérd szerkezetli, polaris €s apolaris tulajdonsagt molekularészeket talalunk, melyek tovabbi
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hozzajaruldst adnak a kialakulo folyadékszerkezethez (Schroder, 2017.). Sajatos
tulajdonsagokkal rendelkezik a hidroféb tulajdonsagu alkil- vagy aromas csoportokat
tartalmazo kationok és a hidrofil jellegli anionok kombinacidja. Annak fényében, hogy a hosszu
lancu ionfolyadékok felépitése hasonlo a feliiletaktiv anyagokéhoz, valamint feliiletaktiv
tulajdonsagokkal is rendelkeznek, az ilyen ionfolyadékok vizes oldatban micellakat
képezhetnek (Luczak, Hupka, Thoming, & Jungnickel, 2008.; Schroder, 2017.).

Mindezek kovetkeztében az ionfolyadékok szdmos szerves €s szervetlen anyag szamara
kivalo olddszerek (Pereiro, Araujo, & Esperanca, 2012.), amelyet valtozatos kdlcsonhatasaik
tovabb fokoznak. A hidrogénkotések kialakitdsa soran egyardnt viselkedhetnek proton
donorként és akceptorként, tovabbad a molekulan beliil nagymértékii toltésdelokalizacio
érvényesiil (Melo, Rodrigues, & Bogel-Lukasik, 2012.). Ezen fontos jellemzdik mellett az
ionfolyadékok mas anyagokkal valo kolesonhatdsa soran szamos specifikus €s nem specifikus
kolcsonhatés is megfigyelhetd, mint példaul van der Waals, dipdl-dipol, diszperziv, n-w, n-nt és

elektrosztatikus (Coulomb) kolcsonhatasok (Freire, €s mtsai., 2010.).

2.2 Az imidazdlium-alapt ionfolyadékok alkalmazasi lehetdségei az analitikai kémia

teruletén

Az ionfolyadékok analitikai teriileten torténd alkalmazasa a napjainkban folyd kutatasok egy
igen aktiv teriilete. Szamos figyelemre méltod tulajdonsaggal rendelkeznek (mint az alacsony
illékonysag, magas stabilitas, valamint a szerves és szervetlen oldoszerekkel mutatott jO
elegyedésiik), ezenfeliill a kationok ¢és az anionok valtoztatdsdval a kémiai és fizikai
tulajdonsagaik specidlis alkalmazasok szamara egyedileg hangolhatok. Ezek a tulajdonsagok
egylttesen teszik Oket alkalmazhatova szamos kémiai teriileten.

Az ionfolyadékok analitikai kémiaban valo felhasznalasat illeten a kozelmultban végzett
vizsgédlatok a kromatografia teriiletén foként az ionfolyadék-funkcionalizalt 4ll6fazisok
kifejlesztésére Osszpontosultak. Sikeresnek bizonyultak allofazisként a gazkromatografiaban
(Talebi, Patil, & Armstrong, 2020.) ¢és a folyadékkromatografidban (LC) (Zhou, és mtsai.,
2020.), pszeudo-allotazisként a micellaris elektrokinetikus kromatografia (MEKC) esetében
(N1u, Qiu, Li, Liu, & Jiang, 2009.), valamint kapillaris elektroforézisben (CE) a kapillarisok
feliiletének modositasara (Corradini, Nicoletti, & Bonn, 2009.). Ezenkiviil koézkedvelt
oldoszerként torténd felhasznalasuk mintael6készitési folyamatokban (Feng, és mtsai., 2020.),
matrix-segitett 1ézer deszorpcids/ionizaciés tomegspektrometriaban (MALDI-MS) ¢és

extrakcios eljarasokban (Abdelhamid, 2018.), kiralis szelektorként enantioszelektiv
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elvalasztasban (Stavrou &  Kapnissi-Christodoulou, 2013.), valamint mozgo6fazis

adalékanyagként folyadékkromatografidas modszerek esetén (Lenca & Poole, 2017.).

2.2.1 Imidazolium-alapu ionfolyadékok alkalmazasa kapillaris elektroforézisben

A kapillaris elektroforézis modszerek szamos eldonyiik mellett foként kis mintaigénytik,
gyorsasaguk, valamint nagy elvalasztasi hatékonysaguk folytdn egyre elterjedtebbek az
elvalasztastudomanyban. Szamos felhasznalasi teriileten alkalmazhatok, mint példaul
biomolekulak (aminosavak, peptidek, fehérjék, szénhidratok, nukleinsavak), kiralis vegyiiletek,
szervetlen 1onok, szerves savak, sejtek és virusok elvalasztdsdban. A kapillaris
zonaelektroforézis a leggyakrabban alkalmazott kapillaris elektroforetikus moédszer. Az
elvalasztas alapja, hogy egy vékony, altaldban 25-75 pm belsd atmérdjii, pufferoldattal (BGE)
toltott kvarc kapillarisban elektromos erétér hatdsara a mintakomponensek eltérd toltés/tomeg
aranyuk alapjan kiilonb6z6 sebességgel vandorolnak, és diszkrét zondkba valnak szét. Az
elkiiloniilt zonak azonositasara leggyakrabban UV-lathaté fényabszorpciés detektort
alkalmaznak.

A vandorld részecskék sebessége (v) egyenesen aranyos az elektroforetikus
mozgékonysaggal (ue) €s az elektromos térerdvel (E). Az elektroforetikus mozgékonysag
tovabba egyenesen aranyos a részecske toltésével (q), valamint forditottan aranyos a részecske
hidrodinamikai sugaraval (r) és az oldat viszkozitdsaval (). Az alkalmazott elektromos erdtér
hatasara tehat a kiilonb6zd toltésli €s méretli részecskék eltérd, de allandd sebességgel
vandorolnak, igy elkiilonithetOk egymastdl. Az Osszefliggések alapjan lathatd, hogy a
kisméretli, de nagy toltésii részecskék rendelkeznek a legnagyobb mozgékonysaggal.

A kapillarison beliil, a toltéssel rendelkezd felillet mentén, elektromos erdtér hatdsara az
elektrolit oldatok elektroozmotikus aramlasa (EOF) alakul ki, amely a CE technikak
miikodésének alapja. Az EOF a folyadékaram dugoszert profiljat eredményezi, lehetdveé téve
az oldatban 1évé valamennyi részecske egyidejii vizsgalatat. Altalanos esetben az EOF
sebessége egy nagysagrenddel is nagyobb lehet, mint a komponensek vandorlasi sebessége, igy
az Osszes részecskeét, fliggetleniil azok toltésétdl, azonos iranyban, negativ toltésii kapillaris fal
mellett, a negativ polus (katod) felé szallitja.

El6fordulhatnak azonban olyan esetek is, amikor a kapillaris feliileti toltésének
megvaltoztatasara van sziikség, hiszen az elvalasztand6 komponensek, mint példaul a fehérjék,

hajlamosak lehetnek a kapillaris falara adszorbealodni. Az elvalasztani kivant anyagok
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kapillaris feliiletére torténd adszorpcidjanak megakadalyozdsara kiilonféle modszerek
hasznalhatok. Korabbi eljardsokban alacsony pH-ja (McCormick, 1988.), vagy nagy
ionerdsségli puffereket alkalmaztak (Chen, Kelly, Palmieri, Biehler, & Schwartz, 1992.), de a
legaltalanosabb megkozelités a kapillaris belsé falanak modositasan alapul (Hjertén, 1985.). A
fedetlen szilicium-dioxid kapillarisfalon kovalens vagy nem kovalens kdlcsonhatasokon
alapul6 bevonatot lehet létrehozni. Szdmos kutatdcsoport beszamolt arrdl, hogy ionfolyadékok
kovalensen kapcsolhatok a kapillaris bels6 faldhoz, azzal tartosan modositva a feliiletet (Qin &
Li, 2002.; Qin, Wei, & Li, 2003.). A kovalens kapcsolat mellett dinamikus bevonat is
létrehozhato6 ionfolyadékok hasznalataval, mely bevonat eldnye az egyszeriibb kialakitas, és az
igy kapott kelléen stabil feliilet (Jiang, Wang, & Lv, 2006.; Wu, Wei, Su, Xu, & Chen, 2008.;
Corradini, Nicoletti, & Bonn, 2009.; Guo, Chen, Zhou, Wang, & Zhang, 2013.). Jelen
ismereteink szerint az ionfolyadékok jelenléte az alkalmazott pufferoldatban egyrészt a
kapillaris falan bevonat képzddése révén megvaltoztathatja az elektroozmotikus aramlas
iranyat, masrészt az elvalasztando komponensek ¢s az ionfolyadékok kozott specialis
kolesonhatasok alakulnak ki, igy befolyasolva az elvalasztast. Az ionfolyadékok alkalmazéasa
vizes ¢€s nemvizes eljarasokban egyarant sikeresnek bizonyult. Vaher ¢és misai.
dialkilimidazolium-alapt ionfolyadékokat hasznaltak puffer komponensként nemvizes CE-
ben, vizben oldhatatlan anyagok elvalasztasara (Vaher, Koel, & Kaljurand, 2001.), valamint
hasonlé ionfolyadékokat alkalmaztak karbonsavak, fenolos ¢€s polifenolos vegyiiletek
elvalasztasara is (Vaher, Koel, & Kaljurand, 2002.; Vaher, Koel, & Kaljurand, 2002.).
Eredményeik azt mutattak, hogy az acetonitril tartalma kozegben az elvalasztas {0
mechanizmusa az ionfolyadék-anion és a vizsgalt molekula kozotti heterokonjugacion alapul.
Lu ¢és mtsai. szintén nemvizes rendszerben valasztottak el aromas savakat, pufferként
kiilonb6zd aniont tartalmazd ionfolyadékok ([emim][Cl] és [emim][HSO4]) alkalmazasaval
(Lu, Wang, Kong, Zhong, & Breadmore, 2014.), és eltéré migracids sorrendet figyeltek meg az
elvalasztashoz hasznalt ionfolyadékok fliggvényében. Mindezek alapjan a szerzok azt
feltételezik, hogy az elvalasztasban az ionfolyadékok anionjai €s a vizsgaland6 anyagok kozotti
heterokonjugacio jatszik domindns szerepet. Yanes €s mitsai. reprodukalhaté moédszerrdl
szamoltak be a sz6ldmag-kivonatokbol izolalt polifenolos vegyiiletek azonositasara,
imidazo6lium-alapti ionfolyadékok puffer komponensként torténd felhasznalasaval (Yanes,
Gratz, Baldwin, Robison, & Stalcup, 2001.). Az ionfolyadékok egyarant meghatarozo szerepet

toltenek be a fehérje elvalasztasok soran, azon beliil is az eljaras hatékonysaganak ndvelésében.

14



2.2.1.1 Fehérjék elvalasztasa

Az ionfolyadékok ¢€s fehérjék kozott intermolekularis kapcsolatok johetnek 1étre, amelyek
hidrogénkotésen, hidrofob- és elektrosztatikus kolcsonhatdsokon alapulnak. A kapilléaris
bevond képességiikon tul ezek a tulajdonsidgok teszik az ionfolyadékokat kivalo puffer
komponensekké fehérjék CE elvalasztasdban, ezenfeliil szdmos tanulmény szerint
hozzajarulnak a fehérje elvalasztds hatékonysdganak és szelektivitdsanak noveléséhez
(Corradini, 2023.; Kowalski, Oledzka, Plenis, Roszkowska, & Baczek, 2023.; Hajba &
Guttman, 2024.). Fontos azonban megjegyezni, hogy az ionfolyadékok befolyasolhatjdk a
fehérjék 3D szerkezetét, stabilizalhatjak, vagy éppen destabilizalhatjak azt (Shukla & Mikkola,
2020.). Az ionfolyadék tartalmua oldatokban a fehérjék stabilitasat és aktivitasat tobb tényezd is
befolyasolja, mint példaul az ionfolyadék-anion természete (Noritomi, Minamisawa, Kamiya,
& Kato, 2011.), az ionfolyadék-kationokban talalhato alkillancok hossza (Machado, és mtsai.,
2014.), valamint az ionfolyadékok egyéb fizikai-kémiai tulajdonsagai (Gao, Zhang, Zhang, &
Zhou, 2015.). Egy nemrégiben végzett tanulmdny kimutatta, hogy az imidazo6lium-alapu
feliiletaktiv ionfolyadékok modosithatjak a lizozim enzim aktivitasat, szerkezetét €s stabilitasat,
¢s az IL-lizozim kolcsonhatds az ilyen tipust ionfolyadékok dsszetételétdl és koncentraciojatol
fiigg (Rather, Dar, Singh, Rather, & Bhat, 2020.). Bar a kutatasok szerint az ionfolyadé¢kok
anionjai er6sebb hatast gyakorolnak a fehérjék stabilitdsara, mint a kationok (Todinova, 2016.;
Diddens, 2017.), szimulacios vizsgalatok kimutattak, hogy vizes kozegben a kationok
koncentracidja altalanosan meghaladja az anionokét a fehérjék feliiletén, fiiggetleniil azok
toltésétol (Klahn, Lim, Seduraman, & Wu, 2011.; Haberler, Schréder, & Steinhauser, 2012.).
Ennek hatterében egyrészt a tombfazis anionokbdl és vizmolekuldkbol all6 hidrogénkotéses
halézata allhat, masrészt a kationok jelentds mobilitdsa a nempolaris és polaris jellegli
fehérjefeliileteken. A 3. abra a fehérje-oldoszer kolcsonhatasokat mutatja be imidazolium-

alapu ionfolyadékok esetében vizes kozegben.
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3. abra A fehérje és az olddszer molekulak kozott kialakuld kolesonhatasok bemutatasa, ahol
a voros az imidazolium kationt, a kék az aniont, a zold a vizmolekulat jeloli. (Schréder, 2017.)
(A pontozott vonal a hidrogénkdtéseket, a sziirke teriilet a diszperzios kolcsonhatdsokat, a

nyilak a Coulomb-kdlcsonhatasokat mutatjak)

Az ionfolyadék—fehérje (Harada, és mtsai., 2018.; EI-Hady & Albishri, 2018.), valamint a
viz—ionfolyadék—fehérje (Smiatek, 2017.; Schréder, 2017.; Saha & Mukherjee, 2018.)
kolcsonhatasok kisérleti és elméleti vizsgéalatait szamos dsszefoglald tanulmany ismerteti. A
viz—ionfolyadék—fehérje rendszerek tanulmanyozasira iranyuld szamitasos vizsgalatok
eredményei azt mutatjdk, hogy az ionfolyadék-anionokkal valo kolcsonhatasokat foként a
Coulomb-erék ¢s a hidrogénkotések uraljak, az ionfolyadék-kationokkal kialakulo
kolcsonhatasok Coulomb- és diszperzios kolcsonhatasokbol allnak, a vizmolekuldk pedig
Coulomb-kolcsonhatasokkal ¢és hidrogénkdtésekkel kapcsolodnak a fehérjék megfeleld
tulajdonsagti részeihez (Klahn, Lim, Seduraman, & Wu, 2011.; Haberler, Schroder, &
Steinhauser, 2012.).

Az imidaz6lium-alapt ionfolyadékokat széles korben alkalmazzak fehérjék vizes kdzegben
végrehajtott CE elvalasztdsai soran, mind puffer adalékként, mind pedig a kapillarisok
bevonasara. Erre vonatkozoan Jiang ¢és mtsai. 1-alkil-3-metil-imidazélium-alapa
ionfolyadékokkal bevont szilika kapillarisok alkalmazasat irtdk le bazikus fehérjék
oldatait hasznaltdk pufferoldatként. Ilyen koriilmények kozott andd iranya EOF alakult ki, és
valamennyi komponens alapvonalelvalasztasa nagy hatékonysaggal valosult meg. A szerzok az
elvalasztas mechanizmusat a fehérjék és a kapillaris falan 1évd, illetve az oldatban talalhato
szabad imidazolium-ionok kozotti asszocidcioval irtak le. Hasonld eredmények sziilettek Wu
¢és mtsai. altal, akik 1-butil-3-metil-imidazolium tetrafluoro-borat ionfolyadékot hasznaltak a
kapillarisfal bevonasara, valamint puffer komponensként bazikus és savas fehérjék CE
elvalasztasara (Wu, Wei, Su, Xu, & Chen, 2008.). A 10 mM koncentracioju pufferoldat

alkalmazasaval, anod iranyu EOF mellett, a fehérjék kivald elvalasztasat érték el. A bevonat
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létrehozasakor tovabba azt talaltak, hogy a kialakult bevonat legalabb 120 6ran keresztiil stabil
volt, anélkiil, hogy a futtatasok kozott regenerdldsra lett volna sziikség. Corradini és mtsai.
szintén 1-alkil-3-metil-imidaz6lium tetrafluoro-borat ionfolyadékokat alkalmaztak a kapillaris
bevonasa soran, valamint puffer adalékanyagként bazikus fehérjék CE elvalasztasara
(Corradini, Nicoletti, & Bonn, 2009.). Az elvalasztasokat 4,0 pH-ju acetat puffer oldattal
végezték, ionfolyadékok hozzaadasa nélkiil, illetve ionfolyadékok felhaszndlasaval 0,2-6,0 mM
koncentracidban. Az ionfolyadék-alapu kapillaris bevonat a kordbbiaktol eltéré mdédon katdd
irany EOF-t eredményezett, javitva a csticsok alakjat és felbontdsat a bevonat nélkiil kapott
eredményekhez képest. Megallapitottak, hogy a fehérj¢k és az imidazdlium-kation kozotti
hidrofob kdlcsonhatasok fontos szerepet jatszanak a fehérjék elektromigracios viselkedésében.
Guo és mtsai. szintén bazikus fehérjék sikeres elvalasztasarol szamoltak be katod irdnyt EOF
mellett, pirrolidintum-alapt ionfolyadék kis koncentracioban vald alkalmazasaval puffer
adalékanyagként a 40 mM koncentracidja, 4,0 pH-ju foszfat pufferhez (Guo, Chen, Zhou,
Wang, & Zhang, 2013.). A kutatok feltételezik, hogy az ionfolyadékok hidrogénkotéseket és
elektrosztatikus kolcsonhatasokat alakitanak ki a kapillarisfal feliiletével, mig a fehérjék
esetében hidrogénkotések, ion-dipol/ion-indukélt dipdl kolesonhatdsok ¢és hidrofob
kolesonhatasok Iépnek fel, befolyasolva a szelektivitast €s a felbontést a fehérje elvalasztasok

soran.

2.2.2 Imidazolium-alapu ionfolyadékok alkalmazasa a gdzkromatografia

teriiletéen

A gézkromatografia a termikusan stabil, illékony, szerves és szervetlen vegyliletek
alkalmazhatd, tobbek kozott szénhidrogének, ndvényvéddszerek, kornyezetszennyezd
anyagok, ¢élelmiszerek, valamint gydgyszerek Osszetételének meghatarozasara. Amellett, hogy
a modszer hatékony és kevés mintat igényel, a minta komponensei nem kéarosodnak az
elvalasztas soran, ami lehetdveé teszi azok tovabbi vizsgalatat kapcsolddo technikakkal, példaul
tomegspektrométerrel.

A gazkromatografidban a mozgdfazis egy inert gaz (vivogaz), mig az allofazis lehet
folyadék, vagy szilard halmazallapotl. Az eljards soran a minta g6z forméaban kertiil bevezetésre
a kapillaris oszlopba/kolonndba, ahol a folyamatosan dramlé vivégéz hajtja elére a

komponenseket. Més kromatografias eljarassal szemben, itt a mozgdéfazis nem Iép
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kolcsonhatasba a mintaval, a komponensek az allofazissal torténd kolesonhatasuk erdsségének
forditott sorrendjében jelennek meg a detektorban, lehetové téve azok azonositdsat ¢€s
mennyiségi meghatarozasat.

Gazkromatografidban az egyik legelterjedtebb detektor tipus a langionizacios detektor,
valamint a tomegspektrométerrel kapcsolt technikdk. Az elvalasztott komponensek detektorjel-
1d6 fliggvénye a kromatogram, melynek fobb jellemzdi a retencios id6 (tr : a minta adagolasatol
a csucs alatti teriilet. EI0bbi a mindségi, utobbi pedig a mennyiségi adatokat szolgaltatja. A GC-
MS kapcsolt technikaban a mintakomponensek elvalasztasat a gazkromatograf végzi, mig a
tomegspektrométer a detektor szerepét tolti be. A mai modern GC kapillaris oszlopok (0,25-
0,35 mm belsd atmérd) esetében az optimdlis dramlasi sebesség 1-2 ml/perc, amit az MS
vakuumrendszere mar hatékonyan kezel. Ennek koszonhetéen a két késziilek kozvetleniil
osszekapcsolhatd. A tomegspektrométerben az elkiiloniilt komponensekbdl ionok képzddnek,
amelyek fajlagos tomegiik (tomeg/toltés) alapjan elvalaszthatok egymastol, csokkentett
nyomas, elektromos vagy magneses mezOk segitségével. Az elvalasztott ionok intenzitasdnak
folyamatos mérésével egy 1onaram intenzitds - fajlagos tomeg fliggvényt, azaz
tomegspektrumot kapunk, amely a mindségi meghatarozas alapja.

A gazkromatografias eljardsok hatékonysagaban az elvalasztasi koriilmények kozil az
oszlop tulajdonsdgai kulcsszerepet jatszanak. Az elvalasztds a hagyomanyos polimer
allofazisok esetén, mint a polisziloxan, vagy polietilén-glikol, f0ként az elvéalasztani kivant
vegyliletek ¢és allofazisok kozotti gbznyomas és polaritas kiilonbség eredménye, viszont ez
gyakran korlatozza az elvalasztds hatékonysagat €s az egydimenzids gazkromatografiaban
kihasznalhat6 kémiai kdlcsonhatasokat. Ezenkiviil a tobbdimenzios eljarasoknal hatékonyan
alkalmazhat¢ allofazisok szama, - ahol legaldbb két oszlopot alkalmaznak az elvalaszthato (és
idedlisan azonosithatd) vegyiiletek szamanak ndvelésére - szintén korlatozott a rendelkezésre
allo oszlopok kozotti szelektivitaskiilonbség hianya miatt. E korladtozasok lekiizdéséhez tovabbi
egyeb kolesonhatasok sziikségesek az allofazis és az elvalasztand6 anyagok kozott. Az tjfajta
ionfolyadék-allofazisok célja, hogy lehetdséget biztositsanak a gazkromatografia j elvalasztasi

mechanizmusainak.

2.2.2.1 Az ionfolyadék-alapu gazkromatografias oszlopok bemutatasa

Az ionfolyadék-alapti all6fazisok a gazkromatografids oszlopoknak egy 1j, nagy
hostabilitasu és polaritast osztalyat képviselik. Az ilyenfajta oszlopok hasznalata kiilonosképp
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azokban az esetekben lehet elényds, amikor az elvalasztdshoz nagy polaritdsu allofazis és
magas homérséklet sziikséges. Tovabba egyes izomerek jobb felbontasat is eredményezhetik,
amelyek a hagyomanyos allofazisok alkalmazasaval eddig nehézségekbe iitkozhettek. Bar
ezekben a kutatdsokban elsdsorban zsirsav-metil-észterek (FAMESs) elvalasztasara fokuszaltak
(Zeng, ¢és mtsai., 2013.), az ionfolyadék-alapt oszlopok igen népszeriieck még illoolajok
(Cagliero, és mtsai.,, 2017.), klorozott szénhidrogének és peszticidek (de Boer, Blok, &
Ballesteros-Gomez, 2014.) elvalasztasaban is.

2008-t61 kezdédden kivalod elvalasztasi tulajdonsdgokkal rendelkezd di- €s trikationos
ionfolyadék-alapti oszlopok keriiltek kereskedelmi forgalomba (Sigma Aldrich, 2014.). Ezek
az oszlopok foként nitrogén és foszfor tartalmu kationokon alapulnak, ¢és az SLB-IL
mozaikszoval, valamint az egyedi, McReynolds konstansok (McReynolds, 1970.) alapjan
meghatarozott polaritasszdmmal azonositjak dket (pl. SLB-IL59, SLB-IL60, SLB-1L61, SLB-
IL76, SLB-IL82, SLB-IL100 és SLB-IL111). Ezenfelil 2016-ban kifejlesztették az 1j
generdcios, rendkiviil inert oszlopokat, amelyeket a harom leggyakrabban alkalmazott
ionfolyadék (SLB-IL601, SLB-IL761 ¢s SLB-IL1111) felhasznalasaval hoztak létre. Ugyan mar
1959-t61 torténtek probalkozasok kiilonbozd ionfolyadékok GC  allofazisként vald
alkalmazasara (Barber, Phillips, Tusa, & Verdin, 1959.), azonban ezek az all6tazisok alacsony
hatékonysagot ¢és gyenge termikus stabilitdst mutattak, amely korlatozta gyakorlati
felhasznalasukat. A di- és trikationos ionfolyadékok viszont olyan egyedi tulajdonsagokkal
rendelkeznek, amelyek rendkiviil hasznosak GC all6fazisként vald alkalmazasukra. Ezek az
ionfolyadékok nagyobb hdstabilitdst mutatnak, mint a hagyomanyos polimer all6fazisokat
tartalmazo oszlopok (Patil R. A., Talebi, Sidisky, & Armstrong, 2017.), tovabba jol
nedvesitdek, amely eldsegiti a boritatlan fala szilika oszlopok bevonésat (Armstrong, He, &
Liu, 1999.). Nagy viszkozitasuk eldsegiti az ionfolyadék-bevonat fenntartasat, még a kiilondsen
magas hOmérséklet alkalmazasa mellett is (Patil R. A., Talebi, Xu, Bhawal, & Armstrong,
2016.), alacsony illékonysaguk pedig hozzdjarul az ilyen korilmények kozott gyakran
jelentkezd oszlopvérzés (,,bleeding”) minimalizalasahoz (Patil R. A., Talebi, Sidisky, Berthod,
& Armstrong, 2018.). Az ionfolyadék-alapt allofazisok a kolcsonhatasok széles skalajat
képesek kialakitani az elvalasztanddé anyagokkal (Anderson, Ding, Welton, & Armstrong,
2002.). Kettds természetiiknél fogva egyediilalld elvalasztast biztositanak mind a polaris, mind
az apolaris molekuldk szamara az Gsszetett mintakban (Armstrong, He, & Liu, 1999.; Sun &
Armstrong, 2010.).

Az ionfolyadék-tolteti GC oszlopok teljesitménye és szelektivitasa sokak érdeklédését

felkeltette, ¢s szamos kozlemény vizsgalta kiilonboz6 alkalmazéasi lehetdségeiket.
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Altalanossagban a GC allofazisok kolesonhatasainak megértésére és az allofazisok jellemzésére
kiilonbozo6 proba vegyiileteket alkalmaznak. Erre jo példa a Rohrschneider és McReynolds altal
kifejlesztett modszer (McReynolds, 1970.), amely soran 6t ,,informativ”’ proba vegyiilet
retencios viselkedését hasonlitjdk Ossze kiilonbozo allofazisok alkalmazasaval. A proba
vegyiiletek koz¢ tartozik a benzol a m—r kdlesdnhatasok, az 1-butanol a hidrogénkotés donor és
akceptor kolcsonhatasok, a 2-pentanon a gyenge hidrogénkotés akceptor ¢és dipdl
kolcsonhatasok, a nitropropan a poldris kdlcsonhatdsok €s a piridin a bazikus vagy erds
hidrogénkotés-akceptor kdlcsonhatasok vizsgélatara. Az IL-allofazisok atlagos polaritasat az 6t
proba vegylilet McReynolds-allandojanak 6sszegeként kapjuk. A Rohrschneider—McReynolds
megkozelités hatranya, hogy mindossze 6t proba vegyiiletet haszndl az ionfolyadékok
kolcsonhatasainak leirdsara.

Ezzel szemben Abraham egy szolvatacios paraméter modellt tervezett az oldott anyag és az
oldoszer molekuldk kozotti folyadék- vagy gazfazisban létrejovo kolesonhatdsok jellemzésére
(Abraham M. H., 1993.). A linearis szolvatacids energia kapcsolat (LSER) néven ismert modell
kiilonboz6 proba vegyiileteket hasznal, amelyek szamos kdlcsonhatas kialakitasara képesek,
igy lehetdvé téve az allofazisok atfogo jellemzését (Abraham, Poole, & Poole, 1999.; Abraham,
Ibrahim, & Zissimos, 2004.). Az LSER modellben a tobbféle proba vegyiilet hasznélata
sz¢éleskorli informaciot nyajt az elvalasztandd anyagok ¢és az IL allofazisainak
kolcsonhatasairol. A modell kiilonboz6 fazisallandokat haszndl, amelyek azt mérik, hogy az
allofazis képes-e kolcsonhatasba 1épni a vizsgaland6 anyaggal m vagy nem kotd elektronparok,
dipol-dipol kolesonhatasok, diszperzios erdk, vagy a hidrogénkotés savassadga/bazikussaga,
azaz a hidrogénkotés donor/akceptor hajlama révén. A proton donor/akceptor hajlam
lényegesen eltérd lehet a kiilonbozd ionfolyadékok esetében, amely sziikségessé teszi a
protonaktivitas megértését €s szabalyozasat az ionfolyadékok kiilonféle alkalmazasaiban, ahol
az oldott anyagok vagy a folyamatok nagyon érzékenyek a kozegben 1év0 protonaktivitdsra.
MacFarlane és mtsai. (MacFarlane, és mtsai., 2010.) hidratalt ionfolyadékok tulajdonsagait
irtdk le, amelyeknek belsé protonpuffereld hatdsuk van, és ezaltal képesek szabalyozni a
protonaktivitast ionos kozegben. Ez azt jelenti, hogy ezek az ionfolyadékok onmagukban
képesek szabdlyozni €s stabilizalni a pH-t, kiilsé pufferanyagok hozzdadasa nélkil. A
pufferhatds az ionfolyadé¢kokat felépitd anionok és kationok, valamint ezek sav-bazis
konjugatumai kozott lezajlo sav-bazis reakciok révén jonnek létre. Ismert tovabba, hogy az
ionfolyadékok hidrolizise soran keletkezd egyensulyr termékek 1is hozzédjarulnak az
ionfolyadék-viz rendszerek pufferhatdsahoz (Cui, és mtsai., 2010.). Az ionfolyadékok ezen

tulajdonsaga lehetévé teszi, hogy az oldat protonaktivitisa (pH-ja) viszonylag allando
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maradjon, még akkor is, ha savat vagy bazist adunk hozza, egészen addig a bizonyos mértékig,
amikor az oldat erésen savas vagy bazikus allapotba kertil.

Az IL-allofazisok esetén altalanossagban a dipolaritds, a hidrogénkotés bazikussag és a
diszperzids kolcsonhatdsok domindlnak. A diszperzios erdk értékei kozel allandonak
bizonyultak az 06sszes kereskedelmi forgalomban kaphaté IL allofazisnal, valamint
alacsonyabbak, mint az apolaris tulajdonsagu polisziloxdn-alapu all6fazisoké (Weber &
Andersson, 2014.). Az SLB-IL sorozat dsszes allofazisa hasonlo dipolaritas értéket mutatott,
csupan az SLBIL-100 esetén mértek valamivel magasabb értéket (Weber & Andersson, 2014.).
Az SLB-IL allofazisok esetében a hidrogénkotés savassaga a polaritas novekedésével
altalanosan novekedik (kivéve az SLB-IL59-et).

Az ionfolyadék-alapt allofazisok retencios viselkedésének, elvalasztasi hatékonysaganak
¢s szelektivitasdnak vizsgalatdra egyarant kozkedvelt a kiilonb6zé funkcids csoportokkal
rendelkez0, eltérd polaritasu vegyliletekbdl allo tesztkeverékek elemzése. Ilyen keverékek
példaul a zsirsav-metil-észterek izomer keverékei, vagy a polaris és apolaris vegyiiletekbdl allo
keverékek (Breitbach & Armstrong, 2008.; Payagala, ¢és mtsai.,, 2008.). Az oszlopok
szelektivitasanak értékelésére az ekvivalens lanchossz (ECL) a legelterjedtebb modszer, amely
a telitetlen zsirsav-metil-észterek retenciojan alapul (Talebi, Patil, Sidisky, Berthod, &
Armstrong, 2018.). Az ECL egy bevalt modszer a FAME-komponensek relativ retencids
idejének jellemzésére a telitett FAME komponensek retencidjaval torténd Gsszehasonlitas
alapjan. Egy telitetlen FAME ECL értéke kiszamithato két telitett FAME komponens retencids
idejének felhasznalasaval, amelyek kozrefogjak a telitetlen FAME csucsat. Az értékek
meghatarozasa lehetdveé teszi a kiilonbozd allofazisok szelektivitasanak Osszehasonlitasat,
atfedési mintainak értékelését, hiszen azokat a komponenseket, amelyek elvalasztsa soran az
ECL értékiik kozotti kiillonbség kevesebb, mint 0,05 egység, kromatografids szempontbol
atfedonek tekintjiik. A telitetlen zsirsavak ECL értékeinek becslése tovabba eldsegiti az
ismeretlen szerkezetek lehetséges értelmezeését. Az ECL-értékek szignifikdns ndvekedést
mutatnak az oszlop polaritasinak ndévekedésével az IL oszlopok esetében, kiilondsen a
tobbszorosen telitetlen FAME-k esetében (Zeng, €s mtsai., 2013.; Lin, Wasta, & Mjes, 2014.;
Talebi, Patil, Sidisky, Berthod, & Armstrong, 2018.). Tovabba a kereskedelemben kaphatd
oszlopok koziil a legnagyobb ECL értékekkel rendelkezd, rendkiviil polaris SLB-IL111

kivételes szelektivitast nyujt a telitetlen FAME-k elvalasztasara.
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2.2.2.2 Zsirsav-metil-észterek vizsgalata

A zsirsavak (FAs) sokrétli biologiai szerepet toltenek be az €él0 szervezetben. Alapvetd
épitokovei a foszfolipideknek és a glikolipideknek, ezaltal a sejtmembranok fontos dsszetevoi,
energiaraktarozd molekuldk és az eikozanoidok prekurzorai, amelyek hormonként ¢és
intracellularis hirvivoként is miikddnek. Figyelemreméltd szerkezeti sokféleséget mutatnak,
szerkezetiik szerint a kovetkezd osztalyokba sorolhatok: telitett zsirsavak (SAFAs),
egyszeresen telitetlen (MUFAs) €s tobbszordsen telitetlen (PUFAs) cisz-transz konfiguracioja
zsirsavak, elagazo lancu zsirsavak (izo €s anteizo formak), hidroxi-zsirsavak ¢és ciklikus, vagy
mas néven ciklopropan-zsirsavak. A zsirsavak tovabba szénatomszamuk alapjan 1is
megkiilonboztethetdk, eléfordulnak 6-nal kevesebb szénatomot tartalmazo révid lancu
zsirsavak (SCFAs), 7-12 szénatomos kozepes lancu zsirsavak (MCFAs), 13-21 szénatomos
hosszii lancu zsirsavak (LCFAs) és 22-24 szénatomos nagyon hosszi lancu zsirsavak
(VLCFAs).

Az esszencialis zsirsavak tanulmanyozasa egyre novekvé érdeklddésnek oOrvend,
koszonhetden az emberi taplalkozasra €s egészségre gyakorolt relevancidjuknak. Az ¢élettani
szempontbol legnagyobb jelentdségli tobbszordsen telitetlen zsirsavak, 18, 20 vagy 22
szénatomot €s 2-6 kettds kotést tartalmaznak. Az n-3 esszencialis zsirsav C18:3n-3 (o-
linolénsav), az n-6 esszencidlis zsirsav C18:2n-6 (linolsav), valamint metabolitjaik, a C22:6n-
3 (dokozahexaénsav) ¢s a C20:4n-6 (arachidonsav) kiemelkedd fontossaguak a zsirsav-
elemzésekben kiilonféle bioldgiai hatasuk miatt, mint a gyulladasos folyamatok befolyasolasa
(Calder, 2001.), valamint a neuro- és kardiovaszkuldris védelem nyujtasa (Landgraf-Leurs, és
mtsai., 1990.; Endo & Arita, 2016.). Tovabba a konjugalt linolsav (CLA) izomerek vizsgélata
egyarant kiilonos érdeklédésre tart szamot az utobbi években, mivel ezek a lipidfrakcid minor
komponenseiként jelennek meg, valamint megtalalhatok a huas- és tejtermékekben (Griinari, €s
mtsai., 2000.; Delmonte, és mtsai., 2011.; Delmonte, és mtsai., 2012.). A ndvényi olajok
részleges hidrogénezése soran a CLA-kon kiviil a linolsav tobb konstiticios €s geometriai
izomerje i1s képzddik, melyek koziil a C18:2n-6 izomerek jelentds mennyiségben talalhatok
meg a margarinban €s mas étkezési zsirokat tartalmazo termékekben (Ratnayake & Pelletier,
1992.). Az esetleges ¢€lettani hatdsok miatt az Eurdpai Unidban intenziv szabdlyozast vezettek
be az ¢lelmiszerekben talalhatd transz-zsirok minimalizélasara (< 2 g/100 g zsir) (Zuchowska-
Grzywacz & Kowalska, 2019.). Ehhez kapcsoloddan Baylin és mitsai. azt talaltdk (Baylin,
Kabagambe, Siles, & Campos, 2002.), hogy a teljes transz-zsirsav bevitel legalkalmasabb
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mutatoi a C18:2n-6¢t (cisz,transz-9,12-oktadekadiénsav), valamint a C18:2n-6tc (transz,cisz-
9,12-oktadekadiénsav) zsirsavak.

A valtozatos szénatomszamu ¢és telitettségli zsirsavak vizsgalata, hasonld szerkezetiik miatt
gyakran nehézségekbe iitkozik. A langionizacidval (FID) vagy MS detektalassal kombinalt
gazkromatografia nagy kromatografias felbontast biztosit, igy ez a legelterjedtebb technika a
zsirsavak meghatarozésara (Delmonte, és mtsai, 2011.; Delmonte, ¢és mtsai, 2012.).
Atalanossagban zsirsavakat a gazkromatografids vizsgalatok elétt metil-észter formaba
alakitjak at, amelynek célja a karboxilcsoportok polaritdsdnak csokkentése, valamint
illékonysaguk novelése a molekuldk kozott fellépd erds intermolekularis kdlcsonhatdsok
csOkkentésével, ami ezzel egyiitt a zsirsavak forraspont csokkenéséhez is vezet. A kapott
zsirsav-metil-észterek nagy stabilitassal rendelkeznek, amely gdzkromatografiaval hatékonyan
¢s mennyiségileg elemezhetd. A gyartdi ajanlasok alapjan a cisz/transz izomerek hatékony
elvalasztasahoz nagy polaritast allofazisokat, az omega-3 zsirsavak meghatarozasahoz kdzepes
polaritast allofazisokat javasolnak, mig az apolaris oszlopok alkalmazasat a kiilonboz6
lanchosszsagu komponensek atfedésének elkeriilésére ajanljak (David, Sandra, & Vickers,
2005.).

Az elmult években a zsirsav-metil-észterek elvéalasztisara a kiilonb6zd polaritast és nagy
hostabilitdst ionfolyadék-allofazisa GC-oszlopok keriiltek bevezetésre, a hagyomanyosan
alkalmazott polisziloxan- és polietilén-glikol-alapu oszlopok alternativajaként. Fanali és mtsai.
altal végzett szakirodalmi attekintés (Fanali, Micalizzi, Dugo, & Mondello, 2017.) részletesen
bemutatja az IL-alapu oszlopok széleskorii alkalmazasat zsirsav-metil-észterek analizisében. A
feldolgozott munkdkban az SLB-IL111 rendkiviil poldris oszlopot sikeresen hasznaltak
kiilonbozd eredetli tejzsirok (Delmonte, €s mtsai.,, 2012.; Gomez-Cortes, Rodriguez-Pino,
Juarez, & de La Fuente, 2017.; Yurchenko, és mtsai., 2018.), olajok (mint lenmagolaj (Gomez-
Cortes, Brenna, Lawrence, & de La Fuente, 2016.), halolaj (Fardin-Kia, és mtsai., 2013.), vagy
kiilonféle étkezési olajok (Guo, és mtsai., 2017.)) és gyorséttermi mintdk (Tyburczy, és mtsai.,
2012.) zsirsav-Osszetételének meghatarozasara. Tovabba az SLB-IL111 oszlopot alkalmaztak
cisz/transz egyszeresen telitetlen zsirsavak Cl14:1-t61 C20:1-ig torténd elvalasztasara
(Delmonte, és mtsai., 2011.). Az ionfolyadék-alapti oszlopok és tovabbi, kereskedelemben
kaphato oszlopok (SP-2560 és CP-Sil88) teljesitményének dsszehasonlitdsa soran azt talaltik,
hogy a polisziloxan és polietilén-glikol allofazisokhoz képest az ionfolyadék allofazisok a
FAME-k jobb elvalasztasat mutattdk a C16, C18 ¢s C20 régidkban €s a konjugalt linolsav
izomer régidkban. Zeng €s mtsai. zsirsav-metil-észterek elucios viselkedését vizsgalta szdmos

kereskedelemben kaphat6 foszfonium- és imidazélium-alapt ionfolyadék kapillaris oszlop,
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valamint az apolaris jellegli SLB-5ms polimer oszlop alkalmazésaval (Zeng, és mtsai., 2013.).
Az oszlopok jellemzésére a linedris szolvatacids energia kapcsolat megkozelitést alkalmaztak
a zsirsav-metil-¢szterek ECL indexei alapjan. Kimutattak, hogy a legerésebb kdlcsonhatas a -
elektronokat tartalmazo vegyiiletekkel (mint pl. a FAME elektronban gazdag kettds kotései) az
SLB-IL111 all6tazis esetében jon 1étre.

Ezenkiviil az ionfolyadékok és zsirsavak kdlcsonhatasaira vonatkozoan Biswas €s mtsai.
(Biswas, Dule, Samanta, Ghosh, & Mandal, 2014.) munkéja alapjan kovetkeztethetiink, ahol
kiilonbdz6  lanchosszisaghh  zsirsav-anionokat ¢és imidazélium-kationokat tartalmazo
ionfolyadékok sorozatat allitottak eld, és az ionok kozotti kolesonhatasokat szadmitasos
modszerekkel vizsgaltak meg. Azt talaltak, hogy a zsirsav-anion lanchosszanak csékkenésével
a molekuldk rétegekbe rendezddnek az ionfolyadék ionos 0OsszetevOi kozott 1étrejovo,
talnyomorészt elektrosztatikus kdlcsonhatasok miatt. A rétegeken beliil az alkot6 ionok tovabba
hidroféb (lanc-lanc) kolcsonhatdsok és hidrogénkotések révén kapcesolodnak egymashoz (4.

abra).

Mesophase

Gr, ‘,.

H;C [BMIM][C;5H3,-CO,] (IL1)

4. abra Az imidazolium-kationok és zsirsav-anionok kozott kialakuld kolcsOnhatasok

szemléltetése (Biswas, Dule, Samanta, Ghosh, & Mandal, 2014.)

Emellett Jing ¢és mitsai. (Jing, Lan, Qu, & Zhu, 2016.) metil-imidazélium-alapt
ionfolyadékok ¢és lipid kettdsréteg mint modell sejtmembran kdlcsonhatasait vizsgaltak
fluoreszcens képalkotas, fény- és rontgenszorasi technikak alkalmazéasaval. Az ionfolyadékok
¢s a lipid kettésréteg kozott 1étrejové erds hidrofob kolcsonhatds a [mim]-kationok
beépiiléséhez vezetett a kettOsrétegbe, és a kettdsréteg duzzadéasat okozta. Az ionfolyadék
koncentracidjat tovabb novelve, a lipid kettdsréteg felbomlasa kovetkezett be, ami ionfolyadék-
lipid micellak képzddéséhez vezetett a vizes kozegben. Hasonld eredmények sziilettek az
ionfolyadék-ionok ¢€s a lipid kettdsréteg interakcidinak molekuladinamikai szimulaciok altal

végzett vizsgalatai sordn, ahol azt taldltak, hogy a kationok spontan beépiilnek a lipid
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kettOsrétegbe, fliggetleniil az alkillinc hosszatol (Bingham & Ballone, 2012.; Lim, Jaenicke, &
Klahn, 2015.). A hidrofil anionok, mint péld4ul a kloridion, hajlamosak szabadon diszpergélni
a vizes kornyezetben, mig a jelentdsen hidrofoéb bisz(trifluoro-metan-szulfonil)imid aniont

tartalmazo ionfolyadékok esetében mind a kation, mind az anion beépiilt a lipid kettds rétegbe.

2.2.2.3 Baktériumok zsirsav-osszetételének vizsgalata

A baktériumok tobbsége sejtfalszerkezetiik alapjan besorolhat6é a Gram-pozitiv, vagy Gram-
negativ csoportokba (Gram, 1884.). A Gram-pozitiv baktériumok sejtfalanak elsddleges
Osszetevdje a peptidoglikan, mely vastag rétegként nyajt védelmet a baktériumok szdmara, de
tartalmaznak tovabba teikolsav- és lipoteikolsav-lancokat is, amelyek a sejtekhez torténd
adhézioért feleldsek (ez elengedhetetlen a fert6zés kialakulasdhoz). A Gram-negativ sejtfal
szerkezete a Gram-pozitivéhoz képest 1ényegesen Osszetettebb. A Gram-negativ baktériumok
kiils6 feliiletét ugynevezett lipopoliszacharid (LPS, endotoxin), vagy lipooligoszacharid (LOS)
jellegli makromolekuldk boritjak (Lukacova, Bardk, & Kazar, 2008.), amelyeket az endotoxikus
tulajdonsagti foszfoglikolipid résziik (lipid A) kot a Gram-negativ baktériumok kiilsé
sejtmembranjdhoz, mig az antigén tulajdonsagi O-poliszacharid egységiik az intercelluléris
térbe nyulik (Liideritz, és mtsai., 1982.). Ez a kiils6 feliilet megvédi a baktériumot az
antimikrobialis szerektdl, valamint a gazdaszervezetben vald megtapadasban, illetve a
fertézoképességben is szerepet jatszik.

A mindségi és mennyiségi zsirsavosszetétel meghatarozas tobb mint 60 éve jelent hatékony
eszkozt a mikroorganizmusok megkiilonboztetésére (Abel, Schmertzing, & Peterson, 1963.). A
teljes cellularis zsirsav-tartalom, a baktériumprofil, kozvetlen és stabil expresszidja a
sejtgenomnak. A bakteridlis zsirsavakat ennélfogva rendszeresen haszndljadk rendszertani
besorolasokhoz, valamint azonositasi célokra (Nguyen, és mtsai., 2023.; Carrasco, Roldan,
Valenzuela-Ibaceta, & Lagos-Moraga, 2024.). A zsirsavak elsOsorban a citoplazmatikus
membranban helyezkednek el mint a foszfolipidek és glikolipidek alkotéelemei, tovabba a
Gram-pozitiv baktériumok sejtfalanak lipoteikolsav dsszetevdiben, valamint a Gram-negativ
baktériumok kiils6 membranjanak lipopoliszacharid régidjaban. A bakterialis endotoxinok
zsirsavakbol és szénhidratldncokbdl épiilnek fel, melyek koziil a zsirsavak tipusa €és mennyisége
hatarozza meg toxikus aktivitasukat.

Ismert, hogy kiilonb6z6 kornyezeti tényezOk, mint a hdmérséklet €s a pH, a baktériumok
bioszintézisét befolydsoljak (Kropinski, Lewis, & Berry, 1987.; Akulava, ¢s mtsai., 2024.). A
szerkezetvaltozasok nyomon kovetésére a membran lipidek €s a hozzajuk kapcsolddo zsirsavak
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alkalmas biomarkerek lehetnek, mivel ezek minden €16 sejt nélkiilozhetetlen alkotoelemed,
nagy szerkezeti sokféleséggel ¢s magas biologiai specifitdssal rendelkeznek. A zsirsav-
analizisekre legaltalanosabban a gazkromatografiat, illetve ennek tomegspektrometridval
kapcsolt technikdjat alkalmazzdk, mely gyors, reprodukalhatd és hatékony eszkozt kindl a
baktériumokban végbemend valtozasok felderitéséhez (Abel, Schmertzing, & Peterson, 1963.;
Moss & Dees, 1975.; Hoffmann, Fischer, & Whittaker, 2010.; de Santana-Filho, és mtsai.,
2012.).

A Pseudomonas egyike a legtobbet vizsgalt és orvosi szempontbdl fontos
baktériumnemzetségnek, mivel kiilonféle fajaik jelentds hatassal vannak a kozegészség
allapotara. A Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa, PSAE) és a Pseudomonas putida (P.
putida) Gram-negativ patogén baktériumok, amelyek a fluoreszcens Pseudomonas torzsek
tagjai. A P. aeruginosa sulyos léguti ¢és hugyuti nozokomialis fertdzéseket okoz, €s az egyik
legelterjedtebb korokozé az ilyen tipusu betegségekben. A P. putida gyakran felelds a katéterrel
Osszefliggd véraramfertdzésért, tovabba okozhat még epett gyulladast, epehdlyag gyulladast,
tidogyulladast vagy huagyuati fertdzéseket. Az endotoxinok kettés biologiai hatéssal
rendelkeznek, egyfell az immunrendszer altalanos serkentdi, méasfeldl nagy mennyiségben a
véraramba keriilve az immunrendszer tulterhelédhet €és szepszist, vagy szeptikus sokkot is
okozhatnak.

Szamos tanulmdnyban kimutattdk, hogy a bakteridlis sejtmembran zsirsavtartalma
megvaltozik a kornyezeti feltételek valtozasaira reagalva, mint példaul a hOmérséklet
(Kropinski, Lewis, & Berry, 1987.; Akulava, és mtsai., 2024.), a pH (Russell, és mtsai., 1995.),
az inkubdacios 1d6 (Mrozik, Labuzek, & Piotrowska-Seget, 2005.) valtozasai, vagy a taptalajban
jelenlévd kémiai anyagok hatasara (Mrozik, Piotrowska-Seget, & Labuzek, 2004.). Tovabba
nagyszamu kisérlet tortént a membran zsirsav-Osszetételének valtozasa €s élettani jelentosége
kozotti kapcsolatok feltarasara. Ma mar azt feltételezik, hogy a zsirsav-6sszetétel befolyasolja
a sejtmembran fluiditdsat, rugalmassagat €s permeabilitdsat. Zhang és Rock (Zhang & Rock,
2008.) atfogdan vizsgalta a bakterialis sejtmembran zsirsav-Osszetételének valtozasa altal
kivaltott hatasokat, ¢és azt talaltdk, hogy az egyenes lancu telitett zsirsavak nagy merevségl és
alacsony permeabilitdsi membran kettdsréteget hoztak Iétre. Tovabba megtigyelték azt is, hogy
a cisz-telitetlen zsirsavak jelenléte a sejtmembranban nagyobb permeabilitast eredményezett. A
tapasztalatok szerint az elagaz6 lancu zsirsavak a membran fluiditasat befolyasoljak, igy
példaul az anteizo-zsirsavak fluidabb membranszerkezetet alakitanak ki, mint az izo-zsirsavak.
A ciklopropan-zsirsavak jelenléte csokkenti a sejtmembran permeabilitdsat (Cronan & Luk,

2022.), a tobbszorosen telitetlen zsirsavak pedig fontosak a membran fluiditasanak
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fenntartasaban (Sanderson, 2013.). Segura ¢és mtsai. (Segura, Duque, Mosqueda, Ramos, &
Junker, 1999.) vizsgalatukban ramutattak, hogy a kedvez6tlen koriilmények hatasara kialakulo
hosszi és rovid szénlanch zsirsavak ardnydnak valtozasa szerepet jatszik a membran
fluiditasanak szabalyozasaban. Megallapitottdk, hogy a hossz szénlancu zsirsavak magasabb
aranya megakadalyozhatja a szennyezd anyagok/toxikus vegyiiletek/antibiotikumok
membranba vald bejutasat. A cisz-telitetlen zsirsavak megfeleld transz konfiguracioba valo
atalakulasat szintén kimutattdk a kornyezeti valtozasokra adott valaszként, amely a
sejtmembran gyors merevségéhez vezet (Eberlein, Baumgarten, Starke, & Heipieper, 2018.). A
kiilonb6zd kornyezeti ,,stresszek™ a bakterialis endotoxinokban is idézhetnek elé valtozasokat,
amelyek a baktérium biofilmjének kialakulasdhoz vezethetnek (Eberlein, Baumgarten, Starke,
& Heipieper, 2018.). Chao ¢s mtsai. a P. aeruginosa baktérium biofilmjének, valamint
planktontenyészetek zsirsavprofiljanak Osszehasonlitidsa soran bemutatta, hogy az egyes
zsirsavosztalyok ardnya hogyan befolyasolja a sejtmembran tulajdonsagait (Chao, Wolfaardt,
& Arts, 2010.). A korabbi eredményektdl eltérden azt figyelték meg, hogy a biofilmekben
talalhato telitett zsirsavak aranyanak, illetve a zsirsavak lanchosszanak csokkenése, kevésbé
merev membranszerkezetet eredményezett. Akulava és mtsai. 74 darab, hideg kornyezetbdl
izolalt és kiillonb6z0 hémérsékleten tenyésztett baktérium lipid- €és altalanos sejtbiokémiai
profiljat vizsgaltdk, valamint a hOmérséklet altal kivaltott valtozasokat tanulméanyoztak
(Akulava, ¢és mtsai.,, 2024.). Eredményeik azt mutatjak, hogy a hémérséklet-ingadozasok
valtozasokat idéznek el6 a sejtek lipidjeiben, amely kiterjed a teljes lipidtartalomra, a zsirsav-
Osszetételre €s a lipidosztalyok felépitésére is. Ezenkiviil szamottevd mdodosulasokat figyeltek
meg a baktériumok tovabbi sejtkomponenseiben is, mint példaul a fehérjékben. A szerzdk a
valtozasokat taxonomia-specifikusnak tekintik, azaz bar a baktériumok sejtszerkezete hasonlo,
mégis eltérd modon reagédlnak az egyes hdmérsékletvaltozasokra, €s gyakran kiilonb6z6 kémiai

reakcidkat mutatnak a kornyezeti feltételek valtozasaira.
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3 Célkituzések

A PhD munka elsdleges célja az imidazolium kation-alapt ionfolyadékok alkalmazasa
olyan kapillaris zonaelektroforézis, valamint gazkromatografias elvalasztastechnikai
moddszerek kidolgozasaban, amelyekkel els6sorban fehérjék ¢€s zsirsavak mindsége ¢és
mennyisége hatarozhatdé meg kiilonféle eredetli bioldgiai mintakbol (human konny,
tojasfehérje, bakterialis sejtmembran). Célul tliztiik ki tovabba azon folyamatok atfogo leirdsat,
amelyek sordn az ionfolyadékok hozzdjarulnak az analitikai kémiai elvalasztasok

hatékonysagnoveléséhez.
Munkank soran tehat a kovetkez6 célokat tiztuk ki:

1. Imidaz6lium-alapti ionfolyadékok vizes elegyeinek alkalmazéisa pufferoldatként, illetve a
kapillarisfal bevonasdhoz, bazikus fehérjék (citokrom c, lizozim, mioglobin, tripszin, apo-
transzferrin) elvalasztasara kapillaris zoOnaelektroforézis modszerrel. Az elvélasztasi
paraméterek, mint az alkalmazott fesziiltség, az ionfolyadék tipusa, a pufferoldat pH-ja és
koncentracidja, valamint a kapillaris hossz optimalizélasa. A kidolgozott modszer statisztikai
értékelése, valamint alkalmazhatdsaganak igazoldsa biologiai mintdk (tojasfehérje és human
konny) fehérjedsszetételének meghatarozasaval. Az ionfolyadékkal toltott kapillarisban

megvalosulo elvalasztas mechanizmusanak bemutatésa.

2. Kiilonbo6zo toltetii €s polaritasu gazkromatografias oszlopok (apoldris tulajdonsagua HP-5MS
¢s kozepes/magas polaritasi DB-225MS polisziloxan-alapti oszlopok, valamint rendkiviil
magas polaritast ionfolyadék-alapi SLB-IL111 oszlop) elvalasztasi szelektivitasanak
vizsgélata valtozatos szénatomszamu ¢&s telitettségli zsirsav-metil-észterek hatékony
megkiilonboztetése céljabol. Az optimalis mérési paraméterek kidolgozasa egy C4-C24
szénatomszamu, valtozatos szerkezetli, telitett, tobbszorosen telitetlen (2—6 kettds kotést
tartalmazo), cisz/transz-, omega-3, 6-zsirsav-metil-észter standard keverékre vonatkozdan. A
kidolgozott modszer megbizhatosaganak €s pontossaganak igazolasa statisztikai elemzés €s
validacié révén. Az ionfolyadék-alapti oszlop elvalasztasi hatékonysaganak hatterében allo

kolcsonhatasok bemutatasa.

3. Az extrém polaris ionfolyadék-alaput SLB-IL111 oszlop zsirsav-metil-észterek
meghatarozasaban mutatott kivalod elvalasztasi tulajdonsagait figyelembe véve (2. pont), az
oszlop felhaszndldsa baktériumok ¢€s bakteridlis endotoxinok zsirsavosszetételének kiilsd

hatasok altal bekovetkezd valtozasainak nyomon kovetésére. Az eltéré hdmérséklet, taptalaj,
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valamint inkubdaci6s 1d0 hatdsanak vizsgalata a Pseudomonas nemzetségbe tartozo baktériumok
¢s bakteridlis endotoxinok zsirsavosszetételere GC-MS modszerrel. Az optimdlis mérési
paraméterek kidolgozéasa, a médszer validalasa és statisztikai értékelése. A zsirsavosszetételben
bekovetkezd valtozasok bakteridlis sejtmembran tulajdonsdgaira gyakorolt hatdsanak

bemutatasa.
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4 Anyagok és modszerek

4.1 Kapillaris zonaelektroforézis modszerfejlesztés

4.1.1 Felhasznalt anyagok

A vizsgalatokhoz az 1-etil-3-metil-imidaz6lium tetrafluoro-borat ([emim][BF4]) (= 98%,
Alfa Aesar, Kandel, Németorszag) ¢és 1-butil-3-metil-imidazolium tetrafluoro-borat
([bmim][BF4]) (= 97%, Sigma Aldrich, Steinheim, Németorszag, és Saint Louis, MO, USA)
ionfolyadékokat; a lizozim (lys; csirke tojasfehérje; > 90%; 14,3 kDa), lizozim (huméan; 17,0
kDa), albumin (csirke tojasfehérje; > 98%; 44,3 kDa), citokrém c (cyt c; 10sziv; > 95%; 12,4
kDa), mioglobin (myo; 16sziv; > 90%; 17,0 kDa), tripszin (try; szarvasmarha hasnyalmirigy;
23,8 kDa) ¢és apo-transzferrin (apo-tf; human; > 98%; 76-81 kDa) (Sigma Aldrich, Steinheim,
Németorszag, ¢s Saint Louis, MO, USA) fehérje standard-eket; valamint az aceton (99,9%
HPLC tisztasagu), natrium-hidroxid és foszforsav (85%) (Sigma Aldrich, Steinheim,
Németorszag, és Saint Louis, MO, USA) oldoszereket hasznaltuk.
segitségével. A mérésekhez felhasznalt mintdkat a fehérje torzsoldatokbol allitottuk eld tgy,
hogy az oldatban mindegyik fehérje végsd koncentracioja 1 mg/ml legyen. A csirke
felhasznalas el6tt centrifugdltuk. A human konnymintakat ugyanazon személytdl gyiijtottiik.
Mind a tojasfehérje, mind a konnymintakat 4 °C-on taroltuk. A human, illetve tojasfehérje
eredetll lizozim LOD értékeinek meghatarozasara szolgalo kalibraciot 250-2000, valamint 125-
2000 pg/ml koncentracidtartomanyban, a megfeleld lizozim standard-ek felhaszndlasaval
végeztik.

Az ionfolyadékokbol 400 mM koncentracidju torzsoldatokat készitettiink desztillalt viz
felhasznalasaval. A torzsoldatok higitdsaval 25 és 125 mM koncentracidtartomanyban
oldatokat készitettiink. A két ionfolyadék a vizsgalt koncentracidtartomanyban teljes mértékben
elegyedett vizzel, és tiszta, attetszO oldatokat kaptunk. A torzsoldat pH értéke azonban
kezdetben csokkent, majd 10 nap eltelte utan valtozatlan maradt és a koncentraciotol fliggden
1,5 és 2,7 kozotti, stabil pH érték volt mérhetd (MacFarlane, és mtsai., lonic liquid “buffers”™—
pH control in ionic liquid systems, 2010.). Ezen keverékek viszkozitasat és vezetoképességi
paramétereit irodalmi adatokbol hatdroztuk meg (Malham & Turmine, 2008.; Grishina,

Ramenskaya, & Gruzdev, 2013.; Stoppa, Hunger, & Buchner, 2009.). Az IL-viz elegyeket a
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kapillarisok elokezelésére, azaz a kapillaris belso feliiletének bevonasara, valamint pufferként
hasznaltuk a CE kisérletekben. Osszehasonlitasképp pufferoldatnak 40 mM koncentracioji
foszfatpuffert (pH 2,2) is alkalmaztunk. Az EOF mérésekhez mintaként acetont hasznaltunk,

melyet desztillalt vizben oldottunk fel 5-szoros higitasban.

4.1.2 Kapillaris zonaelektroforézis kisérletek

A CE-kisérleteket UV-detektorral felszerelt Agilent 7100 kapillaris elektroforézis
kesziilékkel (Agilent Technologies, Waldbronn, Németorszag) végeztiik. Az elvalasztasokat a
Polymicro Technologies-tol (Phoenix, AZ, USA) vasarolt kvarc kapillarisokban (fused silica,
50 um 1.d.) hajtottuk végre. A kapillarisok teljes hossza 51 és 96,5 cm kozott valtozott, ahol az
effektiv hossz minden esetben 8,5 cm-rel volt rovidebb a teljes hossznal. A kapillarisokat a nap
elején kondicionaltuk desztillalt vizzel (5 perc), 0,1 M NaOH-dal (20 perc), majd 0jboli
desztillalt vizzel (10 perc) torténdé mosassal. A bevonat nélkiili kapillarisokkal végzett
kisérleteknél ezt kvetden a kapillarist a kivant pufferoldattal mostuk. A bevonat elkészitésekor
percig. Injektalas eldtt 5 perces mosast végeztiink a megfeleld koncentracioja IL-viz eleggyel,
hogy a kapillarist megtoltsilk a megfeleld pufferoldattal. A mintdkat 50 mbar nyomassal 5
masodpercig injektaltuk. A mérések kozott a kapillarist desztillalt vizzel 5 percig mostuk. Az
alkalmazott fesziiltséget +10 és +20 kV kozott valtoztattuk anddos injektalas mellett, kivéve az
EOF méréseket, amikor +18 vagy -18 kV fesziiltséget alkalmaztunk. Az elektroferogramokat
200 nm-en rogzitettiik és a ChemStation szoftverrel (B. 04.00 ¢és 7.01 verzid, Agilent
Technologies) értékeltiik ki. A kapillariskazetta homérsékletét a mérések folyaman 20 °C-on

tartottuk.

4.1.3 Statisztikai elemzés

A fehérjék vandorlasi idejét, id6 szerint korrigalt csucs alatti teriileteit €s felbontési értékeit
az SPSS 25.0 statisztikai szoftverrel dolgoztuk fel. Tobbutas varianciaanalizist (MANOVA)
végeziink a fliggetlen valtozok fiiggd valtozdkra gyakorolt lehetséges szignifikans hatasanak
meghatarozasara. A dontési szintet az a = 0,05 esetén hataroztuk meg, és a statisztikai
elemzések soran az eredményeket p < 0,05 teljesiilése esetében tekintettiik szignifikdnsnak. A

vandorlasi 1d6t, az iddvel korrigélt cstics alatti teriiletet és a felbontést fliggd valtozonak, mig
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az alkalmazott fesziiltséget, az ionfolyadék tipusat és az ionfolyadék koncentraciot fliggetlen
valtozonak tekintettiik. Wilks-féle lambda indexet szdmitottunk, hogy meghatdrozzuk az
elvalasztasi paraméterek lehetséges szignifikans hatasait a vandorlési iddre, az idovel korrigalt
cstcs alatti teriiletre és a felbontasra. A csoportok (ionfolyadék tipus; ionfolyadék
koncentracid) Osszehasonlitasara fliggetlen mintas t-probat alkalmaztunk. Az adatokat
atlagként fejeztiink ki az elemzésekhez. A csucsok kozotti felbontasokat az R = 2At/(wi+wy)
egyenlet alapjan szamitottuk ki, ahol At a migracios idok kiilonbsége, a w1 és wo pedig a
megfeleld szomszédos csucsok alapvonalon vett szélessége. A lizozim mintdk LOD értékeit 3-
as jel/zaj arany alapjan szamitottuk ki, mig a LOQ kiszamit4sa esetén 10-es jel/zaj aranyt

alkalmaztunk.

4.2 Gazkromatografias-tomegspektrometrids modszerfejlesztés

4.2.1 Felhasznalt anyagok és GC oszlopok

A mobdszerfejlesztés soran egy 52 darab, C4-t6l C24-ig terjedd lanchosszusagu zsirsav-
metil-észter komponenseket tartalmaz6 GLC-674 (Nu-Chek-Prep Inc., Elysian, MN, USA) ¢és
egy 4 darab, linolsav-metil-észter komponenseket tartalmazo CRM47791 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA) referencia standard keveréket alkalmaztunk. A komponensek listaja és
koncentracidja a vasarolt torzsoldatokban a gyartok leirdsaiban taldlhatok (Nu-Check-Prep,
komponensek 0sszkoncentracidéja), a CRM47791 standard esetében 0,08 mg/ml
osszkoncentracioju torzsoldatot készitettiink n-hexannal. Az oldatokat az analizis elott -20 °C-
on taroltuk. A GC mindségli n-hexan oldoszert a Merck Chemical Co-t6]l (Darmstadt,
Németorszag) vasaroltuk.

Az elvélasztasokat harom kiilonboz6 polaritdsu gazkromatografids oszlopon végeztiik, egy
apolaris tulajdonsagu 5% fenil- 95% metil-polisziloxan fazisosszetételii HP-SMS oszlopon
(hossztsag: 25 m; bels6é atmérd: 0,20 mm; filmvastagsag: 0,33 pm; Agilent, Waldbronn,
Németorszag); egy kozepes/magas polaritasi 50% ciano-propil-fenil- 50% metil-polisziloxan
fazisosszetételit DB-225MS oszlopon (hosszisag: 30 m; belsd atmérd: 0,25 mm; filmvastagsag:
0,25 um; Agilent, Waldbronn, Németorszag); valamint egy rendkiviil nagy polaritasa 1,5-di-
(2,3-dimetil-imidazolium)pentan bisz-((trifluorometil)szulfonil)imid fazisosszetételi SLB-
IL111 oszlopon (hosszusag: 30 m; belsé atmérd: 0,25 mm; filmvastagsag: 0,20 pm; Sigma, St.

Louis, MO, USA). Az elsé hasznalat el6tt az oszlopokat a gyari ajanladsok szerint
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kondicionaltuk, azaz a hdmérsékletet 24 °C-r61 200 °C-ra emeltiik 15 °C/perc sebességgel, és
ezen a homérsékleten tartottuk 30 percig. Ezt kovetden 20 °C/perc sebességgel olyan
hémérsékletre emeltiik, amely 10 °C-kal a legmagasabb ajanlott érték alatt volt, és ezen a

hémérsékleten 120 percig tartottuk.

4.2.2 GC-MS elemzés

A zsirsav-metil-€szter komponensek elemzésére GC-MS késziiléket (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany) hasznéltunk, amely egy gazkromatografbol (6890N) €s egy quadrupole
tomegspektrométerbdl (5975) allt. A kromatografias koriilmények a kdvetkezdk voltak: hélium
vivogdz aramlasi sebessége: 1,5 ml/perc; befecskendezési mod: splitless; az injektor, az
ionforras €s a kvadrupol tomeganalizator hdmérséklete 250 °C, 230 °C és 150 °C. Az injektalt
mennyiség automata mintavev0 alkalmazasaval 1 ul. A tomegspektrométert
elektroniitkdztetéses ionizacio (EI) iizemmodban, 70 eV ionizacids energia alkalmazasa mellett
hasznaltuk, valamint a pasztazott tomegtartomany 50—450 amu volt.

A zsirsavak elvalasztasahoz megfeleld modszerek kidolgozasa soran az adott oszlopokra
vonatkoz6 szakirodalmat (Hartig, 2008.; He, és mtsai., 2018.; Zeng, €s mtsai., 2013.) vettiik
alapul, majd a modositadsok utan a kdvetkezd beallitasokat talaltuk megfelelonek:

A HP-5MS oszlop esetében az oszlop hdmérsékletét kezdetben 50 °C-on tartottuk 2 percig,
majd 170 °C-ra emeltiik 10 °C/perc sebességgel, és ezen a hdmérsékleten tartottuk 2 percig,
majd 190 °C-ra emeltiik 4 °C/perc sebességgel, és ezen a hdmérsekleten tartottuk 5 percig, majd
290 °C-ra emeltiik 5 °C/perc sebességgel, és ezen a hdmérsékleten tartottuk 2 percig, majd 320
°C-ra emeltiik 20 °C/perc sebességgel, €s a végsd homérsekleten tartottuk 2 percig. Az atvezetd
kapillaris (transfer line) hdmérsékletét 280 °C-ra allitottuk be.

A DB-225MS oszlop esetében az oszlop hdmérsékletét kezdetben 50 °C-on tartottuk 2
percig, majd 170 °C-ra emeltiik 10 °C/perc sebességgel, és ezen a hdmérsekleten tartottuk 2
percig, majd 190 °C-ra emeltiik 2,5 °C/perc sebességgel, és ezen a hdmérsékleten tartottuk 5
percig, majd 220 °C-ra emeltiik 5 °C/perc sebességgel és ezen a hdmérsékleten tartottuk 2
percig, majd 230 °C-ra emeltiik 10 °C/perc sebességgel, €s a végsd hdmérsékleten tartottuk 8
percig. Az atvezetd kapillaris hodmérsékletét 230 °C-ra allitottuk be.

Az SLB-IL111 oszlop esetében az oszlop homérsékletét kezdetben 40 °C-on tartottuk 4
percig, majd 220 °C-ra emeltiik 4,5 °C/perc sebességgel, ezt kovetden 260 °C-ra emeltiik 20

°C/perc sebességgel, €s a végsd hOmérsékleten tartottuk 1 percig. Az atvezetd kapillaris
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homérsekletét 260 °C-ra allitottuk be. Az adatok elemzését a GC/MSD CHEMSTATION
(D.03.01 verzio, Agilent) szoftverrel végeztiik. A zsirsavak azonositasa a keverékekben
mutatott relativ koncentraciojuk, valamint az MS konyvtar segitségével tortént (AMDIS 2.64

verzid, NIST; Freeware; (chemdata.nist.gov)).

4.2.3 Validalasi eljaras

Az optimalis koriilmények elérése érdekében a harom oszlopon végzett GC-MS kisérleteket
szisztematikusan tanulmanyoztuk. A két FAME standard keveréket ugy vizsgaltuk, hogy
kiilonbozo kisérleti elrendezésekben mindkét standard-del legalabb harom elemzést végezziink.
A keverékekbol 6t-6t koncentracidbol alldé oldatsorozatot készitettiink n-hexanban, a GLC-674
esetében 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 és 1 mg/ml, a CRM47791 keverékre vonatkozoan pedig 0,008;
0,02; 0,04; 0,06 ¢és 0,08 mg/ml koncentracidkban. A kapott eredményekbdl meghataroztuk a
valaszjel linearitasat, a kimutatdsi (LOD) ¢és meghatdrozasi (LOQ) hatart, a
rendszeralkalmassagot, a napon beliili és napok kozotti ismételhetdséget, valamint a
pontossagot. A kalibracidos gorbéket hdrom (n = 3), azonos koriilmények kozott végrehajtott
parhuzamos mérés eredményeibdl hataroztuk meg. Az LOD ¢és LOQ értékeket a (Dodds,
McCoy, Rea, & Kennish, 2005.)-ben leirtak szerint szamitottuk. A kromatografias modszerek
validalasara a (Taverniers, de Loose, & van Bockstaele, 2004.)-ban talalhatd iranyelveket
alkalmaztuk. A rendszeralkalmassagot a hét (n = 7), azonos koriilmények kozott, egy napon
beliil végzett vizsgalatbol kapott retencios id6 és koncentracio relativ hiba (RSD) értékeivel
fejeztiik ki. A rendszeralkalmassag altalanos kritériumaként a retencids id6 esetén az RSD <
2%, a koncentraciora vonatkozoan az RSD < 10% feltételt alkalmaztuk. A modszerek
precizitdsat napon beliili és napok kozotti kisérletekkel is ellendriztilk. A napon beliili
ismételhetdséget minden minta harom (n = 3), azonos koriilmények kozott, egy napon beliil
végzett parhuzamos mérésébdl szamitottuk, a napok kozotti ismételhetdséget pedig minden
minta hdrom (n = 3) parhuzamos elemz¢ésébdl kaptuk, amelyet harom egymast kovetd napon
ismételtiink meg (n = 9). A napon beliili és a napok kozotti ismételhetdség altalanos
kritériumaként az RSD < 10% feltételt alkalmaztuk. Az ismételhetdség atlagértékeit RSD-
értékekkel fejeztiik ki. Az atlagos pontossag altalanos kritériumaként azt a feltételt vettiik

alapul, hogy az RSD-értékek 80 és 120% kozott legyenek.
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4.2.4 Molekulamodellezés

Az 1,5-di-(2,3-dimetil-imidazélium)pentan bisz-((trifluorometil)szulfonil)imid ionfolyadék
¢s a linolsav-metil-észter geometriai izomerjei (C18:2n-6tt, C18:2n-6tc, C18:2n-6¢t és C18:2n-
6¢cc) kozotti kdlcsonhatasok bemutatdsara a két molekula egymashoz viszonyitott lehetséges
pozicidit a HyperChem 7.51 szoftverrel (HyperChem™ Professional 7.51, Hypercube, Inc.,
1115 NW 4th Street, Gainesville, USA) hataroztuk meg. A molekuldk geometriai
optimalizalasa a legalacsonyabb energidju struktirakat, azaz a kémiai szerkezet legstabilabb
formait jeleniti meg. Kezdeti lépésként az ionfolyadék ¢és az adott geometriai izomer
molekulamodelljét egyenként Iétrehoztuk, majd az MM+ molekula mechanikai erdtér
modszerével optimalizaltuk (Allinger, 1997.). A molekularis rendszerek létrehozasa utan a két

molekula egymdashoz viszonyitott helyzetét azonos MM+ modszerrel optimalizaltuk.

4.3 A tenyésztési koriilmények hatdsanak vizsgéalata baktériumok és bakterialis

endotoxinok zsirsavisszetételére gdzkromatografids-tomegspektrometrias modszerrel

4.3.1 Felhasznalt anyagok

A GC-MS elemzésekhez egy 26 darab, C11-C20 lanchosszisagu, telitett, telitetlen, eldgazé
lanc, hidroxi-, és ciklopropan gytir(it tartalmazo zsirsav-metil-észter keveréket (Bacterial Acid
Methyl Ester (BAME) CP Mix, Matreya LLC., State College, PA, USA) alkalmaztunk. A
komponensek listaja a gyartd leirasaban talalhat6 (Matreya LLC). A vasarolt 10 mg/ml
koncentracidoju metil-kaproatos torzsoldatot n-hexannal tizszeresére higitottuk. A zsirsavak
azonositasdhoz a GLC-463 referencia standard-et (Nu-Chek-Prep Inc., Elysian, MN, USA) is
felhasznaltuk. Az oldatokat —20 °C-on taroltuk. A GC mindségli oldoszereket, azaz n-hexant,
acetont, piridint €s ecetsavanhidridet a Merck Chemical Co-t61 (Merck, KGaA, Darmstadt,

Németorszag) vasaroltuk.

4.3.2 Felhasznalt bakteriumtorzsek

A kisérletek sordn a Pseudomonas aeruginosa PAO1 (PSAE PAO1), Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 (PSAE ATCC 27853), Pseudomonas putida (P. Putida) és

Pseudomonas aeruginosa polirezisztens (PSAE PR) baktériumokat hasznaltunk. A
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baktériumok a Pécsi Tudoméanyegyetem Orvosi Mikrobiologia és Immunitastani Intézet sajat

telepgylijteményérdl szarmaznak.

4.3.3 Baktériumtenyésztés

Az altalunk vizsgalt torzseket Miiller-Hinton agarra (Oxoid Ltd., Basingstoke, UK) és 5%-
os birkavér agar taptalajra szélesztettiik, majd legaldbb 1 napig inkubaltuk 25 °C, 37 °C ¢és 42
°C hémérsékleteken. A baktériumtorzsek zsirsavosszetételét 1, 3 és 5 napos inkubaciot
kovetden hataroztuk meg. A torzsek antimikrobialis érzékenységét korongdiffuizios modszerrel
hataroztuk meg, amelyhez az Oxoid Ltd. (Basingstoke, Egyesiilt Kirdlysag) termékét
hasznaltuk, és maradéktalanul betartottuk a cég altal javasolt protokollt. A Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 érzékeny volt a ciprofloxacinra, a ceftazidimre és az imipenem —
cilasztatinra, a Pseudomonas aeruginosa polirezisztens pedig szintén ezekkel az

antimikrobialis szerekkel szemben mutatott rezisztenciat.

4.3.4 Endotoxinok kinyerése

Vizsgalataink sordn a 25 °C-on, 37 °C-on ¢€s 42 °C-on tenyésztett Pseudomonas aeruginosa
PAO1 baktériumokbol kivont endotoxinokat elemeztiik. A tenyésztést kovetden a
baktériumokat 5000 g-vel centrifugaltuk 10 percig 4 °C-on. Az iiledékeket kétszer mostuk 4
°C-on fizioldgias sooldattal (500 ml), és acetonban széritottuk. Az LPS-eket forr6é fenol-viz
extrakcios modszerrel izolaltuk (Westphal & Jann, 1965.). A lipopoliszacharidokat dializissel
és ultracentrifugaléssal tisztitottuk 4 °C-on haromszor 100 000 g-vel négy oran keresztiil, majd

liofilizaltuk.

4.3.5 Szarmazékképzési eljaras

A zsirsav-metil-észterek baktériumokbol €s endotoxinokbol torténd preparalasat a Sharmili
¢s munkatarsai altal kidolgozott metil-észter modszer (As & Ramasamy, 2016.), valamint a
bakterialis eredetli zsirsavak gazkromatografias vizsgalatara altalanosan alkalmazott MIDI
protokoll (Sasser, 1990.) felhasznalasaval végeztiik. A baktériumtenyészetek izolalt telepeinek

egy kacsnyl mennyiségét elsé lépésben 1 ml 3,75 M-os NaOH ¢és 50%-o0s vizes metanolos
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oldatban 100 °C-on 30 percig elszappanositottuk, majd mieldbb szobahdmérsékletre hiitottiik.
Ezt kovetden a szabad zsirsavakat metilalassal metil-észter-szarmazékokka alakitottuk 2,0 ml
3,25 M-os HCl-os metanolos oldatban 80 °C-on 10 percig, majd gyorsan lehiitottiik
szobahdmérsékletre. A zsirsav-metil-észtereket a vizes fazisbol 1,25 ml hexan és metil-tercier-
butil-éter elegyével (l:1 v:v) razétermosztatban 10 percig extrahdltuk, a megsavanyitott also
fazist kiontottiilk, majd az extraktumot mostuk €s semlegesitettiik 3,0 ml 0,3 M-os NaOH-
oldattal 5 percig rdzotermosztatban, végiil centrifugaltuk 2000 x g fordulaton 5 percig. Az igy
kapott felsd szerves fazis volt a végsd zsirsav-metil-észter extraktum. A hidroxi-zsirsavak
ionfolyadék-alapu oszlopon vald kimutathatésaga érdekében a kapott extraktumon az analizis
elott acetilezést végeztiink (de Santana-Filho, és mtsai.,, 2012.). Azaz, a hexdnos fazist
nitrogéndrammal beparoltuk, majd piridin (100 pl) és ecetsavanhidrid (100 pl) keverékével 100
°C-on 1 orat inkubaltuk. A kapott reakcidelegyet nitrogéndram alatt Gjra beparoltuk, majd

crcr

20 °C-on taroltuk.

4.3.6 GC-MS elemzés

A zsirsav-metil-észter komponensek elemzésére GC-MS késziiléket (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany) hasznéltunk, amely egy gazkromatografbol (6890N) és egy quadrupole
tomegspektrométerbél (5975) allt. A kromatograf és a detektor mérési koriilményei a
kovetkezdk voltak: hélium vivogaz aramlasi sebessége: 1,5 ml/perc; befecskendezési mod:
splitless; az injektor, az ionforrds és a kvadrupol tomeganalizator és az atvezetd kapillaris
hémérséklete 250 °C, 230 °C, 150 °C ¢és 260 °C. Az injektalt minta mennyiség 1 pl, automata
mintavevl alkalmazédsaval. A tomegspektrométert elektroniitkoztetéses ionizacid (EI)
iizemmodban, 70 eV ionizacids energia alkalmazasa mellett hasznaltuk, valamint a pasztazott
tomegtartomany 50-400 amu volt. A vizsgalatokhoz a rendkiviil magas polaritasta 1,5-di-(2,3-
dimetil-imidazolium)pentan bisz-((trifluorometil)szulfonil)imid fazisosszetételi SLB-IL111
oszlopot (hosszsag: 60 m; belsé atmérd: 0,25 mm; filmvastagsag: 0,20 um; Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) hasznaltunk. Az elsd haszndlat el6tt az oszlopot a gyari ajanlasok szerint
kondicionaltuk, azaz a hdmérsékletet 24 °C-r61 200 °C-ra emeltiik 15 °C/perc sebességgel, és
ezen a hdmérsékleten tartottuk 30 percig, majd 20 °C/perc sebességgel a legmagasabb ajanlott
értéknél 10 °C-kal alacsonyabb hdmérsékletre emeltiik, és ezen a hdmérsékleten 120 percig

tartjuk.
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A megfeleld elvalasztdsi modszer megtalalasdhoz a korabbi munkénkban, a valtozatos
szénatomszamu ¢&s telitettségli zsirsav-metil-észterek elvalasztasara és a kiilonbozo allotazist
GC-oszlopok tesztelésére alkalmazott modszer (4.2.2 GC-MS elemzés fejezet) szolgalt alapul,
amit az alabbiak szerint mddositottuk: kezdetben az oszlop homérsékletét 50 °C-ra emeltiik,
amelyen 0 percig tartottuk, majd 4,5 °C/perc sebességgel 220 °C-ra emeltiik, és ezen a
hémérsékleten tartottuk 1 percig, ezt kovetden 50 °C/perc sebességgel 260 °C-ra emeltiik, és
ezen a veégsO homérsékleten tartottuk 2 percig. Az adatok elemzését a GC/MSD
CHEMSTATION (D.03.01 verzio, Agilent) szoftverrel végeztiik. A zsirsavak azonositasa a
retencios 1dok, a keverékekben mutatott relativ koncentracidjuk, valamint az MS konyvtar

segitségével tortént (AMDIS 2.64 verzid, NIST; Freeware; (chemdata.nist.gov)).

4.3.7 Validalasi eljaras

A kidolgozott GC-MS modszert a kromatografids modszerek validalasara vonatkozo
iranyelvek (Taverniers, de Loose, & van Bockstaele, 2004.) szerint validaltuk, és a validalasi
paraméterek elfogadasi kritériumait a nemzetkozi ajanlasok (FDA Laboratory Manual Volume
II: Methods, Method Verification and Validation.), valamint Karnes és March munkéja (Karnes
& March, 1993.) alapjan hataroztuk meg. Az acetilezett BAME CP Mix standard keverékbdl
egy Ot koncentraciobol allo oldatsorozatot (0,1; 0,25; 0,5; 0,75 és 1 mg/ml acetonban)
készitettiink. Minden mintat legaldbb haromszor analizaltunk azonos koriilmények kozott. A
kapott eredményekbdl meghatdroztuk a vélaszjel linearitasat, a kimutatasi ¢s meghatarozasi
hatart, a rendszeralkalmassagot, a napon beliili €s napok kozotti ismételhetdséget, valamint a
pontossagot. A kalibracidos gorbéket harom (n = 3), azonos koriilmények kozott végrehajtott
parhuzamos mérés eredményeibdl hataroztuk meg. A LOD ¢és a LOQ értékeket a (Dodds,
McCoy, Rea, & Kennish, 2005.)-ban leirtak szerint szdmitottuk. A rendszeralkalmassagot a hét
(n=7), azonos koriilmények kozott, egy napon beliil végzett vizsgalatbol kapott retencios ido
¢s koncentracio relativ hiba (RSD) értékeivel fejeztiik ki. A rendszeralkalmassag altalanos
kritériumaként a retencios ido esetén a RSD < 2%, a koncentracidéra vonatkozoéan a RSD < 10%
feltételt alkalmaztuk. A modszerek precizitasat napon beliili és napok kozotti kisérletekkel is
ellendriztiik. A napon beliili ismételhetdséget minden minta hdrom (n = 3), azonos koriilmények
kozott, egy napon beliill végzett parhuzamos analizisébdl szdmitottuk, a napok kozotti
ismételhetdséget pedig minden minta harom (n = 3) parhuzamos elemz¢ésébdl kaptuk, amelyet

harom egymast kdvetd napon ismételtiink meg (n = 9). A napon beliili és a napok kozotti
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ismételhetdség altalanos kritériumaként az RSD < 10% feltételt alkalmaztuk. Az ismételhetdség
atlagértékeit RSD-értékekkel fejeztiik ki. Az atlagos pontossag altalanos kritériumaként azt a
feltételt vettiik alapul, hogy az RSD-értékek 80 és 120% kozott legyenek.

4.3.8 Statisztikai elemzés

A retencios 1d6, az idovel korrigalt csucs alatti teriilet €s a cstcs alatti teriiletszazalék
értékeket az SPSS 28.0 statisztikai szoftverrel dolgoztuk fel. Tobbutas varianciaanalizist
(MANOVA) végeziink a fliggetlen valtozok fiiggd valtozokra gyakorolt lehetséges szignifikans
hatasanak meghatarozasara. Filiggetlen valtozonak a tenyésztési hdmérsékletet (25; 37; 42 °C),
a taptalaj tipusat (agar, véres agar) €s a tenyésztési 1dot (1, 3, 5 nap) vettiik. Wilks-féle lambda
indexet szamitottunk, hogy meghatarozzuk a tenyésztési feltételek lehetséges szignifikans
hatasat a retencios iddre, az iddvel korrigdlt teriiletre €s a zsirsavkomponensek cstcs alatti
teriiletszazalékara vonatkozdéan. A csoportok (tenyésztési homérséklet; tenyésztési 1do)
0sszehasonlitasira ANOVA elemzést hasznaltunk. A dontési szintet az o = 0,05 estén
hataroztuk meg, és a statisztikai elemzések soran az eredményeket p < 0,05 teljestilése esetében

tekintettiik szignifikdnsnak.
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5 Eredmények

5.1 Imidazolium-alapt ionfolyadékok alkalmazasa fehérjék elvalasztasara kapillaris

zOnaelektroforézis modszerrel

5.1.1 Modell fehérjék elvailasztasa ionfolyadékok jelenlétében

A kutatds soran egy ot fehérjét [citokrom c (pl: 10,2), csirke tojastfehérjébdl szarmazd
lizozim (p/: 11,35), mioglobin (p/: 6,97), tripszin (pl: 10,5) és apo-transzferrin (pl: 6,1)]
tartalmazo standard keverék kapillaris zonaelektroforézis vizsgalatat végeztiikk el bevonat
nélkiili és bevonattal rendelkez6 kapillarisok felhasznalasaval (Mezd, Pager, Makszin, & Kilar,
2020.). A kapillarisok belsé falanak modositdsdhoz 1,3-dialkilimidazolium kation-alapu
elegyeit hasznaltuk. A zonaelektroforézis kisérletek soran foszfatpuffert, illetve ionfolyadékok
vizes elegyeit alkalmaztuk pufferoldatként, ¢s megvizsgaltuk a kiilonféle kisérleti paraméterek
hatasat az elvalasztasra.

Kezdetben a kisérleteket bevonat nélkiili kapillarisokban végeztiik, amelyhez 40 mM
koncentracidju foszfatpuftert (pH 2,2) hasznaltunk. A fehérjekeverék elektroferogramja az Sa
abran lathat6, ahol az abszorbanciat (fényelnyelést) a migracios 1d6 fliggvényében dbrazoltuk.
Az alkalmazott kisérleti koriilmények kozott a vizsgalt fehérjék pozitiv toltéstiek voltak és a
bevonat nélkiili kapillarisban az alapvonal szerinti elvéalasztiasuk nem valdsult meg. Az
elvalasztas soran a fehérjék toltés/méret aranya alapjan a cyt c, lys, myo, try €s apo-tf migracios

sorrend alakult ki.
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5. abra Az 5 fehérjét tartalmazo standard keverék elvalasztdsa kapillaris zonaelektroforézis
modszerrel (a, b) foszfatpufter, valamint (c) [bmim][BF4] €s (d) [emim][BF4] ionfolyadék-viz
elegyet tartalmazo pufferoldat alkalmazasaval. A kapillarisokat (a) bevonat nélkiili allapotban,
tovabba (b, ¢) [bmim][BF4] és (d) [emim][BF4] ionfolyadék-viz eleggyel 1étrehozott bevonattal
hasznaltuk. A cstcsok sorszdmai a kovetkezoket jelolik: (1) citokrom c, (2) lizozim, (3)
mioglobin, (4) tripszin és (5) apo-transzferrin. A szomszédos csucsok felbontasai a kovetkezok:
(c)R13=15,29; R32=3,43; R, 4=16,78; R4 5=3,1; (d) Ri3=12,59; R3 2= 3,82; R2 4= 12,53;
R4-5=2,31. Kisérleti koriilmények: a foszfat puffer koncentracidja: 40 mM; az ionfolyadékok
koncentracidja: 100 mM; pH = 2,2; fehérjék koncentracioja: 1 mg/ml; kapillaris: 51 cm (42,5
cm a detektorig) x 50 um belsd atmérd; mintak injektalasa: 50 mbar 5 masodpercig; alkalmazott

fesziiltség: +18 kV; homérséklet: 20 °C; UV-detektalas 200 nm-en.

ionfolyadék-viz elegyeket alkalmaztunk a kapillarisok kondiciondldsa sordn, valamint
pufferoldatként. Amikor az ionfolyadék tartalma torzsoldatot (400 mM) desztillalt vizzel
elkészitettiik, €s a torzsoldatot kdzvetleniil ezutan a megfeleld koncentraciora higitottuk, az igy
kapott pufferrel nem sikeriilt megvaldsitani az elvalasztast. A tdrzsoldat 10 napos
szobahOmérsékleten torténd taroldsa utani higitasaval kapott pufferrel viszont sikeriilt

megvalositani az elvalasztdsokat. A torzsoldat tarolasa sordan a pH valtozasat is tapasztaltuk. A

crocr
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folyamatosan csokkent, 10 nap eltelte utan stabilizalodott, és 1,52 pH értékre allt be (1.
tablazat). Eltérést tapasztaltunk a csokkenés tendencidjdban a torzsoldat szobahdmérsékleten,
illetve hiitdben torténd tarolasa soran. Hiitdben valo tarolassal jelentdsen lassabb volt a pH
csokkenése, azaz az oldat megfeleld allapotanak elérése, amikor alkalmas lett a fehérjék

elvalasztasara.

crocr

a szobahdmeérsékleten torténd tarolas idotartamanak fliggvényében

Napok szama pH
Friss oldat 2,80
2 nap 2,10
5 nap 2,04
7 nap 1,95
10 nap 1,52

A torzsoldat 10 napos szobahdmérsékleten torténd tarolasa utdn a kiilonb6z6 koncentraciora
felhigitott oldatok pH értékei az ionfolyadék koncentracio fiiggvényében a kdvetkezdk szerint
valtoztak: pH = 2,7 £ 0,2 a 25 mM-os oldatban; pH = 2,5 + 0,2 az 50 mM-os oldatban; pH =
2,3 £0,2 a 75 mM-os oldatban; pH = 2,2 £ 0,2 a 100 mM-os oldatban, pH = 2,1 £ 0,2 a 125
mM-os oldatban és pH = 1,5 = 0,2 a 400 mM-os oldatban, mindkét ionfolyadék tipusra

vonatkozdan.

A kapillarisokat ezen elegyekkel atoblitve a kapillarisok feliiletén stabil bevonatot kaptunk.
Az Sb abra a 100 mM koncentraci6ja [bmim][BF4] ionfolyadék vizes elegyével bevont
kapillarisban val6 elvalasztast mutatja, 40 mM foszfatpufter (pH 2,2) alkalmazédsaval. Ebben
az esetben a fehérjék elvalasztasa eltérd migracios sorrendet €s valamivel jobb felbontast
mutatott. Az Sc¢ és d abran az ionfolyadék—viz elegyekkel (100 mM [bmim][BF4] és 100 mM
[emim][BF4] pH 2,2) bevont kapillarisok hasznalataval, és ugyanazon ionfolyadék—viz elegyek
pufferként torténd alkalmazasdval kapott elektroferogramok lathatok. Ilyen kisérleti
koriilmények kozott lényegesen nagyobb felbontdst és keskenyebb csucsalakot kaptunk,
valamint megfigyelhetd volt a korabbiaktol eltérd migracios sorrend kialakuldsa is. Az
imidazo6lium-alapu ionfolyadékok puffer komponensként valo alkalmazasaval tehat a vizsgalt
fehérjék hatékony elvéalasztdsa valosult meg, ellentétben az elektroforetikus elvalasztasokhoz

altalanosan hasznalt foszfatpufterrel.
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A legalabb harom parhuzamos mérés alapjan a fehérjék migracids idejének relativ hiba
(RDS) értekei 2,5-7,5% (futtatasrol futtatasra), 3,7-7,2% (naprol napra) €s 1,0-9,1% (honaprol
honapra) kozott alakultak az [emim][BF4] esetében minden koncentraciot figyelembe véve. A
[bmim][BF4] megfeleld értékei a 2,6-8,9% (futtatasrol futtatasra), 3,5-6,5% (naprol napra) és
1,1-9,2% (hénaprdl honapra).

A 6. abra a fehérjék migracids idejének fliggését mutatja az alkalmazott fesziiltségtol a két
ionfolyadék két koncentracidja esetén (50 és 100 mM). A fesziiltség novelésével a migracios

1d6 nem lineérisan, hanem exponencialisan csokkent.
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6. abra A vizsgalt fehérjék migracios idejének fliggése az alkalmazott fesziiltségtol kapillaris
zonaelektroforézis kisérletekben (a, b) [emim][BF4], (¢, d) [bmim][BF4] ionfolyadék-viz
elegyek alkalmazasdval pufferoldatként, valamint a kapillaris bevonasara. Az ionfolyadékok
koncentracidja (a, ¢) 50 mM és (b, d) 100 mM volt. A tovabbi kisérleti koriilményt az 5. abra

jelmagyarézata tartalmazza.

Ismert, hogy az ionfolyadék koncentraci6 befolydsolja az imidazolium kationok
boritottsdgat a kapillaris belsé falan (Jiang, Wang, & Lv, 2006.). Ennek megfelelden
megvizsgaltuk a pufferkoncentracid hatasat az elvalasztasra. A 7. abra azt mutatja, hogy az

ionfolyadék koncentracio novelésével, a fehérjék migracios sebessége csokkent.
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7. abra A vizsgalt fehérjék migracids idejének fliggése az ionfolyadék koncentraciojatol
kapillaris zoénaelektroforézis kisérletekben (a) [emim][BF4], (b) [bmim][BF4] ionfolyadék-viz
elegyek alkalmazasaval pufferoldatként, valamint a kapillaris bevonasara. A tovabbi kisérleti

koriilményt az 5. abra jelmagyarazata tartalmazza.

A kapillaris hossz elvalasztasra gyakorolt hatasanak tanulmanyozasa soran azt talaltuk, hogy
azonos fesziiltség (18 kV) alkalmazasa mellett, azaz a térerdsség kortlbeliil 2-szeres
csokkentésével (a kapillaris hosszat 51-r61 96 cm-re valtoztatva), a migracios 1dok kortilbeliil

5-szorosére novekedtek (8. abra).
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8. abra A vizsgalt fehérjék migracios idejének fliggése a kapillaris hosszatol (51; 63,5; 80,5;
¢s 96,5 cm) kapillaris zénaelektroforézis kisérletben 50 mM koncentracidju [bmim][BF4]
ionfolyadék-viz elegyet alkalmazva pufferoldatként, valamint a kapillaris bevonasara. A

tovabbi kisérleti koriilményt az 5. abra jelmagyarazata tartalmazza.
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5.1.2 EOF kiséerletek

Az EOF vizsgalata sordn kiilonboz6 pufferoldatok alkalmazésa mellett mintaként acetont
injektaltunk. A foszfatpuffer (pH 2,2) bevonat nélkiili kapillarisban torténd hasznalata esetén,
a vizsgalt 1 6ras idétartamon beliil sem pozitiv, sem negativ polaritds mellett nem jelent meg
az aceton csucsa. Ezzel ellentétben az ionfolyadék-viz elegyek pufferoldatként vald
alkalmazasaval a megfeleld eleggyel bevont kapillarisokban, negativ polaritds mellett az

acetonzona jelentds mobilitast mutatott és anod irdnyt EOF alakult ki.

5.1.3 Statisztikai elemzés

A kisérletek soran rogzitett adatokat, valamint a kisérleti paramétereket tartalmazo adatbazis
alapjan kiilonb6z6 varianciaanalizis (ANOVA) eljarasokat végeztiink annak érdekében, hogy
feltarjuk a valtozok kozotti osszefliggéseket. A fliggetlen valtozok kiilonféle kombinaciojaval
harom- ¢s kétutas ANOV A elemzéseket hajtottunk végre. TObbutas varianciaanalizis elemzést
(MANOVA) végeztiink, hogy meghatarozzuk a fliggetlen valtozok, mint az ionfolyadék tipus
([bmim][BF4] és [emim][BF4]), az alkalmazott fesziiltség (10, 15, 18 és 20 kV), valamint az
ionfolyadék koncentracid (50 és 100 mM) esetleges szignifikans hatasat a fliggd valtozokra,
ugymint a migracios idore, az iddvel korrigalt cstcs alatti teriiletre €s a felbontasra. A 2.
tablazat a vizsgalt 6t fehérje adatainak MANOV A elemzését foglalja 6ssze.

Az analizis alapjan a kdvetkez0 megallapitasokat tehetjiik: a MANOVA elemzés kimutatta
a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket az alkalmazott két ionfolyadék tipus kozott: F(3, 8)
=387,198, p <0,001, Wilks' A = 0,007, parcialis 2 = 0,993. A haromutas ANOV A eredménye
szerint az ionfolyadék tipus % ionfolyadék koncentracio % alkalmazott fesziiltség valtozok
egylittese szignifikdns hatast gyakoroltak a migrdcios idore (F(3) =5,712; p = 0,015; parcialis
n2 =0,631) és a csucsteriiletre (F(3) = 1476,28; p < 0,001; parcidlis n2 = 0,998), a felbontassal
azonban nem lépett fel szignifikans kdlcsonhatas (F(3) =0,162; p =0,919; parcialisn2 = 0,046).
A kétutas ANOVA azt mutatta, hogy az ionfolyadék tipus % alkalmazott fesziiltség valtozok
egyiittesen statisztikailag szignifikans kdlcsonhatast gyakoroltak a csucsteriiletre vonatkozoan,
de nem mutattak szignifikdns kolcsonhatast a migracios ido és a felbontas tekintetében.
Hasonloképpen, az ionfolyadék tipus > ionfolyadék koncentrdcio valtozok statisztikailag
szignifikdns hatassal voltak a migrdcios idore és a csucsteriiletre, de nem volt szignifikans

kolcsonhatés a felbontdsra vonatkozoan.
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2. tablazat A tobbutas varianciaanalizis elemzések (MANOVA) 6sszefoglalasa

Fiiggetlen Fiiggo F érték df P érték parcialis n2
valtozok valtozok
Ionfolyadék  Migracids 8,703 1 0,015 0,465
tipus (A) 1d6 (perc)

Id6vel 1075 1 <0,001 0,991

korrigalt

teriilet

Felbontas 4,545 1 0,059 0,312
Alkalmazott Migracios 9854 3 < 0,001 1,000
fesziiltség 1d6 (perc)
(B) Id6vel 1154 3 <0,001 0,997

korrigalt

teriilet

Felbontas 1,359 3 0,311 0,290
Ionfolyadék  Migracids 10392 1 <0,001 0,999
koncentracié 1d0 (perc)
© Id6vel 8308 1 <0,001 0,304

korrigalt

teriilet

Felbontas 21,38 1 0,001 0,681
AB Migracios 1,550 3 0,262 0,317

1d6 (perc)

Id6vel 1532 3 <0,001 0,998

korrigalt

teriilet

Felbontas 0,242 3 0,865 0,068
AC Migracios 132,9 1 <0,001 0,930

1d6 (perc)

Id6vel 1232 1 <0,001 0,992

korrigalt

teriilet

Felbontas 1,193 1 0,300 0,107
BC Migracios 700,9 3 <0,001 0,995

1d6 (perc)

Id6vel 1094 3 <0,001 0,997

korrigalt

teriilet

Felbontas 0,579 3 0,642 0,148
ABC Migracios 5,712 3 0,015 0,631

1d6 (perc)

Id6vel 1476 3 <0,001 0,998

korrigalt

teriilet

Felbontas 0,162 3 0,919 0,046

A vastagon szedett p értékeknek megfeleld eredmények statisztikailag szignifikansnak tekinthetok.
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Az alkalmaczott fesziiltség * ionfolyadék koncentracio valtozok statisztikailag szignifikéns
kolcsonhatast mutattak a migrdcios ido €s a csucsteriilet tekintetében, de nem alakult ki
szignifikans hatas a felbontdsra vonatkozoan. Ezenfeliil az egyutas ANOV A kimutatta, hogy
az ionfolyadék tipus statisztikailag szignifikdns hatast gyakorolt a migrdcios idore és a
csucsteriiletre, az alkalmazott fesziiltség szignifikdns hatassal volt a migrdcios idore és a
csucsteriiletre, valamint az ionfolyadék koncentracio statisztikailag szignifikdns hatast

gyakorolt a migracios idore, a csucsteriiletre €s a felbontasra 1s.

5.1.4 Valos mintak elvalasztasa kapillaris zonaelektroforézis modszerrel

A kidolgozott modszer gyakorlati alkalmazhatdsagat valos mintdk fehérjedsszetételének
meghatarozasaval teszteltiik. Vizsgéalatainkhoz olyan valoés mintékat valasztottunk, amelyek a
korabban vizsgalt fehérje standard-ek valamelyikét tartalmazzdk. A 9. abra a csirke
tojasfehérje- €s a huméan konnyminték elektroferogramjait mutatja be [bmim][BF4] ionfolyadék

alkalmazasaval puffer komponensként, illetve a kapillarisok bevonasara.
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9. abra A tojasfehérje ¢s a human konnyminta kapillaris zonaelektroforézis elvalasztasa. A
kapillaris bevonaséara, valamint pufferoldatként 100 mM koncentracioji [bmim][BF4]-viz
elegyet hasznaltunk. (a) A vizben oldott liofilizalt tojasfehérje elektroferogramja (fekete),
valamint a mintdhoz hozzdadott csirke tojasfehérje eredetli lizozim és ovalbumin (kék)
standard-del. A hozzdadott lizozim koncentracidja 0,5 mg/ml, a hozzaadott ovalbumin
koncentracidja 5,5 mg/ml volt. (b) A human eredetii konnyminta elektroferogramja (fekete),
valamint a mintdhoz hozzdadott human lizozim standard-del (kék). A hozziadott lizozim

koncentracidja 0,67 mg/ml volt. A tovabbi kisérleti kortilményt az 5. dbra jelmagyarazata

tartalmazza.
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A fehérjek azonositasa céljabol az ugynevezett ,,spiking” modszert alkalmaztuk, amely soran
a vizsgalandé minta ismert mennyiségéhez az elemzés targyat képezé komponens/eket standard
vegylilet formdjdban, ismert mennyiségben adtuk hozza. A valdodi biologiai mintak

elektroferogramjain a lizozim és ovalbumin komponensek j6 felbontasat tapasztaltuk.

A kalibracios gorbék adatainak felhasznédlasaval (3. tablazat) a mintak lizozim tartalma
meghatarozhat6 volt, igy megéllapitottuk, hogy a tojasfehérjében 0,100 (+ 0,01) mg/ml lizozim,
a human kénnymintaban 3,65 (+ 0,39) mg/ml lizozim talalhato. Az elektroforetikus futtatasok
21,77 (£ 0,15) pg/ml és 37,27 (£0,25) pg/ml LOD értékeket mutattak a csirke tojasfehérje,

illetve a human lizozimra vonatkozdan.

3. tablazat Kalibracios adatok a lizozim tartalom valos mintakban torténtd meghatarozasahoz

Linearitas
Vegyiilet Meredekség  Tengely- R?> Tartomany LOD LOQ
metszet (ug/ml)  (ug/ ml) (ug/ml)
Lys-human 205,06 -18,036 0,9974  250-2000 37,27 124,23
Lys-tojasfehérje 372,37 -13,825 0,9961 125-2000 21,77 72,57

Az adatpontok szama (n) a human lizozim esetében 5, a tojasfehérje eredetii lizozim esetében 6 volt. A
csucsteriiletek standard hiba értéke a human lizozimra vonatkozoan 22,01; a tojasfehérje eredetii lizozim esetén

24,35.
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5.2 Az ionfolyadék kolcsonhatds szerepe zsirsav-metil-észterek elvalasztasaban —

tobbszorosen telitetlen geometriai izomerek elvalasztasa GC-MS mddszerrel

5.2.1 A zsirsav-metil-észterek retencios viselkedése kiilonbozo polaritdsu

oszlopok alkalmazasaval

Hérom kiilonboz6 tulajdonsagu gazkromatografias oszlop, az apolaris HP-5MS (25 m), a
kozepes/nagy polaritasit DB-225MS (30 m) €s az extrém polaris, ionfolyadék-alapa SLB-IL111
(30 m) oszlop hatékonysagat vizsgaltuk meg zsirsav-metil-észterek elvalasztadsaban GC-MS
moddszerrel (Mezd, és mtsai., 2021.). A zsirsav-metil-észterek vizsgalatat az Anyagok és
modszerek részben (4.2 fejezet) leirtak szerint végeztiik. Két kiilonb6zd standard keveréket
(GLC-674 ¢s CRM47791) hasznaltunk, amelyek 52, illetve 4 zsirsav komponenst tartalmaztak.
Az elvalasztott komponenseket a keverékekben mutatott relativ koncentracidjuk ¢és a
tomegspektrumok alapjan azonositottuk. A csucsokat az apolaris tulajdonsagit HP-5MS oszlop
hasznalataval kapott elicios sorrend szerint jeloltiik. A két FAME keverék oOsszetevoinek

listajat a 4. és 5. tablazatok tartalmazzak.

4. tablazat A zsirsav-metil-észter komponensek retencios ideje a GLC-674 keverékben a
harom GC-oszlop optimalizalt elvalasztdsi moddszerével. Az optimalizalt kisérleti
koriilményeket a 4.2.2 GC-MS elemzés tejezetben részletezziik.

Vegyilet Szisztematikus név (Trivialis név) HP-SMS DB-225MS SLB-IL111

Cscs jel

azonosito (perc) (perc) (perc)
. butansav-metil-észter
C4:0 (methyl butyrate) n.d. n.d. n.d.
1 C6:0 hexansav-metil-észter 4,29 5.46 6.87
(methyl caproate)
) C8:0 oktansav-metil-észter 7,54 8.35 11,24
(methyl caprylate)
3 C10-0 dekansav-metil-észter 10,47 10,94 15.28
(methyl caprate)
4 C11:0 undekansav-metil-észter 11.81 12,12 17.12
(methyl undecanoate)
5 C12:0 dodekansav-metil-észter 13.07 13.24 18.83
(methyl laurate)
) tridekansav-metil-észter
6 C13:0 (methyl tridecanoate) 14,28 14,31 20,47
transz-9-tetradecénsav-metil-észter
7 Cld:In-5t (methyl 9-trans-myristelaidate) 15,53 15,88 23,00
8 Cl4:1n-5 cisz-9-tetradecénsav-metil-észter 15,53 16,04 23.42

(methyl 9-cis-myristoleat)
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tetradekansav-metil-észter

9 C14:0 (methyl myristate) 15,75 15,58 22,02
) transz-10-pentadecénsav-metil-észter
10 C15:In-5t (methyl 10-trans-pentadecenoate) 17,39 17,56 24,46
) cisz-10-pentadecénsav-metil-észter
1 C15:1n-5 (methyl 10-cis-pentadecenoate) 17,39 17,75 24.85
12 C15:0 pentadekansav-metil-észter 1764 17.19 23.49
(methyl pentadecanoate) ’ ’ ’
13 C16:1n-7 czsz-9-hexadecensay-metll-eszter 1991 1951 25.99
(methyl palmitoleate) ’ ’ ’
14 C16:1n-Tt transz-9-hexadecen§av-metll-eszter 19.32 1939 2569
(methyl palmitelaidate) ’ ’ ’
15 C16:0 hexadekansav-me}ﬂ-eszter 19.69 19.09 24.93
(methyl palmitate) ’ ’ ’
) cisz-10-heptadecénsav-metil-észter
16 C17:1n-7 methyl 10-heptadecenoate) 21,32 21,71 27,31
) transz-10-heptadecénsav-metil-észter
17 CI7:In-7t (methyl 10-trans-heptadecenoate) 21,46 21,59 27,05
) heptadekansav-metil-észter
18 C17:0 (methyl heptadecenoate) 21,86 21,24 26,27
19 C183n-6 cisz,cisz, ’czsz-6,9, 12-oktad§:katr1ensav- 73.05 2534 3076
metil-észter (methyl y-linolenate) ’ ’ i
cisz, cisz-9,12-oktadekadiénsav-metil-
20 C18:2n-6¢cc észter 23,57 24,87 29,86
(methyl linoleate)
11 C18:3n3 czsz,czs'z,c’zsz-9,12,15—0ktadekatr1ensav- 23.74 2601 31.38
metil-észter (methyl a-linolenate) ’ ’
2 C18:1n-9 cisz-9-oktadecénsav-metil-észter 23.87 23.91 28.41
(methyl oleate)
transz,transz-9,12-oktadekadiénsav-
23 C18:2n-6tt metil-észter 23,87 24,66 29,32
(methyl linoelaidate)
24 C18:1n-7 cisz-1 1-oktadec'ensav-metll-eszter 23.87 24.13 28.25
(methyl cis-vaccenate)
. transz-9-oktadecénsav-metil-észter
25 C18:1n-9t (methy] elaidate) 24,08 23,91 28,33
. transz-6-oktadecénsav-metil-észter
26 C18:1n-12t (methyl petroselaidate) 24,08 23,91 28,50
27 C18:1n-12 czsz-6-oktadecensav-metll-eszter 24,08 23.98 28,64
(methyl petroselinoate)
28 C18:1n-Tt transz-11-oktadecénsav-metil-észter 24,15 23.91 28.25
(methyl trans-vaccenate) ’
29 C18:0 oktadekansav-metil-észter 24.72 23.60 27.68
(methyl stearate)
30 C19:1n-12t transz-7-nonadecénsav-metil-észter 2723 26,54 29,50
(methyl 7-frans-nonadecenoate) ’
31 C19:1n-9t transz-10-nonadecénsav-metil-észter 2751 26.64 29.37
(methyl 10-trans-nonadecenoate) ’ ’ ’
cisz,cisz,cisz,cisz-5,8,11,14-
32 C20:4n-6 eikozatetraénsav-metil-észter (methyl 28,81 32,15 33,57
arachidonate)
cisz,cisz, cisz, cisz,cisz-5,8,11,14,17-
33 C20:5n-3 eikozapentaénsav-metil-észter 28,95 33,39 35,02

(methyl eicosapentaenoate, EPA)
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cisz,cisz,cisz-8,11,14-eikozatriénsav-

34 C20:3n-6 metil-észter (methyl dihomo-y linolenate)

29,39 31,93 33,03

cisz,cisz-11,14-eikozadiénsav-metil-
35 C20:2n-6 észter 30,00 31,47 32,16
(methyl 11,14-eicosadienoate)

cisz-11-eikozénsav-metil-észter

36 C20:1n-9 (methyl gondoate) 30,17 30,30 30,87
cisz, cisz,cisz-11,14,17-eikozatriénsav-
37 C20:3n-3 metil-észter (methyl 11,14,17- 30,17 32,77 33,57
eicosatrienoate)
38 C20:1n-9t transz-11-eikozénsav-metil-észter 30.38 30.22 30,76

(methyl 11-trans-eicosenoate)

) eikozansav-metil-észter
39 C20:0 (methy] arachidate) 30,92 29,79 30,11

40 C21:0 henelkozansav'-metll-eszter 33.21 32,77 31.23
(methyl heneicosanoate)

cisz,cisz, cisz, cisz, cisz-4,7,10,13,16-
41 C22:5n-6  dokozapentaénsav-metil-észter (osbond 33,21 37,31 36,22
acid methyl ester)

CiSz,CiSz,ClSz, CiSz,CisSzZ, ClSZ-
42 C22:6n-3 4,7,10,13,16,19-dokozahexaénsav-metil- 33,37 38,36 37,60
észter (methyl docosahexaenoate, DHA)

cisz,cisz,cisz,cisz-7,10,13,16-

43 C22:4n-6  dokozatetraénsav-metil-észter (methyl 33,58 37,13 35,82
adrenate)
cisz, cisz, cisz, cisz, cisz-7,10,13,16,19-
44 C22:5n-3 dokozapentaénsav-metil-észter 33,70 38,19 37,18

(methyl clupanodonat)

cisz, cisz-13,16-dokozadiénsav-metil-
45 C22:2n-6 észter 34,49 36,34 34,28
(methyl 13,16-docosadienoate)

46 C22:1n-9 cisz-13-dokozénsav-metil-észter 34,61 35.44 33.11
(methyl erucate)

transz-13-dokozénsav-metil-észter

47 C22:1n-9t (methy] brassidate) 34,76 35,37 32,96
. dokozansav-metil-észter

48 C22:0 (methyl behenate) 35,15 35,06 32,38

49 C23:0 trikozansav-metil-észter 36.94 37.41 33.46

(methyl tricosanoate)

50 C24:1n-9 cisz-15-tetrakozénsav-metil-észter 38.13 39,89 35.12
(methyl nervonate)

51 C24:0 tetrakozansay-metﬂ-eszter 38,57 39.45 34.43
(methyl lignocerate)

Az atfedé csucsok retencids idejének értékei félkovéren vannak szedve. A zsirsav-metil-észterek

cisz/transz izomerizacidjat a vegyiilet azonositoban is jeleztiik. n.d.: nem detektalhato.
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5. tablazat A zsirsav-metil-észter komponensek retencios ideje a CRM47791 keverékben a
harom GC-oszlop optimalizalt elvalasztdsi moddszerével. Az optimalizalt kisérleti

koriilményeket a 4.2.2 GC-MS elemzés fejezetben részletezziik.

HP- DB- SLB-
Szisztematikus név (Trivialis név) 5SMS 225MS IL111
(perc)  (perc) (perc)

23,56 24,81 29,77

Vegyiilet

Cscs jel .
azonosito

cisz, cisz-9,12-oktadekadiénsav-metil-észter
(methyl linoleate)
Y C18:2n-61t transz,transz-9,12-0ktqdekadiénsav-meti1-észter 2389 2464 2924
(methyl linoelaidate)
3’ C18:2n-6tc  transz,cisz-9,12- oktadekadiénsav-metil-észter 23,89 24,81 2948
4' C18:2n-6¢t  cisz,transz-9,12- oktadekadiénsav-metil-észter 24,02 2498 29,61
Az atfedé csucsok retencids idejének értékei félkovéren vannak szedve. A zsirsav-metil-észterek

1’ C18:2n-6¢¢c

cisz/transz izomerizacidjat a vegyiilet azonositoban is jeleztiik.

A 10. abra a FAME komponensek teljes ionkromatogramjait mutatja a GLC-674
keverékben, a harom GC-oszlopon analizélva. A csucsjelolések megtelelnek a 4. tablazatban

szereplokkel.
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10. abra A GLC-674 zsirsav-metil-észter keverék teljes ionkromatogramjai (a) HP-5MS, (b)
DB-225MS és (¢) SLB-IL111 gazkromatografias oszlop hasznalataval. A csucsok jelolései a 4.
tablazatban feltiintetett komponenseket mutatjak a HP-5MS oszlopon végzett elvalasztas soran
kapott retencids sorrend szerint. Az optimalizalt kisérleti korilményeket az Anyagok és
moddszerek részben (4.2.2 GC-MS elemzés fejezet) részletezziik. Az elvalasztés soran a teljes

FAME-koncentraci6 0,5 mg/ml volt.
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A 11. abra a CRM47791 keverék FAME komponenseinek teljes ionkromatogramjait
mutatja be a harom kiilonb6z6 oszlopon analizalva, ahol a csticsok jeldlései az 5. tablazatban

szereploknek felelnek meg.

a b ,
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11. abra A CRM47791 zsirsav-metil-észter keverék teljes ionkromatogramyjai (a) apolaris HP-
SMS oszlop, (b) kozepes/nagy polaritast DB-225MS oszlop és (c¢) rendkiviil polaris,
ionfolyadék-alapti SLB-IL111 oszlop hasznalatdval. A cstcsok jelolései az 5. tablazatban
felsorolt komponenseket mutatjak a HP-5MS oszlopon végzett elvalasztds soran kapott
retencios sorrend szerint. Az optimalizalt kisérleti koriilményeket az Anyagok €s mddszerek

részben részletezziik. Az elvalasztés soran a teljes FAME-koncentracio 80,6 pg/ml volt.

A harom oszlop alkalmazasaval jelentds kiilonbségeket figyeltiink meg a C4-C24 lanc
hosszusagih FAME komponensek retencios tulajdonsagaiban. A HP-5MS, azaz az apolaris
tulajdonsagt fenil-sziloxan oszlop hasznalataval 43 csucs jelent meg, lefedve a keverék 52

FAME komponensét. Kiemelendd, hogy a butansav-metil-észter (C4:0) minden oszlopon az
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oldoszerrel egylitt eludlodott (nem mutatva retenciot); igy nem szerepel a kromatogramokon.
Altalanossagban megfigyelhetd, hogy a HP-5MS oszlopon a telitett FAME-k a telitetlenek utan
elualodtak (10a abra); emellett a fransz-izomerek részleges elvalasztasat tapasztaltuk, mivel
ezen komponensek cstcsai atfedést mutattak a cisz-FAME izomerek cstcsaival. A retencids
1dok megnovekedtek azon FAME komponensek esetében, ahol a kettds kotés pozicidja a
zsirsavlanc CHs-csoportot tartalmazo végéhez kozelebb helyezkedett el; igy az (n-6)-FAME-
ek mindharom oszlopon az (n-3)-FAME-ek el6tt jelentek meg. Ezenkiviil a tobbszordsen
telitetlen FAME-k jellemzOen az egyszeresen telitetlen FAME-k eldtt eludlodtak. Ezen az
apolaris tulajdonsagu allofazison a komponensek szamos esetben atfedést mutattak. Példaként
két cstics harom-harom komponenst olelt fel, amikor a C18:1n-9 (22. komponens), a C18:2n-
6tt (23. komponens) és a C18:1n-7 (24. komponens) metil-észterek atfedték egymast, valamint
a C18:1n-9t (25. komponens), a C18:1n-12t (26. komponens) és a C18:1n-12 (27. komponens)
metil-észterek atfedték egymast (azaz egy csucsként eludlodtak). Négy esetben koeluciot
figyeltiink meg, ugymint a C20:1n-9 (36. komponens) atfedésben volt a C20:3n-3 metil-
¢észterrel (37. komponens), a C21:0 (40. komponens) pedig a C22:5n-6 metil-¢észterrel (41.
komponens). Az atfedd komponensek retencios idejét a 4. tablazat félkovéren szedve
tartalmazza.

A DB-225MS, azaz a kdzepes/nagy polaritasi cianopropil-sziloxan oszlop alkalmazasaval
47 csucs jelent meg a vizsgalandd 52 komponensre. A megfigyelések alapjan kijelenthetd, hogy
a telitett FAME-k a telitetlenek el6tt elualodtak (10b abra), valamint a cisz €s transz geometriai
izomerek tulnyomo tobbségében hatékony elvalasztas érhetd el. Mindazonaltal négy zsirsav-
metil-észter, a C18:1n-9 (22. komponens), a C18:1n-9t (25. komponens), a C18:1n-12t (26.
komponens) és a C18:1n-7t (28. komponens) atfedésben volt egymadssal, valamint a C20:3n-3
(37. komponens) atfedésben volt a C21:0 metil-észterrel (40. komponens).

A rendkiviil nagy polaritasu ionfolyadék-alaptt SLB-IL111 oszlop szintén mutatott atfedést
a retencios 1dok tekintetében, azonban ennek mértéke kisebb volt a korabbi eseteknél, itt
ugyanis 48 cstcs jelent meg a kromatogramon (10¢ abra). A tapasztalatok szerint a cisz-FAME
izomerek minden esetben a transz-izomerek utan elualédtak. Harom esetben figyeltiink meg
koeluciot, azaz a C18:1n-7 (24. komponens) és a C18:1n-7t (28. komponens) zsirsav-metil-
¢szterek egyiittesen jelentek meg; a C18:3n-6 (19. komponens) és a C20:1n-9t (38. komponens)
metil-észterek azonos retencids idovel rendelkeztek; és a C20:4n-6 (32. komponens) és a

C20:3n-3 (37. komponens) metil-észterek is egyiitt eludlodtak.
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A harom oszloppal végzett kisérleteket 6sszehasonlitva lathatd, hogy az SLB-IL111 ¢és DB-
225MS oszlopok elacios tulajdonsagai tobb hasonlosagot is mutattak. Emellett az SLB-IL111
oszlop hasznalataval csaknem teljes elvalasztast értiink el a C18 és C20 régidkban. (10¢ abra).

A tobbszordsen telitetlen C18:2 (metil-linoleat) geometriai izomerjeit minddssze az SLB-
IL111 oszlop alkalmazéasaval sikeriilt teljes mértékben elvalasztani egymastol (11c¢ abra), a
négy geometriai izomer alapvonal elvalasztasa nem volt lehetséges az altalunk még felhasznalt

két oszloppal (11a és b abra).

5.2.2 A kromatogramok értékelése

A 12. abra a CRM47791 keverék négy FAME komponensének kalibracios gorbéit mutatja
az SLB-IL111 oszlopon végzett elvalasztasok alapjan. A grafikonok tartalmazzak a gorbék
linearis illesztéseit, azok egyenleteit és a hozzajuk tartozé determinacios egyiitthatokat (R?).
Mind a GLC-674, mind a CRM47791 keverék elvalasztasanak validalasi adatait az alkalmazott
oszlopokon az M1. tablazat foglalja 6ssze (lasd Mellékletek). A kalibracios gorbék adatait az
adott mérési modszer validaciéjahoz hasznaltuk fel. Az R? értékek 0,91-nél, 0,98-nal és 0,96-
nal magasabb volt a HP-5MS, a DB-225MS és az SLB-IL111 oszlopokkal végzett elvalasztasok
esetén. A retenciods idot illetden a GLC-674 keverék rendszeralkalmassagi RSD-értékei a HP-
SMS oszlop esetében 0,00 ¢s 0,08% kozott, a DB-225MS esetében 0,00 és 0,04% kozott, mig
az SLB-IL111 oszlop esetében 0,01 és 0,05% kozott valtoztak. A CRM47791 keverék esetében
ezek a tartomanyok a kovetkezdk voltak: 0,01 és 0,02% (HP-5MS), 0,01 ¢és 0,02% (DB-
225MS), ¢és 0,00 és 0,01% (SLB-IL111). A koncentraciot illetben a GLC-674 keverék
rendszeralkalmassagi RSD-értékei a HP-SMS oszlop esetében 2,08 és 3,71% kozott, a DB-
225MS esetében 2,99 és 7,88% kozott, mig az SLB-IL111 oszlop esetében 2,04 €s 6,81% kozott
valtoztak. A CRM47791 keverék esetében ezek a tartomanyok a kdvetkezok voltak: 2,26 és
3,06% (HP-5MS), 3,30 ¢és 4,53% (DB-225MS), és 2,45 és 3,22% (SLB-IL111) (lasd M1.
tablazat). A rendszeralkalmassagi értékek megfeleltek az altaldnos kritériumoknak, azaz a
retencios 1dok RSD-értéker 2%-nal, a koncentraciora vonatkozd RSD-értékek pedig 10%-nal

alacsonyabbnak bizonyultak.
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12. abra A zsirsav-metil-észterek kalibracios gorbéi a CRM47791 keverékben. (a) C18:2n-6tt,
(b) C18:2n-6tc, (c) C18:2n-6¢t és (d) C18:2n-6¢cc zsirsav-metil-észter komponens az SLB-
IL111 GC oszlopon analizdlva. Az elemzés kumulativ grafikonja 0,008-0,08 mg/ml
tartomanyban, 5 kalibracios ponttal, hdrom (n=3) kiilon kalibracidoban, ahol a kalibracios

koncentraciok atlagértékeit pontok €s a hozzajuk tartozo hibak (+SD) jelolik.

A FAME komponensekre vonatkozd relativ hibaval (RSD) kifejezett ismételhetoség
atlagértékeket, valamint az atlagos pontossag (%) értékeket az M1. tablazat foglalja Ossze.
Amint a tablazatbol lathato, a GLC-674 keverék napon beliili ismételhetdség RSD-értékei a
HP-5MS oszlop esetében 4,99 és 9,98% kozott; a DB-225MS oszlop esetében 2,89 ¢€s 8,97%;
az SLB-IL111 oszlop esetében 2,69 ¢és 8,04% kozott valtoztak. A CRM47791 keverék esetében
ezek a tartomanyok a kovetkezdk voltak: 1,61 és 4,63% (HP-5MS); 1,27 és 1,67% (DB-
225M8,); 0,64 és 1,14% (SLB-IL111).

A GLC-674 keverék napok kozotti ismételhetdség RSD-értékei a HP-SMS oszlop esetében
4,27 és 9,11% kozott; a DB-225MS oszlop esetében 1,45 és 8,51% kozott; az SLB-IL111 oszlop
esetében 1,22 és 4,15% kozott valtoztak. A CRM47791 keverék esetében ezek a tartomanyok
a kovetkezok voltak: 2,54 és 3,96% (HP-5SMS); 1,01 és 1,73% (DB-225MS); 1,32 ¢és 1,89%
(SLB-IL111). A napon beliili és a napok kozotti ismételhetdség értékek megfeleltek az altalanos
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kritériumoknak, azaz a koncentraciora vonatkozd RSD-értékek 10%-nal alacsonyabbnak
bizonyultak.

A GLC-674 keverék atlagos pontossag értékei a HP-5MS oszlop esetében 101,8 és 108,8%
kozott; a DB-225MS oszlop esetében 95,1 €s 105,3% kozott; az SLB-IL111 oszlop esetében
96,1 ¢és 109,5% kozott valtoztak. A CRM47791 keverék esetében ezek a tartomanyok a
kovetkezdk voltak: 92,9 és 112,7% (HP-5MS); 110,6 €s 117,1% (DB-225MS); 98,1 és 100,8%
(SLB-IL111). Az atlagos pontossag értékek megfeleltek az altalanos kritériumoknak, azaz 80
és 120% kozotti értékeket vettek fel.

A GLC-674 keverék LOD-értékei a HP-5MS oszlop esetében 0,18 és 0,91 pg/ml kozott; a
DB-225MS oszlop esetében 0,45 ¢és 0,60 ug/ml kozott; az SLB-IL111 oszlop esetében 0,02 és
0,18 pg/ml kozott valtoztak. A LOQ-értékek esetében ezek a tartomanyok a kovetkezdk voltak:
1,23 és 2,90 pg/ml (HP-5MS); 1,36 és 1,91 pg/ml (DB-225MS); 0,26 és 0,77 pg/ml (SLB-
IL111). A CRM47791 FAME keverék LOD és LOQ értékeit a 6. tablazat tartalmazza.

6. tablazat A CRM47791 zsirsav-metil-észter keverék komponenseinek kimutatasi (LOD) ¢€s
meghatarozasi (LOQ) hatar értékei a harom oszlopra optimalizalt GC-MS moddszerrel

meghatarozva. Az optimalizalt kisérleti koriilményeket az Anyagok €s modszerek részben

részletezzik.
HP_5MS DB-225MS SLB-IL111
;ziyo‘;:fz LOD® LOQP LOD*? LOQ® LOD® LOQP
(g/ml) (g/ml) (g/ml) (g/ml) (g/ml) (g/ml)
C18:2n-6¢cc 0,33 0,98 0,51 1,20 0,26 0,74
C18:2n-6tt 1,19 3,91 3,01 6,33 0,35 1,38
C18:2n-6tc 0,46 1,67 0,97 2,96 0,09 0,47
C18:2n-6ct 0,43 2,15 1,02 2,41 0,15 0,93

* A LOD ¢értékek a jel/zaj arany > 3 esetén lettek meghatarozva.
® A LOQ értékek a jel/zaj arany > 10 esetén lettek meghatarozva.

A kiilonb6z6 oszlopok elvalasztasi hatékonysagat az elméleti tdnyérszam (N) és aszimmetria
faktor (As) paraméterek meghatarozasaval is értékeltiik. Az elméleti tanyérszam, amely a
kromatografids oszlopok elvalasztoképességét szamszerlsiti, 150000 és 350000 kozotti
tartomanyba esett, amely elfogadhatonak tekinthetd a GC-MS kisérletek esetében. Ezek az
adatok azonban 6nmagukban nem elegenddek egy adott oszlop kivalasztasahoz, tekintettel az
optimalizalt kisérleti paraméterek kiilonbségeire. Az aszimmetria faktor értéke optimalis
esetben 1-hez kozelit. Az SLB-IL111 oszlop esetében az aszimmetria faktor csdokkenését

figyeltiik meg a kromatogramokban, amikor a kivalasztott komponensek retencios viselkedését
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hasonlitottuk 0ssze a kiilonbdzd kisérletekben. Ugyanakkor minden alapvonal elvalasztasa

komponens esetében a csucsok aszimmetria faktor értékei 0,7 felett adodtak.

5.2.3 Az ionfolyadék-FAME kolcsonhatdsok

A CRM47791 zsirsav-metil-észter keverék ionfolyadék-alapti oszlopon mutatott kivalo
elvalasztasabol adodoan megalkottuk az 1,5-di-(2,3-dimetil-imidazolium)pentan bisz-
((trifluorometil)szulfonil)imid ionfolyadék ¢és a C18:2 FAME izomerek (C18:2n-6¢c, C18:2n-
o6tt, C18:2n-6tc és C18:2n-6¢t) haromdimenzids modelljeit, valamint a molekulak lehetséges
egymashoz viszonyitott helyzeteit. Ez a modellezés segit, hogy jobban megértsiik a molekulak
térbeli elrendez0dését és az egymas kozott kialakuld kolcsonhatasokat a kromatografias
elvalasztas soran. A 13. abra a legalacsonyabb energiaji, azaz legstabilabb strukturakat mutatja
be, hangstlyozva azokat a molekularészeket, amelyek feltehetden részt vesznek az allofazis-

FAME kolcsonhatasokban.

13. abra Az 1,5-di-(2,3-dimetil-imidaz6lium)pentan bisz-((trifluorometil)szulfonil)imid
ionfolyadék és (a) C18:2n-6tt, (b) C18:2n-6tc, (¢) C18:2n-6¢t, (d) C18:2n-6¢c linolsav-metil-
¢szter geometriai izomerek egymashoz viszonyitott lehetséges elhelyezkedési modelljei. A
molekuldk egymashoz viszonyitott helyzetét MM+ molekula mechanikai er6tér modszerrel

optimalizaltuk.
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A legalacsonyabb energiaji szerkezetek azt mutatjak, hogy az anionok energetikailag
legkedvezébb helyzetben az imidazolium gylrt sikja felett helyezkednek el, igy a
komponensekkel kialakulé kolcsonhatasok, amelyek az elvéalasztast befolyasoljak, feltehetéen
az ionfolyadék kationon keresztiil az imidazolium gytirtivel és a pentan szénlanccal johetnek

létre.
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5.3 A tenyésztési koriilmények hatdsanak vizsgdlata baktériumok és bakterialis

endotoxinok zsirsavisszetételére gdzkromatografias-tomegspektrometrias modszerrel

5.3.1 Az ionfolyadék-alapu oszlopon térténo elvalasztas bemutatdsa

Kutatasunk sordn a tenyésztési koriilmények zsirsavosszetételre gyakorolt hatasat vizsgaltuk
meg a Pseudomonas aeruginosa PAOI1 baktérium, a Pseudomonas aeruginosa PAO1
lipopoliszacharid, a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, a Pseudomonas aeruginosa
polirezisztens és a Pseudomonas putida baktériumok esetében, GC-MS modszerrel (Mezd, és
mtsai., 2022.). A tenyésztési koriilmények hatdsat agar €s véres agar taptalajon, eltérd
hémérsékletek (25 °C, 37 °C, 42 °C) mellett, valamint a beoltast kdvetd 1., 3. és 5. napon
kovettiik nyomon. A zsirsavakat metil-észter formaban elemeztiik, és az elvalasztasokhoz egy
60 m hossziisagu, rendkiviil nagy polaritassal rendelkezd ionfolyadék-alapti (SLB-IL111)
oszlopot hasznaltunk. A kidolgozott analitikai modszert egy 26 komponensii bakterialis zsirsav-
metil-észter keverék (Bacterial Acid Methyl Esters CP Mixture - BAME CP Mix) segitségével
validaltuk az Anyagok €s Mddszerek részben leirtak szerint. Az elvalasztott komponenseket a
keverékben mutatott relativ koncentracidjuk, valamint a tomegspektrumuk alapjan
azonositottuk. A 7. tablazat a komponensek listajat tartalmazza a retencios idok sorrendjében,

mig a 14. abra a keverék teljes ionkromatogramjat szemlélteti.

7. tablazat A BAME CP Mix zsirsav-metil-észter keverék komponenseinek listaja és a
hozzajuk tartozd retencios 1d6 értékek a 60 m hosszisagu, ionfolyadék-alapa SLB-IL111
oszlopot alkalmazva GC-MS modszerrel. Az optimalizalt modszer kisérleti koriilményeit a

4.3.6 GC-MS elemzés fejezetben részletezziik.

Cstcs jel Vegyiiletazonosito Név Retencios idg

(perc) *
1 Cl11:0 metil-undekanoat 17,28
2 C12:0 metil-dodekanoat 18,92
3 C13:0 metil-tridekanoat 20,49
4 C14:0 metil-tetradekanoat 22,01
5 i C15:0 metil-13-metil-tetradekanoat 22,84
6 ai C15:0 metil-12-metil-tetradekanoat 23,12
7 C15:0 metil-pentadekanoat 23,45
8 i C16:0 metil-14-metil-pentadekanoat 24,26
9 C16:0 metil-hexadekanoat 24,85
10 iC17:0 metil-15-metil-hexadekanoat 25,62
11 C16:1n-7 metil-hexadecenoat (cisz-9) 26,07
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12 C17:0 metil-heptadekanoat 26,18

13 C17:0A metil-cisz-9,10-metilén-hexadekanoat 27,05
14 C18:0 metil-oktadekanoat 27,48
15 2-OH C10:0 2-hidroxi-metil-dekanoat 27,70
16 C18:1n-9t metil-oktadecenoat (fransz-9) 28,22
17 C18:1n-9 metil-oktadecenoat (cisz-9) 28,47
18 C19:0 metil-nonadekanoat 28,70
19 C19:0A metil-cisz-9,10-metilén-oktadekanoat 29,44
20 C20:0 metil-eikozanoat 29,86
21 C18:2n-6¢c metil-oktadekadienoét (cisz, cisz-9,12) 29,96
22 2-OH C12:0 2-hidroxi- metil-dodekanoat 30,26
23 3-OH C12:0 3-hidroxi- metil-dodekanoat 31,55
24 2-OH C14:0 2-hidroxi- metil-tetradekanoat 32,59
25 3-OH C14:0 3-hidroxi- metil-tetradekanoat 33,80
26 2-OH C16:0 2-hidroxi- metil-hexadekanoat 34,73

* A retencids idok relativ hibaja (RSD) kevesebb, mint 0,2% volt.

1L4E+06
, 10 18 |0

1,2E+06 A 13

25 26

1,0E+06 -

8,0E+05 1

Abundancia

6.0E+05 - )

4,0E+05 A

e U I L L

0,0E+00

17 19 21 23 25 27 29 31 33 35

Retencios id6 (perc)

14. abra A BAME CP Mix standard keverék teljes ionkromatogramja GC-MS mddszerrel,
ionfolyadék-alaptt SLB-IL111 oszlop hasznalataval. A csticsok jelolései a 7. tablazatban
feltlintetett komponenseket mutatjak a kapott retencids sorrend szerint. Az optimalizalt kisérleti
koriilményeket az Anyagok és modszerek részben (4.3.6 GC-MS elemzés fejezet) részletezzik.

Az elvélasztas soran a teljes FAME-koncentracié 0,5 mg/ml volt.
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Az SLB-IL111 oszlop a telitett, egyszeresen telitetlen (cisz, transz), tobbszordsen telitetlen,
elagazo6 (izo, anteizo), hidroxi- €s ciklopropan-zsirsavakat is tartalmazé 26 zsirsav-metil-észter
komponens elvalasztasdban mindossze két eset kivételével (11-12. és 20-21. komponens)
alapvonal elvalasztast biztositott. Ez utobbi esetekben a csucsok enyhe atfedését tapasztaltuk
(Ri1,12 = 1,21; Rao21 = 1,05). Az optimalizalt és validalt elvalasztasi médszer alapjan a telitett
zsirsav-metil-észter komponensek a telitetlen megfeleldjiik elétt, a hidroxil-csoportot
tartalmazo komponensek pedig joval a megfeleld telitett zsirsav-metil-€szter komponensek utan
elualodtak. Az oktadekanoat (C18) komponens példajat tekintve, az egyszeresen telitetlen cisz
izomer a telitett és az egyszeresen telitetlen transz izomer utan valt le az oszloprol, mig az
oktadekadienoat (C18:2cc) komponens a standard keverékben talalhaté valamennyi C18

1zomer utan elualodott.

5.3.2 A kromatogrdfias modszer értékelése

A kidolgozott kromatografids modszer validalasat a BAME CP Mix standard keverék
felhasznalasaval végeztiik, a kalibracios gorbék egyenleteinek €s determinécios egyiitthatdinak
(R?), valamint tovabbi validicids paraméterek (napon beliili és napok kozotti ismételhetdség,
rendszeralkalmassag ¢s atlagos pontossag) meghatdrozasaval. A validalasi adatokat az M2.
tablazat foglalja 6ssze részletesen (lasd Mellékletek).

A zsirsav-metil-észter meghatarozas linearis valaszat kalibracidos gorbékkel jellemeztiik,
ahol a valaszjel a koncentracié valtozasaval minden esetben egyenesen ardnyosan nétt, és az R?
értékek rendre 0,95-nél magasabbnak adodtak. A rendszeralkalmassagot a retencids 1d6 (0,01
és 0,03% kozott) és a koncentracio (4,08 €s 9,7% kozott) relativ hiba szazalékban kifejezett
értékeivel (RSD) jellemeztiik, amelyek megfeleltek az altalanosan elfogadott kritériumoknak
(RSD < 2% a retencios idére és RSD < 10% a koncentracidra vonatkozdan). A napon beliili €s
a napok kozotti ismételhetdségi kisérletek sordn a koncentraciokra vonatkozdé RSD-értékek
2,15 és 7,15% kozott valtoztak, ahol altalanos kritériumként a RSD < 10% feltételt vettiik
alapul. Az éatlagos pontossag RSD-értekei 91,9 és 104,7% kozott valtoztak, ahol a 80 és 120%
kozotti értekek az elfogadhatdak. A komponensek LOD értékei 0,03 és 0,27 pg/ml kozott, mig
az LOQ értékek 0,11 ¢és 0,80 pg/ml kozott valtoztak. A BAME CP Mix standard keverék LOD
¢s LOQ értékeit az M3. tablazat tartalmazza.

63



5.3.3 A baktériumok zsirsavprofilja

Az optimalizalt €s validalt modszer felhasznélasaval 25, 37 és 42 °C hdémérsékleten, agar €s
véres agar taptalajon, valamint 1, 3 €s 5 napos inkubécios idével tenyésztett Pseudomonas
aeruginosa PAO1 (PSAE PAO1) baktérium ¢€s lipopoliszacharidjai (PSAE PAOI1 LPS),
Pseudomonas ATCC 27853 (PSAE ATCC 27853), Pseudomonas putida (P. putida) és
Pseudomonas aeruginosa polirezisztens (PSAE PR) baktériumok zsirsavprofiljat hataroztuk
meg. A zsirsavakat a baktériumokbdl extrahaltuk, majd a metil-észter szarmazékképzést
kovetden GC-MS moddszerrel analizaltuk. Az extrakcios €és derivatizalasi eljarasok részleteit az
Anyagok és Modszerek fejezetben ismertettem. A komponenseket a toémegspektrumok, illetve
a retencios 1dok segitségével azonositottuk, amelyhez a BAME CP Mix és GLC-463 referencia
standard keverékkel kapott eredményeket hasznaltuk fel. Ez utobbi keverék olyan zsirsav-
metil-észtereket tartalmaz, amelyek nem szerepelnek a BAME CP Mix keverékben, azonban

elofordulhatnak a baktérium mintakban.

5.3.3.1 Az optimalis kériilmények bemutatdasa

A P. aeruginosa in vitro tenyésztésére vonatkozo6 ajanlasoknak megfeleléen (LaBauve &
Wargo, 2012.) a tenyésztés optimalis koriilményeinek a 37 °C-os tenyésztési homérsékletet, az
agar taptalajt €s az egynapos inkubacios 1d6t tekintettiik. Az ilyen kisérleti koriilmények kozott

regisztralt teljes ionkromatogramokat a 15. abra foglalja 6ssze.
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15. abra A vizsgalt Pseudomonas baktériumtorzsek és a PSAE PAO1 LPS (37 °C-on, agar
taptalajon, és az inkubaci6 elsd napjan mintavételezve), valamint a BAME CP Mix standard
keverék és a vakminta (a taptalaj feliilete baktérium nélkiil) teljes ionkromatogramja GC-MS
modszerrel, ionfolyadék-alapa SLB-IL111 oszlop hasznalataval. A fobb zsirsavkomponenseket
a kiilonboz6 mintadkban feltiintettiik. Az optimalizalt kisérleti koriilményeket az Anyagok és

moddszerek részben (4.3.6 GC-MS elemzés fejezet) részletezziik.

A zsirsavak koziil legnagyobb aranyban a telitett (SAFA - 60,6%), az egyszeresen telitetlen
(MUFA - 24,4%) és a hidroxi-zsirsavak (9,0%) fordultak eld az izoldtumokban (lasd 8.
tablazat). Kimutathatok voltak tovdbba a ciklopropan-zsirsavak (8,0%) is, kivéve a P.
aeruginosa polirezisztens esetét. Az idealis koriilmények kozott legnagyobb aranyban a hosszu
szénlanc zsirsavak (LCFA), mig kis mértékben a kozepes szénlanca zsirsavak (MCFA) voltak
jelen az izoldtumokban. A nagyon hosszl szénlancu zsiravak (VLCFA) csak a P. aeruginosa
ATCC 27853 baktériumban voltak kimutathatok, valamint rovid szénlanct zsirsavakat (SCFA)

egyaltalan nem azonositottunk az elemzések soran.
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8. tablazat A zsirsav-metil-észterek szazalékos el6fordulasa a P. aeruginosa PAOI1, P.
aeruginosa ATCC 27853, P. putida és P. aeruginosa polirezisztens baktériumokbol szarmazo
mintakban a cstcs alatti teriilet alapjan. A baktériumokat 37 °C-on, agar taptalajon
tenyésztettiik, a zsirsavakat a beoltast kovetd elsd napon extrahaltuk. Az eredmények harom

parhuzamos mérésbdl szarmaznak, ahol a relativ szoras kisebb, mint 2% volt.

Zsirsavak PSAE PAO1 PSAE ATCC 27853  P. putida PSAE PR  Atlag
a teljes zsirsavtartalom %-a

Y Telitett zsirsavak

(SAFAs) 36,1 68,6 46,1 91,5 60,6
Y Egyszeresen telitetlen

zsirsavak (MUF As)

-cisz 55,9 7,2 28,2 6,4 24.4
Y Hidroxi-zsirsavak 43 19,8 10,6 2,1 9,0
¥ Ciklopropan-zsirsavak 3,8 4,7 15,6 - 8,0
Y Tobbszorosen telitetlen

zsirsavak (PUF As) - 0,8 - - 0,8
X Kis szénlancua

zsirsavak (SCFAs) ) ) ) ) )
¥ Kozepes szénlancu

zsirsavak (MCFAs) 43 20,9 10,1 2,1 9,3
Y Hossza szénlancu

zsirsavak (LCFAs) 95,8 77,2 90,0 97,9 90,2
¥ Nagyon hosszl

szénlancu zsirsavak

(VLCFAs) - 3,0 - - 0,7

A tenyésztési hdmérséklet 25 °C-r6l 42 °C-ra emelésével egyértelmiien megfigyelhetd volt
az egyenes lanci SAFA zsirsavak koncentracidjanak ndvekedése a vizsgalt Pseudomonas fajok
esetében, mig a MUFA zsirsavak koncentracidja csokkent. Elagazé lanct telitett zsirsavak (izo
formaban) minddssze a P. putida esetében, 42 °C-on voltak azonosithatok, mig a PUFA
zsirsavak csupan a P. aeruginosa ATCC 27853 baktériumban, 37 °C-on voltak kimutathatok.
A hidroxi-zsirsavak koncentracidja a hOmérséklet valtozdsaval valtozatlan maradt. A
ciklopropan-zsirsavak tekintetében a koncentracid kezdeti ndvekedését, majd csokkenését
figyeltiik meg a hodmérséklet emelkedésével. A LCFA zsirsavak ardnya minden hdmérsekleten
¢s minden vizsgalt baktérium esetében kiemelkedéen magas volt.

A telitett zsirsavak aranya a hdmérséklet emelkedésével a P. aeruginosa PAO1 és P. putida
esetében novekedett, mig a P. aeruginosa polirezisztens esetében csokkent. A C16:0
karakterisztikus zsirsav eléforduldsa a P. aeruginosa ATCC 27853, a P. aeruginosa PAO1 ¢és
a P. aeruginosa polirezisztens baktériumokban nétt, mig a P. putida esetében 25 és 37 °C kozott

novekedés, majd 42 °C-on csokkenés volt megfigyelhetd. A C16:1c¢ zsirsav ardnya altalanosan
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csokkent a homérséklet emelkedésével. A 2-OH C12:0 aranya vagy novekedést mutatott a
hémérséklettel (P. aeruginosa PAO1), vagy a kezdeti ndvekedést kovetd csokkenés jellemezte
(P. aeruginosa ATCC 27853). A 3-OH C12:0 koncentracidja kozel valtozatlan maradt a P.
aeruginosa PAO1 és P. putida baktériumok esetében, mig a P. aeruginosa ATCC 27853

esetében 37 °C-on jelentkezett a zsirsav maximalis el6fordulésa.

5.3.32 A tenyésztési  homerséklet  hatisa a  baktériumok

zsirsavosszetetelere

A baktériumkultardkat hairom hémérsékleten, 25 °C, 37 °C ¢és 42 °C-on inkubaltuk, agar
taptalajon. Az eltérd tenyésztési hdmeérséklet alkalmazasa altal bekdvetkezett valtozasokat a
vizsgalt baktérium izolatumok teljes zsirsav-Osszetételében a 9. tablazat foglalja 6ssze. Az
egyes zsirsavcsoportok aranyanak atlagos valtozésait a homérséklet fliggvényében a 16. abra

mutatja be.

9. tablazat A zsirsav-metil-észterek csucs alatti teriilet szazalékai a P. aeruginosa PAOI
(PSAE PAOL1), P. aeruginosa ATCC 27853 (PSAE ATCC 27853), P. putida és P. aeruginosa
polirezisztens (PSAE PR) baktériumokbol, valamint a P. aeruginosa PAO1 endotoxinbol
(PSAE PAOI1 LPS) szarmazd mintakban. A baktériumokat 25, 37 €és 42 °C-on, agar taptalajon
tenyésztettiik, a zsirsavakat a beoltast kovetd elsd napon extrahaltuk. Az eredmények harom

parhuzamos mérésbdl szarmaznak, ahol a relativ szoras kisebb, mint 2% volt.
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Retencios
Zsirsavak PSAE PAO1 PSAE PAO1 LPS PSAE ATCC 27853 P. putida PSAE PR id6

(perc)
25°C37°C 42 °C 25°C 37°C 42°C 25°C 37°C 42°C 25°C 37°C 42°C 25°C 37°C 42°C

a teljes zsirsavtartalom %-a

Telitett zsirsavak

(SAFAs)

C11:0 - - - 33,6 - 46,0 - - - - - - - - - 17,28
C12:0 - - - - - - 1,1 - - - - - - - 18,92
C14:0 - - - - - - - 3,6 - - 1,3 - - - - 22,01
C15:0 - - - - - - - 0,8 - - 0,7 - - - - 23,45
C16:0 18,8 32,6 39,5 10,1 20,6 53 14,1 232 27 17,9 33,1 11,6 12,6 30,9 3773 24,85
C17:0 - - - - - - - - - - - 3,8 10,1 - - 26,18
C18:0 - 1,9 1,7 7,6 83 73 - 1,2 - LI 1,9 16,1 42,1 - - 27,48
C19:0 - - - - - - 39,7 28,3 36,7 - - - 19,0 57,0 46,0 28,70
C20:0 - 1,6 - - 55 38 14,1 74 199 183 9,1 31,5 84 3.5 - 29,86
Egyszeresen telitetlen zsirsavak

(MUFASs)

-cisz

Clé6:1c 26,7 11,1 83 49 28 37 223 72 13 35,1 18,0 - - 6,4 10,6 26,07
Cl8:1c 47,4 44,7 39,9 74 63 15 - - - 83 10,2 16,6 - - - 28,47
Elagazo zsirsavak

-iso

i C15:0 - - - - - - - - - - - 3,2 - - - 22,84
i C16:0 - - - - - - - - - - - 2,6 - - - 24,26
1C17:0 - - - - - - - - - - - 0,7 - - - 25,62
Hidroxi-zsirsavak

2-OH C10:0 - 1,2 08 - - - - - - - - - - - - 27,70
2-OH C12:0 1,0 1,0 29 16,3 13,5 25 6,3 11,6 44 11,4 64 - - 2,1 43 30,26
3-OH C12:0 32 20 39 20,0 29,6 4,1 22 82 1,7 57 3,7 46 - - 1,8 31,55
2-OH C14:0 - - - - - - - - - - - 4,7 7,8 - - 32,59
3-OH C14:0 - - - - - - - - - - - 4,3 - - - 33,80
Ciklopropan-zsirsavak

C17:0A - L3 13 - 4,7 - - 1,6 12 23 149 - - - - 27,05
C19:0A 2,8 25 1,7 - 8,7 - - 3,1 1,8 - 0,6 - - - - 29,44
Tobbszorosen telitetlen zsirsavak

(PUFAs)

C20:2cc - - - - - 19,8 - 0,8 - - - - - - - 32,06




Y SAFA 18,8 36,1 41,1 51,3 343 624 692 68,6 83,6 373 46,1 63,1 922 91,5 83,3
Y cisz-MUFA 74,1 55,9 483 123 91 112 223 72 13 433 282 166 - 64 10,6
¥ Hidroxi 42 42 75 36,4 43,1 66 85 198 6,1 17,1 10,1 13,7 78 21 60
Y Ciklopropsn 2,8 3,8 3,0 - 134 - - 47 3 23 156 - - - -
¥ PUFA - - - - 19,8 - 08 - - - - - - -
¥ MCFA 42 42 75 70,0 43,1 52,6 8,5 20,9 6,1 17,1 10,1 456 - 21 60
Y LCFA 958 958 92,5 30,0 569 474 90,2 77,2 93,9 829 899 954  100,0 97,9 94,0
¥ VLCFA - - - - - 13 3 - - - - - - -
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16. abra A teny¢€sztési hdmérséklet hatdsa a 25, 37 és 42 °C-on tenyésztett baktériumokban (P.
aeruginosa PAO1, P. aeruginosa ATCC 27853, P. putida és P. aeruginosa polirezisztens)
talalhato zsirsavak atlagos szdzalékos aranyara (a teljes zsirsavtartalom %-a), agar taptalajon €s
az inkubaciod elsé napjan mintavételezve. Az eredmények harom parhuzamos mérésbol (n = 3)
szarmaznak, ahol a szazalékos aranyok atlagértékeit pontok és a hozzajuk tartozo hibak (+SD)
jelolik. Az optimalizalt kisérleti koriilményeket az Anyagok és modszerek részben (4.3.6 GC-

MS elemzés fejezet) részletezziik.

A fent emlitett koriilmények mellett 23 kiilonbozd, 11-22 szénatomot tartalmazo zsirsavat
detektaltunk a Pseudomonas nemzetség Ot baktérium izolatumaban. Minden izolatumban
kimutathaté volt a 2-OH C12:0, Cl16:1¢, C16:0 és C20:0 zsirsav (9. tablazat). A dominans
zsirsav a PSAE ATCC 27853 és PSAE PR baktériumok esetében a C19:0, a PSAE PAOI
baktériumban a Cl18:1(n-7), a P. putida esetétn a C16:0, valamint a PSAE PAOI
lipopoliszacharidjaban a 3-OH C12:0 zsirsav volt.

Az egyenes lanci SAFA-k koziil a C12:0, C14:0, C15:0, C16:0, C18:0, C19:0, C20:0, és
(C22:0 zsirsavakat azonositottuk az izolatumokban. A C12:0 és C22:0 telitett zsirsavakat csak a
PSAE ATCC 27853 baktérium termelte, azonban el6bbi minddssze ~1%-ban volt kimutathato.
A C14:0 ¢és C15:0 zsirsavak kizardlag a PSAE ATCC 27853 és a P. putida baktériumokban
voltak jelen. A C19:0 zsirsavat csupan a PSAE ATCC 27853 és a PSAE PR baktériumok
tartalmaztak. A C16:0 és C20:0 zsirsavakat minden vizsgalt baktérium esetében megjelentek.
A C18:0 zsirsav minden baktériumban megtalalhat6 volt, kivéve a PSAE PR esetét. Elagazo
lanca SAFA zsirsavakat, beleértve az izo- és anteizo-izomereket a vizsgélt baktériumok
egyikében sem mutattunk ki.

A Cl6:1c egyszeresen telitetlen cisz zsirsavkomponens, a minden izolatum esetében

kimutathato, jellegzetes zsirsavak kozé tartozik. A C18:1c megtalalhato volt a P. putida
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baktériumban, valamint a PSAE PAO1 baktériumban és LPS-eiben, ezen beliil is a PSAE PAO1
{6 zsirsavkomponense 47,75% aranyban. Transz-MUFA zsirsavat egyetlen baktérium izolatum
esetében sem mutattunk ki.

Mig a hidroxi-zsirsavak koziil a 2-OH C12:0 zsirsavat minden baktérium izolatumban
azonositottuk, addig a 3-OH C12:0 zsirsavat a PSAE PR nem termelte. Tovabba a 2-OH C10:0
hidroxi-zsirsav csak a PSAE PAO1 baktériumban volt megtalalhato6.

Hasonloképpen, a C17:0A ¢és C19:0A ciklopropan-zsirsavak hianyoztak a PSAE PR
baktérium esetében, mig minden egyéb izolatumban kimutathatoak voltak.

A C20:2(n-6) tobbszordsen telitetlen zsirsav minddssze a PSAE ATCC 27853 baktériumban
volt jelen, szinte elhanyagolhatd, 0,8%-o0s el6fordulédsi arannyal.

A PSAE PAOI baktérium és LPS-ei 0sszehasonlitasa esetén megfigyeltiik, hogy mig a
baktériumok f6 zsirsavkomponense a Cl18:1c, addig az LPS legnagyobb mennyiségben
eléfordulo zsirsava a 3-OH C12:0 volt. Ezenkiviil a baktériumok esetében az LCFA zsirsavak,
az LPS esetében pedig az MCFA zsirsavak dominaltak.

A tenyésztési homérséklet 25 °C-rol 42 °C-ra emelése valtozast eredményezett a telitett,
telitetlen, elagazo, hidroxi- €s ciklopropan-zsirsavak eloszlasaban egyarant (16. abra).

A PSAE PAOI1 baktérium esetében a 2-OH C10:0, a C17:0A és a C18:0 zsirsavak akkor
szintetizalodtak, amikor a tenyésztési hdmérséklet 37 °C-rol 42 °C-ra emelkedett, valamint a
C20:0 zsirsav minddssze 37 °C-on jelent meg. Osszehasonlitasképpen, a PAO1 LPS-ek csupan
37 °C-on képeztek C17:0A és C19:0A zsirsavakat, a C20:2(n-6) pedig csak 42 °C-on volt jelen.
Ezenfeliil, a C20:0 zsirsav minddssze akkor szintetizalodott, amikor a hémérséklet 37 °C-rol
42 °C-ra emelkedett. A PSAE ATCC 27853 az alabbi 0j zsirsavakat termelte a 37 °C-os
tenyésztési hdmérséklet esetén: C12:0, C14:0, C15:0, C18:0 és C20:2(n-6). Mindamellett, a
C17:0A és C19:0A zsirsavak abban az esetben képzddtek, amikor a hdmérseklet 37 °C-rol 42
°C-ra emelkedett. A P. putida baktériumban a C14:0, C15:0 és C19:0A zsirsavak egyediil 37
°C-on voltak jelen, mig az iC15:0, iC16:0, 2-OH C14:0, 3-OH C14:0 és C17:0 zsirsavak csak
42 °C-on képzdédtek. A PSAE PR baktérium esetében a 2-OH C12:0 és C16:1c jellegzetes
zsirsavak a homérséklet 37 °C-rol 42 °C-ra emelkedésekor képzddtek, mig a 3-OH C12:0
minddssze 42 °C-on volt megtaldlhato az izolatumban.

A C11:0 zsirsav nagy mennyiségben volt jelen a PSAE PAO1 LPS-ekben 25 és 42 °C-on
(33,6 és 46%), azonban érdekes modon 37 °C-on nem volt kimutathatd. A P. putida baktérium
esetén a 2-OH C12:0, C16:1c és C17:0A zsirsavak eltiintek, amikor a hdmérséklet elérte a 42
°C-ot. A PSAE PR esetében a 2-OH C14:0, C17:0 és C18:0 csupan 25 °C-on szintetizalodott,
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tovabba a C20:0 képzddés 42 °C-on megsziint. Hasonloképpen, a C22:0 zsirsav nem volt
kimutathatd 42 °C-on a PSAE ATCC 27853 baktériumban.

Az LCFA-k magas el6fordulasi ardnya az 0sszes baktérium izolatum esetében valtozatlan
maradt a hdmérséklet valtoztatasaval. Jelentds valtozas volt megfigyelhetd azonban a PAO1

LPS esetében, amelyben az MCFA zsirsavak 25 €s 42 °C-on dominaltak.

5333 A taptalaj mindségének  hatisa a  baktériumok

zsirsavosszetetelere

Az agar taptalajon tenyésztett baktériumok zsirsav-Osszetételét, a szintén altalanosan
alkalmazott véres agar taptalaj hasznalataval kapott eredményekkel hasonlitottuk Gssze. A
kiilonbozo taptalajok hatasat a P. aeruginosa ATCC 27853 baktérium példajan mutatjuk be (10.
tablazat).

A telitett zsirsavak altaldnosan magasabb aranyt mutattak véres agar kozegben minden
hémérsékleten, mig a hidroxi- €és ciklopropan-zsirsavak nagyobb mennyiségben fordultak eld
agar taptalaj esetén. Ezenkiviil a hosszil szénlanct zsirsavak nagyobb aranyat figyeltiik meg
véres agar taptalaj alkalmazasaval, ami kozel 100%-os aranyt eredményezett minden
hémérsékleten.

25 °C-on, agar taptalajon nagyobb aranyban fordult elé a C16:1c és C20:0 zsirsav, mig véres
agar taptalaj esetén kétszeres mennyisegli C19:0 zsirsav képz06dott. Ezzel szemben 37 °C-on a
véres agar taptalaj mutatta mindharom zsirsavkomponens nagyobb aranyat. Tovabba 37 °C-on,
a mindkét taptalajon egyiittesen eléforduld zsirsavak koziil a 2-OH C12:0, 3-OH C12:0 és
C19:0A agar taptalajon fordult elé6 nagyobb mennyiségben, mig a C16:1¢c, C16:0, C19:0 és
C20:0 zsirsavak magasabb aranyt mutattak véres agar taptalaj haszndlata esetén.

Erdekes modon a 2-OH C12:0 és 3-OH C12:0 hidroxi-zsirsavak 25 °C-on, a tovabbi
hémérsékletekhez képest nem voltak kimutathatok véres agar taptalaj esetén. Tovabba a C22:0
zsirsav 25 és 37 °C-on, véres agar taptalajon nem termelddétt, valamint a C12:0, C14:0, C15:0,
C18:0, C22:0, C17:0A telitett zsirsavak és a C20:2(n-6) zsirsav 37 °C-on, véres agar taptalaj
esetén nem volt kimutathat6.

Az agar ¢s véres agar taptalajok Osszehasonlitdsa folyamédn mindossze egy esetben

¢szleltiink 0j zsirsav képzddését, mégpedig 25 °C-on, véres agar taptalajon a C18:1c esetében.
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10. tablazat A zsirsav-metil-észterek csucs alatti teriilet szazalékai a P. aeruginosa ATCC

27853 baktériumbol szarmazd mintdkban. A baktériumokat 25, 37 és 42 °C-on, véres agar

taptalajon tenyésztettiik, a zsirsavakat a beoltast kovetd 1., 3. €s 5. napon extrahaltuk. Az

eredmények harom parhuzamos mérésbdl szarmaznak, ahol a relativ szoras kisebb, mint 2%.

Zsirsavak

PSAE ATCC 27853

véres agar

25 °C 37 °C 42 °C

a teljes zsirsavtartalom %-a

Telitett zsirsavak (SAFAs)

C16:0 12,7 27,7 26,8
C19:0 74,0 36,3 36,1
C20:0 4,6 20,2 21,8
Egyszeresen telitetlen zsirsavak (MUFAs)
-Cisz
Cl6:1c 6,0 11,6 7,7
Cl18:1c 2,8 - -
Hidroxi-zsirsavak
2-OH C10:0 - - -
2-OH C12:0 - 1,9 3,2
3-OH C12:0 - 1,0 1,9
2-OH C14:0 - - -
3-OH C14:0 - - -
3-OH C16:0 - - -
Ciklopropan-zsirsavak
C17:0A - - 1,0
C19:0A - 1,2 1,5
> SAFA 91,3 84,3 84,7
> MUFA

Y cisz 8,7 11,6 7,7
> Hidroxi - 2,9 5,1
% Ciklopropan - 1,2 2,4
> MCFA - 2,9 5,1
> LCFA 100,0 97,1 94,9
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5.3.34 A taptalaj és a tenyésztési idé hatasa a baktériumok

zsirsavosszeteételere

A kisérleti koriilményekben alkalmazott valtozasok hatésait tovabbi elemzéseknek vetettiik
ala, melyek soran az egy, harom és 6t napon keresztiil, agar és véres agar taptalajon tenyésztett
baktériumok zsirsavprofiljait hasonlitottuk 6ssze. A P. aeruginosa ATCC 27853 baktérium

esetében kapott eredményeket a 11. tablazat tartalmazza.

11. tablazat A zsirsav-metil-észterek csucs alatti teriilet szazalékai a P. aeruginosa ATCC
27853 baktériumbol szarmazd mintdkban. A baktériumokat 25, 37 és 42 °C-on, agar €s véres
agar taptalajon tenyésztettiik, a zsirsavakat a beoltast kovetd 1., 3. €s 5. napon extrahaltuk. Az

eredmények harom parhuzamos mérésbdl szarmaznak, ahol a relativ szoras kisebb, mint 2%.
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Zsirsavak PSAE ATCC 27853
1. nap 3. nap 5. nap
agar véres agar agar véres agar agar véres agar
25°C37°C42°C 25°C37°C42°C  25°C37°C42°C 25°C37°C42°C 25°C37°C42°C 25°C37°C f(zj
a teljes zsirsavtartalom %-a

Telitett zsirsavak
(SAFAs)
C12:0 - LI - - - - 2,8 - - 4,7
C14:0 - 36 - - - - L3 1,1 - 1,8 - - 1,2 32 - - - 31
C15:0 - 08 - - - - 04 1,1 - 1,0 - - - - - - - -
Cl16:0 14,1 232 27,0 12,7 27,7 26,8 14,6 23,2 27,0 20,3 27,5 27,6 21,4 26,2 252 183 19,0 248
C17:0 - - - - - - - - - - - - - 1,7 - - - -
C18:0 - 1,2 - - - - - 1,8 1,0 - 14 - - L5 - - - 34
C19:0 39,7 28,3 36,7 74,0 36,3 36,1 25,8 30,9 26,0 24,8 28,1 29,8 42,2 26,6 24,1 54,6 27,5 225
C20:0 14,1 74 19,9 4,6 20,2 21,8 5,5 18,7 13,0 3,3 10,7 16,7 - 17,8 123 2,7 34,6 134
C22:0 L3 30 - - - - L5 - - 1,3 - - - - 27 - - -
Egyszeresen telitetlen zsirsavak
(MUFASs)
-cisz
Clé:lc 223 72 73 6,0 11,6 7,7 16,2 6,2 8,1 21,6 53 6,7 21,2 29 47 14,6 5,7 6,4
Cl8:1c - - - 2,8 - - - - - LI 08 1,0 - - - - - -
-transz
Cl6:1t - - - - - - 51 - - 04 24 - - - - 1,7 - -
Elagazo zsirsavak
-iso
i C17:0 - - - - - - 2,5 - - - - - 2,6 - - - - -
Hidroxi-zsirsavak
2-OH C10:0 - - - - - - 9,7 - - - 37 - 1,3 23 63 - - -
2-OH C12:0 6,3 11,6 44 - 1,9 32 93 63 12,1 13,8 88 9,1 6,3 79 34 52 13,7
3-OH C12:0 22 82 1,7 - 1,0 1,9 3,6 6,8 85 41 44 27 11,4 6,2 10,8 36 47 74
Ciklopropan-zsirsavak
C17:0A - 1,6 1,2 - - 1,0 09 08 14 LI 24 33 - 20 14 - - 21
C19:0A - 31 18 - 12 15 09 22 14 0,8 45 32 - 34 30 1,2 32 3,1
Tobbszorosen telitetlen zsirsavak
(PUFAS)
C20:2cc - 08 - - - - - 08 14 - - - - - 17 - - -
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Y SAFA 69,2 68,6 83,6 91,3 843 84,7 51,8 76,9 67,0 57,2 67,7 74,1 64,7 76,9 64,3 75,7 81,1 67,2
>~ MUFA

Y cisz 223 72 173 8,8 11,6 7,7 16,2 6,2 8,1 22,7 6,1 7,6 21,2 29 47 146 5,7 64

X transz - - - - - - 5,1 - - 04 24 - - - - 1,7 - -
¥ Elagazo

X is0 - - - - - - 2,5 - - - - - 2,6 - - - - -
¥ Hidroxi 85 19,8 6,1 - 29 51 22,6 13,1 20,6 179 17,0 11,8 12,6 14,8 249 6,9 99 212
¥ Ciklopropan - 4,7 3,0 - 1,2 24 1,8 3,1 29 1,9 68 6,5 - 54 44 1,2 32 52
> PUFA - 0,8 - - - - - 08 14 - - - - - 1,7 - - -
>~ MCFA 8,5 20,9 6,1 - 29 51 254 13,1 20,6 22,6 17,0 11,8 12,6 14,8 24,6 6,9 99 212
Y LCFA 90,2 77,2 93,9 100,0 97,1 94,9 73,1 86,9 79,4 76,1 83,0 88,2 88,5 852 72,4 93,1 90,1 78,8
¥ VLCFA 1,3 30 - - - - 1,5 - - 1,3 - - - - 27 - - -
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Agar taptalajra vonatkozoan, 25 °C-on a SAFA ¢és a cisz-MUFA zsirsavak aranya az 1. és 3.
nap kozott csokkent, majd a 3. €és 5. nap kozott nétt, mig a hidroxi- és ciklopropan-zsirsavak
aranya kezdetben a harmadik napra emelkedni latszott, majd az 5. napra csdkkent (17a abra).
A 2-OH C10:0, C14:0 ¢s iC17:0 zsirsavak 25 °C-on csak a 3. és 5. napon voltak kimutathatok.

37 °C-on a telitett zsirsavak mennyisége fokozatosan nétt az 1. €s 3. nap kozott, majd stabil
maradt a 3. és 5. nap kozott (17b abra). A cisz-MUFA zsirsavak ardnya a napok elérehaladtaval
fokozatosan csokkent, mig a hidroxi- és ciklopropan-zsirsavak mennyisége az 1. €s 3. nap
kozott csokkent, majd a 3. €s 5. nap kozott nott.

42 °C-on a SAFA zsirsavak ardnya fokozatosan csokkent, mig a hidroxi-zsirsavak
mennyisége fokozatosan ndtt az ido elteltével. A cisz-MUFA zsirsavak mennyisége novekvo
tendenciat mutatott az 1. és 3. nap kozott, majd csokkent a 3. és 5. nap kdzott (17¢ abra). Végiil,
a ciklopropan-zsirsavak mennyisége stabil maradt a napok elérehaladasaval.

Altalanossagban az LCFA zsirsavak dominaltak az izolatumokban minden hémérsékleten

¢s napon, magas eléfordulasi arannyal.
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17. abra Az inkubacids 1d6 hatasa a P. aeruginosa ATCC 27853 baktériumban talalhato
zsirsavak atlagos szazalékos aranyara (a teljes zsirsavtartalom %-a) (a) 25 °C, (b) 37 °C és (¢)
42 °C homérsekleten, agar taptalaj hasznalataval. Az eredmények hdrom parhuzamos mérésbol
(n=3) szarmaznak, ahol a szdzalékos aranyok atlagértékeit pontok és a hozzajuk tartozé hibak
(£SD) jelolik. Az optimalizalt kisérleti koriilményeket az Anyagok és modszerek részben (4.3.6

GC-MS elemzés fejezet) részletezzik.
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Véres agar tdptalaj hasznalatakor hasonld tendencidk voltak megfigyelhetdk a zsirsav
csoportok aranyaiban 25 °C-on, mint agar taptalaj alkalmazasa esetén (18a abra). A telitett
zsirsavak mennyisége az 1. €s 3. nap kozott csokkent, majd a 3. és 5. nap kozott novekedett,
mig a cisz-MUFA, a hidroxi- és ciklopropan-zsirsavak aranya novekedni latszott az 1. és a 3.
nap kozott, majd a 3. és 5. nap kozott csokkenést mutatott.

37 °C-on a telitett és a cisz-MUFA zsirsavak aranyai hasonld tendenciat mutattak, azaz
szintjiik kezdetben a 3. napig csokkent, majd a 3. és 5. nap k6zott emelkedett (18b abra), mig
a hidroxi- és ciklopropan-zsirsavak mennyisége ndtt az 1. és 3. nap kozott, majd a 3. €s 5. nap
kozott csokkent.

42 °C-on a SAFA és cisz-MUFA zsirsavak aranya fokozatosan csokkent a baktérium kultara
koraval, mig a hidroxi-zsirsavak szintje a tenyésztési id6 novekedésével specifikusan csdokkent
(18¢ abra). Végil, a ciklopropan-zsirsavak ardnya a koradbbi homérsékleteken megfigyelt
moddon az 1. és 3. nap kozott ndtt, majd a 3. €s 5. nap kozott csokkent.

Az LCFA ¢és MCFA zsirsavak ardnyat tekintve altalanossagban elmondhat6, hogy az LCFA
zsirsavak nagyobb dominancidt mutattak véres agaron, azonban a napok el6rehaladtaval

hasonld tendencia volt megfigyelheté mindkét taptalaj esetében.
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18. abra Az inkubaciés 1d6 hatasa a P. aeruginosa ATCC 27853 baktériumban talalhato
zsirsavak atlagos szazalékos aranyara (a teljes zsirsavtartalom %-a) (a) 25 °C, (b) 37 °C és (¢)
42 °C hémérsékleten, véres agar taptalaj hasznalataval. Az eredmények harom parhuzamos
mérésbdl (n = 3) szarmaznak, ahol a sz4zal¢kos aranyok atlagértékeit pontok és a hozzajuk
tartozo hibak (£SD) jelolik. Az optimalizalt kisérleti koriilményeket az Anyagok és modszerek

részben (4.3.6 GC-MS elemzés fejezet) részletezzik.
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5.3.3.5 Statisztikai elemzes

A kisérleti paraméterek €s a kisérletek soran kapott értékek kozotti kapcsolat feltdrasara
kiilonb6zd varianciaanalizis (ANOVA) eljarasokat végeztiink. Tobbutas varianciaanalizis
elemzést (MANOVA) hajtottunk végre a fix tényezok fiiggd valtozokra gyakorolt lehetséges
szignifikans hatdsdnak meghatarozasira. A MANOVA elemzés soran, ahol a tenyésztési
héomérséklet (25; 37; 42 °C), a taptalaj tipusa (agar, véres agar) és a tenyésztés idétartama (1, 3
¢s 5 nap), mint fix hatdsok, statisztikailag szignifikans kiilonbségeket mutattak a zsirsav-
komponensek k6zott a P. aeruginosa ATCC 27853 baktérium esetén: F(12) =2,686; p = 0,002;
Wilks' A = 0,818 ¢és parciais n2 = 0,065. A fiiggetlen valtozok (cstcs alatti teriilet, retencios
1d6, teriilet szdzalék) nagyszamu kombinacidjaval harom- és kétutas ANOVA elemzéseket
végeztiink. A tenyé€sztési hOmérséklet x taptalaj tipus % tenyé€sztési 1d6 valtozdk egylittese
esetén statisztikailag szignifikans kdlesonhatést kaptunk a csucs alatti teriiletre (F(4) = 4,198;
p = 0,003 ¢és parcialis n2 = 0,097), azonban nem mutatkozott szignifikdns kdlcsonhatés a
retencios 1d6 (F(4) =0,772; p = 0,545; parcidlisn2 = 0,019) €s a teriilet szazalék vonatkozasaban
(F(4) =0,403; p = 0,806; parcialisn2 = 0,010). A kétutas ANOVA eljarasok azt mutattak, hogy
a tenyésztési homérséklet x tenyésztési ido egylittesen statisztikailag szignifikans kolcsonhatést
mutattak a csucs alatti teriiletre, de nem alakult ki szignifikdns kdlcsonhatas a retencids 1d6 és
a teriilet szazalék esetén. A tenyésztési homérséklet x taptalaj tipus valtozok nem mutattak
statisztikailag szignifikans kolcsOnhatast a retencios idO, a csucsteriilet és a teriilet szazalék
tekintetében. Hasonloképpen, a téaptalaj tipus x tenyésztési 1d6 valtozok nem mutattak
statisztikailag szignifikans kolcsonhatast a retencids 1d6, a csucs alatti teriilet és a teriilet
szazalék tekintetében. Az egyutas ANOVA kimutatta, hogy a taptalaj tipus, valamint a
tenyésztési id0 statisztikailag szignifikans hatast gyakoroltak a csucs alatti tertiletre (p = 0,001

és p = 0,044).
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6 Eredmények értékelése

6.1 Az ionfolyadék komponenseket tartalmazé bevonat hatasa fehérjék elvalasztasara

kapillaris zonaelektroforézisben

Bazikus fehérjek CE elvalasztasa soran 4altaldnos probléma, hogy az elvalasztést
akadalyozhatja a fehérjék adszorpcidja a szilicium-dioxid kapillaris feliiletén. Ennek
minimalizalasa érdekében a kapillaris falanak kiilonféle tartos modositasait (kovalens kotéssel,
vagy fizikai adszorpcidval Iétrehozott bevonatok), vagy kiilonb6z0 adalékanyagok
pufferoldathoz val6 hozzaadésaval a kapillaris igynevezett dinamikus bevonatat alkalmazzak
(Hajba & Guttman, 2017.; Robb, 2007.). Bazikus fehérjék esetén a pozitiv toltésti bevonatok
eredményeznek hatékony elvalasztast, mint példaul a kationos polimerek (polibrén) (Haselberg,
de Jong, & Somsen, 2010.), kationos feliiletaktiv anyagok (cetil-trimetil-ammonium-bromid)
(Crihfield, Kristoff, Veltri, Penny, & Holland, 2019.), vagy ionfolyadékok ([bmim][BF4])
(Hajba & Guttman, 2024.) hasznalataval kialakitott tartos, vagy dinamikus bevonatok.

Munkank soran az 1-alkil-3-metil-imidazolium-alapt ionfolyadékok alkalmazasa a
kapillaris zonaelektroforézis elvalasztasokban két szempontbdl jelentett elonyt. Egyrészt az
imidazélium kationok jelenléte a kapillaris dinamikus bevonatdhoz vezetett, amely
megakadalyozta a bazikus fehérjék adszorpciojat a kapillaris feliiletén. Masrészt az
elvalasztandé komponensek a kapillarisfalat bevono, és/vagy az elektrolit oldatban jelenlévd
szabad imidazolium-ionokkal kiilonféle kolcsonhatdsok (ionos, diszperzids, proton
donor/akceptor) révén  kapcsolodhattak, amely kolcsonhatisok az  elvalasztas
mechanizmusdban modosulast okozhattak €s a komponensek jobb felbontasat eredményezték.

Az ionfolyadék-tartalmi pufferoldatok pH-ja az ionfolyadék koncentracio, valamint a
torzsoldat elkészitése soran a hdmérseklet €s az elkészitéstol eltelt id6 fliggvényében valtozott.
Tobb kozleményben is beszdmolnak arrél, hogy a tetrafluoro-borat aniont tartalmazo
ionfolyadékok vizes kozegben hidrolizdlnak, ¢és az egyensulyi 4allapot eléréséhez a
koriilményektdl fiiggden (hdmérséklet, pH, koncentracio) eltérd idore van sziikség (Cui, €s
mtsai., 2010.; Freire, Neves, Marrucho, Coutinho, & Fernandes, 2010.; Wamser, 1948.;
Mesmer & Rutenberg, 1973.) Mig koncentralt oldatban a tetrafluoro-borat anion stabil, addig
vizes oldatban hidrogén-fluorid képzddése mellett lassan, foként hidroxi-fluoro-boratokka
hidrolizdl. A hidrolizis folyaman kevésbé domindlé termékek is képzOddhetnek, mint

tetrafluoro-borsav (HBF4), szolvatalt [bmim]" és [BF4]" ionok, valamint ezek Kkiilonb6z
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asszociatumai, amelyek az ionfolyadék-viz rendszerek puffer funkcidjat biztositjak. Tudjuk
tovabba azt is, hogy a BF4 tartalmu ionfolyadékok savassdga az anion hidrolizisének
koszonhetd. Wamser kimutatta (Wamser, 1948.), hogy a HBFs vizes oldatai a higitas
mértékeétdl, a hdmérséklettdl €s az elkészités utdni allasi id6tdl fiiggden hidrolizalnak. Freire és
mtsai. (Freire, Neves, Marrucho, Coutinho, & Fernandes, 2010.) azt talaltdk, hogy a tetrafluoro-
borat tartalmt ionfolyadékok minden altaluk vizsgalt koriilmény (savas és bazikus pH, 25 - 100
°C) ko6zott hidrolizalnak, azonban a hidrolizis mértéke jelentdsen fligg a hdmérséklettdl és a
pH-tol. Vizsgalataik sordn tovabba azt is tapasztaltdk, hogy a 4 ml térfogata, 2,2 M
koncentracidéju ionfolyadék-viz elegy egyensulyi allapotanak eléréséhez a homérséklettdl
figgden 30 perctdl 24 oOraig tartd taroldsra volt szlikség. Mig mas szerzOk a fluorid-tartalmt
ionfolyadékok hidrolizisének vizsgalata soran azt talaltdk, hogy a [bmim][BF4] esetében a
napok elérehaladtaval novekvd mennyiségben fluorid-ion képzdédik (Cho, Pham, Jeon, & Yun,
2008.; Villagran, Deetlefs, Pitner, & Hardacre, 2004.). Az utobb emlitett ion vizes kozegben
hidrogén-fluoridda alakulva szintén hozzéjarulhat az ionfolyadékok vizes elegyeinek csokkend
pH-jahoz az id6 eldrehaladtaval.

Az ionfolyadék-tartalmt pufferoldatok pH-ja a koncentraciotdl fiiggden 1,5 és 3 kozé esett,
amely értékek mellett a magas izoelektromos ponttal rendelkezd fehérjék pozitiv toltéstiek
voltak. Egy bevonat nélkiili kvarc kapillarisban a fehérjék feliileti toltésiiktol (pH) fiiggden
adszorbedlodhatnak a kapillaris bels6 feliiletén, viszont megfeleld bevonattal, mint példaul az
imidazdlium kationok elektrosztatikus kolcsonhatdsa altal létrehozott pozitiv bevonattal a
pozitiv toltéshi fehérjék adszorpcidja megakadalyozhato.

Felmeriilhet a kérdés, hogy amennyiben a pufferben ionfolyadék komponens is talalhato,
keletkezik-e EOF, avagy sem, ¢és ha igen, milyen lesz az dramlas iranya. Korabbi
vizsgalatokban mind a pozitiv (Wu, Wei, Su, Xu, & Chen, 2008.), mind a negativ (Jiang, és
mtsai., 2003.) polaritast (azaz a katdéd, vagy az andd felé torténd migraciot) sikeresen
alkalmaztak fehérjék elvalasztasara ionfolyadékok jelenlétében. Corradini €s mtsai. (Corradini,
Nicoletti, & Bonn, 2009.) altal alkalmazott katéd iranyu ,ko-elektroozmotikus kapillaris
elektroforézis”, azaz amikor az elektroozmotikus aramlas €s a mintakomponensek vandorlési
iranya megegyezik, a bazikus fehérjék rovid idOn beliili, azonban kis felbontasu elvalasztasat
mutatta alacsony IL-koncentracioju acetat puffer (pH 4) hasznalata esetén.

Az éaltalanosan hasznalt EOF markerek, mint az aceton vagy a nitrometdn, esetiinkben
nehezen tették lehetévé az EOF mobilitasdnak pontos meghatdrozasat az ionfolyadék
komponensekkel kialakul6 erds kdlcsonhatasaik kovetkeztében (Ruiz, Ferro, Palomar, Ortega,

& Rodriguez, 2013.; Miillerova, Dubsky, Svobodovd, & Gas, 2013.). Ennél fogva
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kovetkeztetéseinket ezek figyelembevételével igyekeztiink levonni. A foszfatpuffer (pH 2,2)
hasznalataval, a bevonat nélkiili kapillarisokban végzett kisérleteink azt mutatjak, hogy ezen a
pH értéken sem az andd, sem a katdd iranyaba nem alakult ki elektroozmotikus dramlas. Ezzel
szemben az [emim]|[BFs] és [bmim][BF4] ionfolyadék tartalmi pufferoldatok (pH 2,2)
alkalmazasa esetén, a megfeleld ionfolyadék eleggyel bevont kapillarisokban az aceton eltérd
viselkedést mutatott, de mindkét esetben csupan negativ polaritasnal (-18 kV) tapasztaltunk
csucsot. Ez alapjan azt feltételezziik, hogy a dinamikusan bevont kapillarisokban az IL-viz
elegyek alkalmazéasaval andd iranytt EOF alakult ki. Ugyanakkor a bazikus fehérjék migracidja
katod irdnyu volt, ami azt mutatja, hogy a fehérjék mobilitasa meghaladta az andd iranytt EOF
hatasat. A 19. abra a kapillaris zonelektroforézis elvalasztds mechanizmusat abrazolja
imidazdlium kation-alapt ionfolyadékok hasznalataval puffer komponensként és a kapillaris

falat modositd anyagként fehérjék elvalasztasara.

Injektalas Ok VO VoM VN Detektalas
yHxC CxHy  yHxC CHy yHC™ 7 CHy yHxC 7 CiHy
cfoRcXoYoloXooNcYoRcXoJoXoYXe!
@ Andd EOF IL— mintakomponensek @ Katdd
AH@ OQ,HAO ONCICNONONCAONOXOXCXOON
SN WS, L M A A OHE R0l H
N\Q/N N\Q/N N\Q/N N\Q/N

19. abra A Kkapillaris zonaelektroforézis elvalasztds mechanizmusa imidazélium-alapt
ionfolyadékok alkalmazisaval. A bekarikdzott negativ ionok az elektrolitban jelenlévé
anionokat, azaz a tetrafluoro-borat aniont és a hidrolizise soran keletkezé egyéb anionokat

jelslik.

Az ionfolyadékok alkalmazasaval nagy felbontast és keskeny csticsalakot értiink el optimalis
futasi idon beliil. Ezen megfigyelések mellett azonban egy 10j hatds is megjelent az
ionfolyadékok jelenléte kovetkeztében. Mig a hagyomanyos rendszerekben a
pufferkoncentracidé novelése a (katod iranytl) EOF csokkenéséhez vezethet, esetleg hosszabb
elvalasztasi folyamatot okozva, addig esetiinkben az IL-koncentracid 25-r6l 125 mM-ra
emelésével — andd iranya EOF-t feltételezve — a fehérjék migracios ideje megnott. Ez
feltehetden az IL-komponensek kapillaris faldn torténd adszorpcidjara vezethetd vissza, amely
befolyasolta az EOF-t, de ami még fontosabb, hogy ez a hatas a bazikus fehérjék megvaltozott
elektroforetikus viselkedésébdl adodhat az ionfolyadék komponensekkel 1étrejovo eltérd

meértekll kolcsonhatasok kovetkeztében. Azt is fontos megjegyezni, hogy a pufferoldatok pH-
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ja nott az IL-koncentracié csokkentésével. Az ilyen komplex hatasok nyomonkovetésére az

eredmények statisztikai elemzésére volt sziikség.

6.2 A Kkapillaris zoOnaelektroforézis elvalasztdsi mechanizmusa ionfolyadékok

jelenlétében

Elképzeléseink alapjan a fehérjék hatékony elvalasztasdhoz a kapillarisfal dinamikus
bevonasa mellett az ionfolyadékok ¢és a fehérjék kozott létrejové kolcsonhatasok is
hozzajarultak. A két hatast jo1 szemléltetik az 5. abra elektroferogramjai, ahol egyfeldl lathatéd
a bevonat (5b abra), valamint az ionfolyadékokkal kialakulé interakcidk (Sc és d abra) hatasa
az elvalasztasra. Amint az azonos pH-ja, de eltéré pufferoldatok hasznélataval kapott
eredményekbdl kitlinik, a fehérje csticsok felbontasa nagymértékben megndvekedett az
ionfolyadékok jelenlétében (Sc és d abra), 0sszehasonlitva a foszfatpuffer alkalmazéasaval
kapott alacsony felbontassal (5a és b abra). A fehérjek kiilonb6z6 oldatkornyezetekben
mutatott konformacioinak és effektiv toltésének meghatarozasara iranyulo kisérleti és elméleti
vizsgalatok kimutattdk (Zhang, Wu, Zhang, Fang, & Xu, 2019.), hogy a 2,2 pH-ju foszfat-citrat
tekintetében okoz valtozast. Az ionfolyadékokkal végzett kisérleteink sordn a migracios
sorrendben megfigyelt valtozasok azt jelzik, hogy jelentds kdlcsonhatasnak kell jelen lennie az
ionfolyadék komponensek ¢€s a fehérjék kozott. Hasonlo eredményeket figyeltek meg Jiang és
mtsai. (Jiang, €s mtsai., 2003.), akik kiilonboz6 alkillanct ionfolyadékokat alkalmaztak bazikus
fehérjék elvalasztasara, ¢és az alkilcsoport hatasanak vizsgélata soran arra jutottak, hogy bar a
fehérjék migracidés sorrendje nem valtozott az elvalasztis sordn, jelentds kiilonbségek
figyelhetok meg az elvalasztas idejére €s a csucsok formajara vonatkozdan. Rovid analizis 1d6t
¢s ¢les csucsokat értek el az [emim][BF4] hasznélataval citokrom c, lizozim, tripszinogén és a
kimotripszinogén elvalasztasa esetében. Erdemes megemliteni, hogy a mioglobin mobilitésa a
kiilonb6zd kisérleti elrendezésekben szokatlan modon valtozott. A jelenség a mioglobin
szerkezeti tulajdonsagaival magyarazhato, amelyet a fehérjék ionfolyadékok jelenlétében
torténd kristdlyosodasa soran figyeltek meg. A tapasztalatok alapjan a fehérjék
ionfolyadékokban torténd olddédasa vagy kristalyosodéasa soran kialakuld kdlcsonhatasok sok
esetben javitjak a fehérjék termodinamikai stabilitasat (Vrikkis, Fraser, Fujita, MacFarlane, &
Elliott, 2009.; Verissimo, és mtsai., 2022.). Judge és mtsai. (Judge, és mtsai., 2009.) nagyszamu
imidazdlium-, ammoénium- €s foszfonium-alapt ionfolyadék fehérjekristalyosodasra gyakorolt

hatasat vizsgaltdk, ahol érdekes mddon, az ionfolyadék hozzaadasa a mioglobinra nézve
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minden esetben denaturaciot okozott. Eredményeink azt mutattak, hogy a két IL esetében nem
volt szignifikans kiilonbség az elvélasztasi idokben (p = 0,874), €s nem valtozott a migracios
sorrend sem, bar a [bmim][BF4] érzékenyebb detektalast és fokozott csticsélességet mutatott az
[emim][BF4] ionfolyadékkal szemben. Tovabba a nem bevonatos €s bevonatos kapillaris
kapillarisban kapott jelek esetében tapasztalt intenzitaskiilonbségek oka az lehet, hogy az
imidazo6lium-alapt ionfolyadékok fényelnyeléssel rendelkeznek az alkalmazott 200 nm
detektalasi hullamhosszon, amely megemeli az alapvonal jelét és csokkenti a fehérjecsucsok
relativ intenzitasat. Ennek kovetkeztében az ionfolyadékkal bevont kapillarisban mért jelek
kisebbek, a nem bevonatos kapillarisban pedig ez a “hattérabszorbancia” hianyzik, igy a
fehérjecsucsok relativ intenzitasa nagyobb volt.

Bar a kutatasok azt sugalljdk, hogy az ionfolyadékok anionjainak erdsebb hatasa lehet a
fehérjék stabilitasara a kationokhoz képest (Diddens, 2017.; Todinova, 2016.), a jelenlegi
irodalomban hianyoznak a kozvetlen adatok az ionfolyadékok anionjainak potencialis
hatasairol fehérjek vizes kozegben végrehajtott CZE elvalasztdsaira. Az elméleti kémiai
szimulaciok azonban ravilagitottak, hogy a kationok koncentraci6ja meghaladja az anionok
koncentracidjat a fehérjek feliiletén, fliggetleniil azok toltésétdl (Haberler, Schroder, &
Steinhauser, 2012.; Klahn, Lim, Seduraman, & Wu, 2011.). Emellett kimutattak, hogy a
vizmolekuldk és az ionfolyadék-ionok kolcsonhatasait tekintve tulnyomorészt az anionok
esetében erdsebbek ezek az interakciok, a kationokhoz viszonyitva (Cammarata, 2001.).
Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy az elvalasztast tilnyomorészt az imidazélium kationok
befolyasolhatjak. Mindazonaltal, az anionok is kdlcsonhatasba léphetnek a fehérjék megfeleld

részeivel, amelyet foként Coulomb-kolesonhatasok és hidrogénkotések iranyitanak.

6.3 A kapillaris zonaelektroforézis médszer alkalmazhatosaga

Az ionfolyadék-tartalmu pufferoldatokat alkalmazé modszer gyakorlati alkalmazhatdsagat
csirke tojasfehérje és huméan konny elemzésével igazoltuk. A lizozim kivalod elvélasztdsa az
egyéb jelenlévd fehérjéktdl lehetdve tette a mintdk lizozimtartalmanak meghatarozéasat. A
tojasfehérje masik f6 fehérjekomponense, az ovalbumin mennyiségi értékelése azonban nem
volt lehetséges, mivel ahogyan azt mar korabban kimutattak, ez a fehérje tobb glikoforma
Osszetett keveréke (Landers, Oda, Madden, & Spelsberg, 1992.). Bar az ovalbumin
komponensek itt is elvaltak egymastol, az azonositas és a mennyiségi meghatdrozas nem volt

lehetséges a tojasfehérje mas fehérjéivel vald atfedés miatt (9a abra).
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6.4 Zsirsav-metil-észterek elvalasztasi tulajdonsagainak jellemzése eltérd polaritasa GC

oszlopok alkalmazasaval

Jelentés kiilonbségeket figyeltiink meg a két polisziloxdn-alapu oszlop, valamint a
polisziloxan és az ionfolyadék-alapi oszlopok elvalasztasi tulajdonsdgainak Gsszehasonlitasa
soran. Az eredmények ramutattak arra, hogy az apolaris és a kozepes/nagy polaritasi
polisziloxan-alapi oszlopok a telitett és egyszeresen telitetlen zsirsavak elvalasztasdban
hatékonyak, az extrém polaris IL-alapi oszlop pedig a valtozatos szerkezetii zsirsavakat
tartalmazo, komplex mintdk elvalasztdsdban eldnyos, amelyet a masik két oszloppal nem
sikeriilt teljes mértékben megvalositani. Tovabba az SLB-IL111 oszlopon kevesebb koeltcio
volt észlelhetd, mint a polisziloxan-alapti oszlopokon (10. és 11. abra). Mindez az oszlopok
eltérd szelektivitdsara és polaritasara, valamint a komponensek allofazisban mutatott eltérd
megoszlasi tulajdonsagaira vezethetd vissza. Mint koztudott, az apolaris tulajdonsagu
komponensek az apolaris allofazisban oldédnak jobban, amely igy nagyobb retencidohoz vezet.
Ennek megfelelden a polaris komponensek elvalasztasara erdsen polaris allofazisok alkamasak,
ahol az elvalasztasi mechanizmus a komponensek polaritasatol és illékonysagatol fligg
(Harynuk, Wynne, & Marriott, 2006.). A polarizalhat6 anyagok, mint példaul a kettds kotéssel
rendelkez0 FAME komponensek esetében erdsebb retencid alakul ki a nagy polaritadsa
oszlopokon, mint a telitett valtozatuk esetén, az allotazissal 1étrejovo erdteljesebb dipol-dipol
kolcsonhatasok kovetkeztében. Ennél fogva a nagyfoku telitetlenség erdsebb retenciot von
maga utan az erdsen polaris oszlopok esetében.

A polisziloxan-alapti all6fazisok esetében a polimer véazlanc funkcidés csoportjai a
lanchosszisag, a kettds kotések szdma é€s helyzete, valamint a cisz/transz izoméria alapjan
valasztjak el a komponenseket. Ezen tilmenden, a polimer terminalisan aktiv hidroxilcsoportja
¢s a FAME észtercsoportja kozott hidrogénkotés 1étrejottének lehetdsége is fennall. Ugyancsak
kialakulhat diszperzios kdlcsonhatas a polimer alkil-oldallanca és a FAME szénlanca kozott.
Amennyiben az allofazis cianocsoportokat tartalmaz (példaul a DB-225MS oszlop), ez
eldosegitheti a cisz/transz izomerek hatékonyabb elvalasztdsat. Az ionfolyadék-alapt oszlop
esetén az allofazis €s a zsirsav-metil-észterek részlegesen pozitiv és negativ részei kozott
dipolus-dipolus kdlcsonhatasok alakulhatnak ki, amely kdlesonhatést fokozhatja, ha az all6tazis
aromas gylriit tartalmaz (pl. SLB-IL111 oszlop). Az imidaz6lium-kationok hidrogénkotés-
képzé képessége szintén szerepet jatszik az elvalasztds folyamatdban. A kationok ezen
tulajdonsagat széles korben megvizsgaltdk (Takamuku, és mtsai, 2018.; Roy, Mandal,

Banerjee, & Sarkar, 2018.; Zhang, Wang, & Yu, 2010.; Dong, Zhang, Wang, & Yao, 2006.).
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Esetiinkben az imidazolium-kation elektronhidnyos hidrogénatomjai szolgéalhatnak a
hidrogénkotés hidrogéndonoraiként, mig a FAME észtercsoport karbonil-oxigénjén 1évo
maganos elektronpar hidrogén akceptorként funkciondl. Ezek az intermolekuléris
kolesonhatasok egyiittesen ndvelik a komponensek retencidjat az ionfolyadék-alapu oszlopon,
kiilonosen a C18:2 régio cisz/transz izomereinek hatékonyabb elvalasztasat eredményezve. A
vizsgalt C18:2 geometriai izomerek (cisz,cisz-9,12; a cisz, transz-9,12; a transz,cisz-9,12 és a
transz,transz-9,12) 30 m hossza ionfolyadék-alapu oszlopon megvalosult elvélasztisa az els6
kozvetlen GC-MS elvalasztasa ezen vegyiileteknek. Megfigyeléseink lényeges informaciokkal
szolgalnak a framsz-zsirsavosszetétel meghatdrozasa terén, mind az ¢lelmiszeriparban
(Corazzin, ¢és mtsai., 2019.; Schlormann, és mtsai., 2016.; Zanferari, és mtsai., 2018.), mind a
klinikai kutatasokban (Wan, és mtsai., 2016.; Devillard, és mtsai., 2009.).

Az ionfolyadékokban tilnyomorészt kation-anion parok lehetnek jelen, feltehetden a 13.
abran lathato elrendezésekben. A modellezés soran meghatarozott legalacsonyabb energidji
szerkezetek alapjan az anionok feltehetden nem vesznek részt azokban a kodlcsonhatasokban,
amelyek az elvalasztast befolydsolndk. Osszefliggés lathatd az izomerek ionfolyadék-alapu
oszlopon mutatott retencids sorrendje €s polaritasuk kozott. A komponensek szerkezetébdl
eredd polaritasa az alacsony polaritastél a magasabb polaritasig a kovetkez6 sorrendet koveti:
C18:2n-6tt, C18:2n-6tc, C18:2n-6¢t, C18:2n-6¢cc. Ez a sorrend megegyezik az ionfolyadek-

alapu oszlopon mért retencios sorrenddel.

6.5 A tenyésztési koriilmények hatdsa baktériumok ¢és bakterialis endotoxinok

zsirsavosszetételére GC-MS modszerrel

Ismert médon a kornyezeti tényezok valtozasai befolyasoljak a baktériumok bioszintézisét,
ennek megfeleléen a  baktériumok  kiillonbozOképpen jelenhetnek meg eltérd
gazdaszervezetekben. A 25 °C-on végzett tenyésztések jelentdsek a nozokomialis fert6zésekben,
segithetnek megérteni a korhdzi berendezések altal kozvetitett fertézéseket, €s optimalisak a
ndvényi patogén baktériumok szamadra is. Mig a 37 °C-on végzett tenyésztés képet adhat az emberi
szervezetben inkubdlodd baktériumok szerkezetérél. A 42 °C-os tenyésztési homérséklet jol
reprezentdlja a madarak kondicidit, ami az optimalis homérséklet a madarkorokozok szamara.

Egy fert6zés kialakulasdban az elsd 1épés a fert6z6 dgens megtelepedése a gazdasejten.
Ebben a folyamatban a baktériumsejt felszinének osszetevoi alapvetd szerepet jatszanak, hiszen
ezek a komponensek kothetik a baktériumsejteket a gazdasejtek citoplazmatikus membran

receptorathoz. A Pseudomonas torzsek felszine gazdag makromolekuldkban, ugymint
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kapszularis poliszacharidokban, kiilsé membranfehérjékben €s lipopoliszacharidokban. Ezek a
szerves makromolekuldk toltéssel rendelkeznek, mivel kiilonbozé aminocukrokbdl,
aminouronsavakbol ¢€s aminosavakbdl allnak, beleértve a lipid-A részben talalhato
fosztatcsoportokat is. A bakteridlis sejtek célsejthez valdo kotddésében meghatarozo a
baktériumfelszin hidroféb vagy hidrofil jellege ¢és toltése. Ez a folyamat a kornyezeti
feltételektdl és a bakteridlis sejtfal GsszetevOitdl egyarant fiigg. Ha a kornyezeti feltételek —
hémérséklet, pH vagy ionkoncentracido — megvaltoznak, az befolyasolhatja a baktériumsejtben
zajlo bioszintetikus folyamatokat. A makromolekuldk bioszintézisében bekovetkezett valtozas
befolyasolhatja 0Osszetételikket, a baktériumok kolonizacios ¢€s fertdzoképességét. A
membranban nagy aranyban jelenlévé ¢és az egyes baktériumokra jellemzd teljes
zsirsavtartalom elemzése lehetdve teszi a kiilsé hatasok altal bekdvetkezd valtozasok nyomon
kovetését.

A validalasi eljaras eredményei azt mutatjak, hogy az SLB-IL111 oszlopra kidolgozott
modszer pontos, hiteles ¢és alkalmas a vizsgalt zsirsav-metil-észterek analizisére. A
rendszeralkalmassag, a napon beliili és napok kozotti ismételhetdség, valamint az atlagos
pontossag mind megfeleltek az ajanlott elfogadési kritériumoknak (ldsd az Anyagok és
Modszerek fejezetben). A mérési eredmények szorosan illeszkedtek a kalibracios gérbékhez,
megerdsitve a meghatarozas pontossagat és reprodukalhatosagat. Az ionfolyadék allofazis altal
biztositott intermolekularis kolcsonhatdsok (hidrogénkotés, dipol-dipdl kdlesonhatasok)
sokfélesége lehetdveé tette a valtozatos szénatomszamu és telitettségli zsirsavak sikeres
elvalasztasat, valamint mindségi és mennyiségi meghatarozasat biologiai matrixokbol, mint
példaul baktérium izoldtumokbol.

Optimalis koriilmények mellett (37 °C-os teny€sztési homérséklet, agar taptalaj ¢és
egynapos inkubacids i1d0) a vizsgalt Pseudomonas fajokban, altalinossdgban a SAFA, a cisz-
MUFA, a hidroxi- és a ciklopropan-zsirsavak voltak azonosithatok (8. tablazat), amely
pontosan egyezik a Gram-negativ baktériumok jellegzetes zsirsavaira vonatkozo korabbi
irodalmi eredményekkel (Lingfa, 2015.). A telitett zsirsavak 4ltalanos nagyaranyu eléfordulasa
a kultarakban, merev és kevésbé permeabilis membranszerkezetre utal az optimalis
koriilmények esetén (Zhang & Rock, 2008.). Ezt a hatast tovabb erdsiti a nagy mennyiségi
(90%) LCFA zsirsavak jelenléte (Segura, Duque, Mosqueda, Ramos, & Junker, 1999.).

A cisz-MUFA zsirsavak nagy mennyiségét is megfigyeltiik, amelyek kulcsfontossag
prekurzorai a ciklopropan- és a transz-MUFA zsirsavaknak, valamint a membran fluiditasanak

¢s permeabilitasdnak fenntartasdban is fontos zsirsavak (Kim, és mtsai., 2005.).
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A P. aeruginosa PAO1 baktérium ¢és lipopoliszacharidjainak eredményeit 6sszehasonlitva
elsésorban a zsirsavkomponensek eloszlasdban talaltunk szignifikdns kiilonbségeket (9.
tablazat). Kozismert, hogy a Gram-negativ baktériumok LPS szegmensének jelentds részét a
hidroxi-zsirsavak képezik (Lodowska, Wolny, Weglarz, & Dzierzewicz, 2007.). Eredményeink
1s azt mutattdk, hogy mig a baktériumban a MUFA, addig az LPS-ekben a hidroxi-zsirsavak
dominaltak. A P. aeruginosa antibiotikumokkal szembeni rezisztencidjdnak egyik {0
mechanizmusa altaldnosan a kiilsé membran alacsony permeabilitdsanak fenntartdsa (Pang,
Raudonis, Glick, Lin, & Cheng, 2019.). Ezt tiikr6zi a SAFA ¢és ciklopropan-zsirsavak magas
jelenléte, amelyek csokkentik a membran permeabilitasat, valamint a cisz-MUFA zsirsavak kis
el6forduldsa, amelyek pedig novelik a membran permeabilitésat.

Tanulmanyok bebizonyitottdk, hogy a baktériumok szdmos olyan mechanizmust képesek
kifejleszteni, amelyek lehetdveé teszik szamukra, hogy kedvezdtlen koriilmények kozott is
tuléljenek. Mivel a sejtvédelem els6 vonala a membran dsszetételének megvaltoztatasan alapul,
amellyel csokkenthetd a mérgez6 vegyliletek/szennyezd anyagok/antibiotikumok felé kialakuld
fluiditds és permeabilitas, a baktériumsejtekre a kovetkezd zsirsavaranyok megvaltoztatasa
lehet jellemzd: (1) telitetlen-telitett zsirsavak, (2) cisz-transz izomerizacio, (3) anteizo-izo-
elagazasu szerkezetek, (4) rovid-hossza lancu zsirsavak és (5) MUFA-ciklopropéan zsirsavak
aranyanak megvaltozasa.

A fObb zsirsavosztalyok Osszehasonlitasa azt mutatta, hogy a 25 °C-rol 42 °C-ra emelt
tenyésztési homérséklet valtozast eredményezett a telitett, telitetlen, elagazd, hidroxi- és
ciklopropan-zsirsavak eloszlasaban egyarant. A novekvé homérséklet megvaltoztatta a telitett
zsirsavak csucs alatti teriilet szazalékait az 6sszes vizsgalt izoldtum esetén. A telitett zsirsavak
mennyiségében megfigyelt ndvekedés a sejtmembran novekvd merevségét ¢€s csokkend
permeabilitasat jelzi, amely megakadalyozhatja az antibiotikumok/szennyezd anyagok
bejutasat a sejtbe.

Junker és mtsai. (Junker & Ramos, 1999.) kimutattik, hogy a cisz-transz izomerizacio €s a
transz-MUFA zsirsavak jelenléte lehetové tette a P. putida baktérium novekedését az optimalis
37 °C-tol eltérd, magasabb homérsékleteken is. Bar kisérleteinkben a cisz-MUFA zsirsavak
aranyanak csokkenése volt megfigyelhetd, a megfeleld transz-MUFA zsirsavak aranya nem
nott a hdémérséklet valtozasaval. Mindazonaltal megfigyeltiik a ciklopropan-zsirsavak
megfeleld cisz-MUFA-prekurzoraikhoz viszonyitott aranyanak novekedését a homérséklet 25
°C-r0l 37 °C-ra emelése alatt. Mivel a ciklopropan-zsirsavak jelenléte csokkenti a
sejtmembranok permeabilitasat (Cronan & Luk, 2022.), megallapithato, hogy esetiinkben a

membran permeabilitdsa és fluiditasa 37 °C-on csokkent.
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Tovabbi megfigyelésiink a hOmérseklet-emelkedés hatasdra az elagazd zsirsavak
megjelenése volt. Erdekes modon az iC15:0, iC16:0 és iC17:0 zsirsavak mindossze a
hémérséklet 42 °C-ra vald emelésével voltak kimutathatok a P. putida baktériumban. A
kiilonbdz6 Pseudomonas fajok zsirsavosszetételére vonatkozd korabbi eredmények alapjan
(Moss & Dees, 1975.) az elagazé zsirsavak teljes mennyiségét az izo-elagazo zsirsavak teszik
ki. Az eldgazo lancu zsirsavak nem adnak szoros tomorséget, igy rugalmassa teszik a membrant,
megakadalyozva annak merevségét (Zhang & Rock, 2008.), azonban a mi esetiinkben ilyen kis
koncentracidban (6,6%) ez a hatas kevésseé érvényesiilhetett.

Buchanan és mtsai. (Buchanan, Ernst, Elborn, & Schock, 2009.) megtfigyelték, hogy a P.
aeruginosa képes modositani LPS-einek szerkezetét, azon beliil is a kiilonb6zd lanchossziisagu
hidroxi-zsirsavaik ardnyat. Eredményeik Osszefliggésbe hozhatok a baktérium antibiotikum-
rezisztenciajaban bekovetkezd valtozasokkal. Ezzel szemben mi azt talaltuk, hogy a
kimutathat6 hidroxi-zsirsavak koziil a 2-OH és a 3-OH-C12:0 volt azonosithaté a PAO1 LPS-
ben, melyek ardnya a hdmérséklet emelkedésének hatasara valtozott.

A tobbszordsen telitetlen zsirsavak szintén nélkiilozhetetlenek a membran fluiditasanak
fenntartdsaban (Sanderson, 2013.). Erdekes modon ezeket a zsirsavakat nem azonositottuk
vizsgalataink soran, kivéve a PAO1 LPS esetét, amikor 42 °C-on ~20%-0s arannyal jelentek
meg.

A tenyésztési hOmérséklet valtozasara adott tovabbi reakcid az egyes zsirsavak eltlinése volt.
Szamos telitett zsirsav, a hdmérsékletet 37 vagy 42 °C-ra emelése esetén nem volt kimutathato
az izolatumokban.

Az agar és véres agar taptalajokon kapott zsirsavprofilok 6sszehasonlitdsa soran mindségi
¢s mennyiségi kiilonbségeket is megfigyeltiink. Hasonl6sadguk ellenére a véres agaron kialakult
zsirsavosszetétel szignifikdnsan kiilonbozott a hagyomanyos agar taptalajétol.

Szamos tanulmany jelent meg a hagyomdnyosan hasznalt agar-alapt taptalajok
0sszehasonlitdsarol, baktériumok zsirsavosszetételének elemzése céljabol. Walczak-Skierska
¢s mtsai. (Walczak-Skierska, Ztoch, Pauter, Pomastowski, & Buszewski, 2020.) azt feltételezik,
hogy a zsirsavprofilokban jelentkezd kiilonbségek foként a taptalajok tapanyagbeli
eltéréseiknek tulajdonithatok, és vizsgalataik sordn a tapanyagban gazdag tapkozegben volt
megtigyelhetd magasabb zsirsavtartalom. Annak ellenére, hogy a véres agar egy tapanyagban
dusitott taptalaj, kisérleteinkben az egyik legszembetinObb kiilonbség mégis a zsirsavak
elttinése volt az agar taptalajhoz képest. Altaldnosan tobbféle zsirsavat azonositottunk, és sok

esetben intenzivebb csucsokat figyeltiink meg az agar taptalaj alkalmazasdval. Tovabba a
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SAFA ¢s LCFA zsirsavak nagyobb aranya rugalmatlanabb ¢€s kevésbé permeabilis
membranszerkezetre utal a véres agar taptalaj hasznalatakor.

Mindamellett a taptalajok okozta jelentds kiilonbségek, azok zsirsavaranyainak valtozasabol
adddhatnak. Scherer €s mtsai. (Scherer, Miiller, Rath, & Ansorg, 2003.) a Helicobacter pylori
tenyésztését hasonlitottdk Ossze egy zsirsavmentes agar €s egy 5% baranyvérrel dusitott,
zsirsavakat is tartalmazo véres agar taptalaj hasznalatakor, és a zsirsavprofilokban mutatkozé
kiilonbségeket a tapanyagban gazdag taptalajbol torténd zsirsavfelvételnek tulajdonitottak. Azt
talaltak, hogy telitett zsirsavakat a baktérium sejtek termelik, igy a nagyobb mennyiségben valo
jelenlétiik a véres agar taptalajon arra utal, hogy a sejtek tovabbi telitett zsirsavakat vesznek fel
a véres agar taptalajbol.

Csupan egyetlen esetben, a C18:1c esetében észleltiink 1) zsirsav képzOdését a véres agar
taptalajban, amely Gsszhangban van Scherer és munkatarsai megallapitasaival, akik azt is
bebizonyitottdk, hogy a C18:1c megjelenése a zsirsavprofilban a C18:1c-tartalma véres agar
taptalajbol torténd felvétel kovetkezménye.

Kisérleteinkben az inkubacids iddé valtozasa szintén jelentds hatast gyakorolt a zsirsavak
eloszlasara és koncentraciojara, mind agar, mind véres agar taptalaj esetén. Altalanossagban
elmondhaté, hogy a baktériumok novekedése exponencidlis eloszlast kovet az 1dd
fliggvényében, amely négy fazissal modellezhetd le, ugymint késleltetési fazis, exponencialis
fazis, stacionarius fazis €s haldlozasi fazis (Paulton, 1991.). Az egyes fazisok iddtartama
fajonként eltérd lehet. A Pseudomonas nemzetségbe tartozd fajok novekedési gorbéivel
foglalkoz6 tanulmanyok, a ndvekedés valtozasait tobbnyire maximum 50 Ora alatti
idétartamban vizsgaltak (Khelissa, Abdallah, Jama, & Chihib, 2019.; Luo, és mtsai., 2016.),
amikor is a ndovekedési fazis lassan eléri a haldlozési fazist €s a baktériumok elpusztulnak
tapanyaghiany miatt. Al-kafaween ¢és mtsai. (Al-kafaween, Mohd Hilmi, Jaffar, Al-Jamal, &
Zahri, 2019.) azonban kimutattdk, hogy a harmadik nap az optimalis tenyésztési id6 a P.
aeruginosa szamara, hogy erds biofilmet képezzenek. Kisérleteink soran szintén jellemzden a
harmadik inkubaciés napon gylijtott mintdk esetén tapasztaltuk a legintenzivebb
zsirsavestcsokat.

Ahogy az inkubécids id6 az 1. naprol az 5. napra nétt, foként a zsirsavprofilok eloszlasi
kiilonbségeit figyeltiik meg, azonban néhany esetben a 3. és 5. napon 0 zsirsavak is
megjelentek az 1. naphoz képest. A 3. és 5. napon megjelentek az izo-elagazo zsirsavak, amely
a membran fluiditdsanak novekedését jelzi, €s ami megkonnyiti a vegyliletek bejutasat a

sejtmembranba.
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A 42 °C ¢és az 5 napos inkubaciés id0 olyan szintli eltérést mutatott az idealis
koriilményektdl, amely a zsirsavak mennyiségének altalanos csokkenését okozta, a hidroxi-
zsirsavak kivételével. A hidroxi-zsirsavak mennyisége ugyanis a napok eldrehaladtaval
novekvo tendenciat mutatott agar €s a véres agar taptalajon egyarant. A szakirodalom ezt azzal
magyardzza, hogy nagy mennyiségii polihidroxi-alkanoat (PHA) vegyiilet halmozddik fel a
baktériumokban, amikor korlatozott tapanyag all rendelkezésiikre (Madison & Huisman, 1999.;
Ayub, Julia Pettinari, Méndez, & Lopez, 2006.). Ezek az anyagok hidroxi-zsirsavakbdl allnak,
¢s fontos szén- €s energiatarold vegyiiletek, amelyeket kiilonféle baktériumok szintetizalnak.

Hasonloképpen, az LCFA zsirsavak szazalékos Osszetételének jelentds csokkenése volt
megfigyelhetd az 5. napon 42 °C-on. A tenyésztési koriilményektdl fliggetleniil azonban az
LCFA zsirsavak dominaltak az elemzések soran.

Piotrowska-Seget és mtsai. (Piotrowska-Seget & Mrozik, 2003.) azt talaltak, hogy Gram-
negativ baktériumok a korlatozott tdpanyagokra is reagalhatnak azaltal, hogy a MUFA
zsirsavakat ciklopropan-zsirsavakkd alakitjak. Eredményeink megerdsitik ezt a hatast,
nevezetesen az agar taptalajon a MUFA zsirsavak ardnya csokkent, a ciklopropan-zsirsavak
mennyisége pedig nott (pl. 25 °C-on az 1. és 3. nap kozott, illetve 37 és 42 °C-on a 3. és 5.
kozotti napokon).

Bar a Pseudomonas fajok zsirsavprofiljat valtozatos koriilmények kozott kordbban mar
atfogoan vizsgaltak, az azonos nemzetségbe tartozo baktériumok ilyen jellegli 6sszehasonlitéasa,
valamint az SLB-IL111 oszlop ilyen fajta hasznalata a részletes modszerfejlesztéssel €s
validalasi eljarassal, korabban nem kertilt leirasra.

A baktérium kiilsé behatasok altal bekdvetkezd szerkezeti valtozéasai révén befolyasolja a
membran permeabilitasat, valamint az antimikrobialis szerekkel szembeni ellenallo képességét.
A baktériumok szerkezetében bekdvetkezett valtozdsok nyomonkdvetése segithet feltarni a
bakterialis patogenitds szamos ismeretlen aspektusat. A kapott eredmények ) lehetdséget

teremthetnek a betegséget okozd patogén baktériumok virulencidjanak csokkentésében.

93



7 Osszefoglalas

Kisérleteink sordn imidazolium-alapti ionfolyadékok szerepét vizsgaltuk kapillaris
elektroforetikus és a gadzkromatografids elvalasztasok hatékonysagaban.

Bazikus fehérjék (citokrom c, lizozim, mioglobin, tripszin és apo-transzferrin) kivalo
elvalasztasat értilkk el — a nem bevonatos kapillarisban végzett kisérletekhez képest —
imidazo6lium-alapt ionfolyadékok (1-butil-3-metil-imidazolium-tetrafluoro-borat és 1-etil-3-
metil-imidazélium-tetrafluoro-borat) alkalmazasaval puffer komponensként és a kapillarisok
belsd feliiletének modositasara kapillaris zonaelektroforézisben. Az ionfolyadék bevonat
megakadalyozta a fehérjék kitapadasat a kapillaris faldra, az ionfolyadékokkal kialakulo
kolesonhatasok révén pedig hatékony elvalasztas valosult meg. Az ionfolyadékokkal 1étrejovo
kolcsonhatasok befolyasoltdk tovabba a fehérjék migracios sorrendjét az elvalasztas soran.
Bemutattuk, hogy az ionfolyadékok hasznalataval végzett fehérjeelvalasztasok nagy
biztonsaggal megismételhetok. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy az ionfolyadék oldatok
elkészitési folyamata hat az oldat pH-jara és ezaltal a fehérjék elvalasztdsara, amely
Osszefliggést korabban masok nem tanulmanyoztdk. Ily modon szisztematikusan
standardizaltuk az elektroforetikus elvalasztas folyamatat az optimalis feltételek megteremtése
érdekében. A kidolgozott modszert sikeresen alkalmaztuk valds biologiai mintdk, mint

tojasfehérje- és human konnyminték fehérjéinek elemzésére.

Megvizsgaltuk egy 52 komponensii és egy 4 komponensii, C4-C24 lanchosszusagu,
valtozatos szénatomszamu ¢s telitettségli zsirsav-metil-észter keverék retencids tulajdonsagait,
harom, kereskedelmi forgalomban elérhetd, kiilonboz6 polaritasu kapillaris oszlopon, GC-MS
modszerrel. Bemutattuk, hogy a harom oszlop eltérd szelektivitast mutatott a telitett, telitetlen
és cisz/transz zsirsavak irdnyaba, valamint a komponensek elucios sorrendje €s koelucidja is
kiilonboz6 volt. Habar mindhdrom moédszer megfelelt a validalasi kritériumoknak, az SLB-
IL111 oszlopra kidolgozott mdédszer bizonyult a legmegfeleldbbnek a cisz/transz 1izomerek
elvalasztasara. Eredményeink fényében feltételezhetjiik, hogy az ionfolyadék allofazis altal
biztositott intermolekularis kolcsonhatasok széles skaldja tette lehetdvé a nagy szerkezeti
heterogenitdsu zsirsavak sikeres elvalasztasat, valamint a linolsav-metil-észter négy geometriai
izomerjének alapvonali elvalasztasat, amely az els6 kdzvetlen GC-MS elvalasztasa a cisz, cisz-
9,12; cisz, transz-9,12; transz, cisz-9,12 €s transz,transz-9,12 C18:2 geometriai izomereknek, 30

m hossza ionfolyadék-alapt oszlop segitségével.
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Az SLB-IL111 rendkiviil poldris ionfolyadék-alapti oszlop alkalmazéasaval, GC-MS
modszerrel, megvizsgaltuk a tenyésztési hdmérséklet, a taptalaj €s az inkubaciods idé hatasat a
Pseudomonas aeruginosa PAO1 baktérium és lipopoliszacharidjai, a Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, a Pseudomonas putida és a Pseudomonas aeruginosa polirezisztens baktériumok
zsirsavosszetételére vonatkozdan. A kisérletek eredményei megerdsitik, hogy a kidolgozott
moddszer, beleértve a komplex minta szarmazékképzési eljarasat, a validalt GC-MS modszert,
valamint az ionfolyadék-alapi oszlop nagy elvalaszté képességét, megfelelonek bizonyult a
bakteridlis mikroorganizmusok vizsgalatara ¢és a kiils6 hatdsok altal bekovetkezd
szerkezetvaltozasok nyomonkovetésére. Megallapithatjuk, hogy a zsirsav-Osszetételt mind
mindségileg, mind mennyiségileg jelentosen befolyasoltak azok a koriilmények, amelyek
kozott a kulturakat tenyésztettiik. A tenyésztési hdmérsékletben, a taptalaj mindségében, vagy
az inkubacidés idében alkalmazott valtozasok egyes esetekben a zsirsavak ardnyanak
megvaltozasat, vagy éppen Uj zsirsavak megjelenését, akar eltlinését okoztdk. Az egyes
zsirsavak aranya, €s azok valtozasa dontd szerepet jatszik a baktériumsejt membranjanak
rugalmassadgaban ¢és permeabilitasdban, ami jelentdsen befolyasolja a gazdasejthez valo
tapadasat ¢s az antibiotikumos kezelések hatékonysagat. A koriilményekben alkalmazott
valtozasok befolyasoltak tovabba az endotoxinok dsszetételét is, amelyek a szervezetbe keriilve

modosithatjak a gyulladasos folyamatok intenzitdsat.
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8 Summary

In this work the role of imidazolium-based ionic liquids in the efficiency of capillary
electrophoretic and gas chromatographic separations was investigated.

Excellent separation of basic proteins (cytochrome c, lysozyme, myoglobin, trypsin and apo-
transferrin) was achieved — compared to the experiments performed in an uncoated capillary —
using  l-ethyl-3-methylimidazolium tetrafluoroborate ([emim][BF4]) or 1-butyl-3-
methylimidazolium tetrafluoroborate ([bmim][BF4]) ionic liquids as a background electrolyte
component and for modifying the inner surface of the capillaries in CZE. The ionic liquid-
coating prevented the proteins from adsorbing on the capillary wall, and effective separation
was achieved through the interactions with the ionic liquids. We have demonstrated that the use
of ILs in the separation of proteins can be repeated with high certainty. In our experiments, we
showed that the preparation process of ionic liquid solutions affects the pH of the solution and
thus the separation of proteins which relationship has not been previously studied. In this way,
we systematically standardized the process of electrophoretic separation to set up optimal
conditions. The method has been applied successfully for the analyses of real biological samples
such as proteins from egg whites and human tears.

The retention properties of two FAME mixtures (a 52-component and a 4-component,
C4—-C24 chain lengths with high structural diversity) on three commercial capillary columns of
different polarities (non-polar HP-5MS, medium/high polarity DB-225MS and extremely polar
SLB-IL111) were studied by GC-MS. We have demonstrated that the three columns showed
distinct selectivity towards saturated, unsaturated and cis/trans fatty acids, and the elution
orders and co-elutions of the components were also different. Although all three methods
corresponded to the validation criteria, the method developed for the SLB-IL111 column
proved to be the most suitable for the separation of cis/trans isomers. In the light of our results,
we can assume that a wide range of intermolecular interactions provided by the ionic liquid
stationary phase enabled the successful separation of fatty acids with high structural
heterogeneity, as well as the baseline separation of the four geometric isomers of linoleic acid
methyl ester, which is the first direct GC-MS separation of cis,cis-9,12; cis,trans-9,12;
trans,cis-9,12 and trans,trans-9,12 C18:2 geometric isomers using a 30 m long IL-based
column.

As an application of the method developed for the extremely polar ionic liquid-based SLB-

IL111 column, the effect of cultivation temperature, media and incubation time on the fatty acid
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composition of bacteria and their lipopolysaccharides (Pseudomonas aeruginosa PAOI1, P.
aeruginosa PAO1 LPS, P. aeruginosa ATCC 27853, P. aeruginosa polyresistant and P. putida)
was investigated using GC-MS. The results confirm that this technique, including the complex
sample derivatization procedure, the validated GC-MS method, and the separation power of the
ionic liquid-based column, proved to be suitable for the examination of bacterial
microorganisms and for monitoring its structural changes caused by external influences. We
can state that the fatty acid composition was significantly influenced both qualitatively and
quantitatively by the conditions under which the cultures were cultivated. Differences in the
culture conditions caused a change in the ratio of fatty acids, or even the appearance of new
fatty acids. The ratio of individual fatty acids and their changes play a decisive role in the
flexibility and permeability of the bacterial cell membrane, which significantly affects its
adhesion to the host cell and the effectiveness of antibiotic treatments. The changes in the
conditions also affect the composition of endotoxins, which can modify the intensity of the

inflammatory processes when they enter the body.
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Mellékletek

M1. tablazat A GLC-674 ¢és CRM47791 standard keverékek zsirsav-metil-észter
komponenseire vonatkozé kalibracios gorbe egyenletek €s determinacios egyiitthatok, napon
beliili és napok kozotti ismételhetdség, rendszeralkalmassag, valamint atlagos pontossag
értékek, a harom GC-oszlop optimalizalt modszerének meghatarozasaval. Az optimalizalt

kisérleti koriilményeket az Anyagok és modszerek fejezetben részletezziik.
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GLC-674

Zsirsavak GC oszlop Kalibracios gorbe Determinacios Ismételhetoség Rendszeralkalmassag® Atlagos
egyenlete® egyiitthato Napon beliil® Napok Retencios ido | Koncentracio pontossag’
(R*»" (RSD%) kozott (RSD%) (RSD%) (%)
(RSD%)
C4:0 HP-5MS n.d.
DB-225MS n.d.
SLB-IL111 n.d.
C6:0 HP-5MS y=2,57TE+07x - 1,16E+06 0,9355 9,83 9,11 0,08 2,89 102,4
DB-225MS y=3,69E+07x - 5,68E+05 0,9987 3,43 2,04 0,04 3,37 101,1
SLB-IL111 y=4,72E+07x - 8,16E+05 0,9969 4,22 2,78 0,17 4,12 102,7
C8:0 HP-5MS y = 3,94E+07x — 1,95E+06 0,9480 8,40 8,01 0,01 2,68 102,5
DB-225MS y=5,92E+07x - 1,65E+06 0,9976 4,75 1,85 0,02 4,74 101,8
SLB-IL111 y=7,47E+07x - 2,13E+06 0,9936 6,26 2,96 0,04 4,80 103,8
C10:0 HP-5MS y=2,40E+07x - 1,47E+06 0,9438 9,66 9,02 0,01 2,57 102,9
DB-225MS y = 3,68E+07x - 1,07E+06 0,9978 5,61 1,72 0,00 4,71 101,7
SLB-IL111 y=4,53E+07x - 1,28E+06 0,9941 6,24 2,96 0,02 2,97 103,6
C11:0 HP-5MS y = 5,08E+07x - 2,51E+06 0,9508 7,16 7,11 0,00 2,70 102,2
DB-225MS y=8,10E+07x - 2,38E+06 0,9979 5,12 1,98 0,01 4,52 101,7
SLB-IL111 y=9,82E+07x - 2,59E+06 0,9945 5,88 2,62 0,01 4,49 103,4
C12:0 HP-5MS y=2,81E+07x - 1,73E+06 0,9439 8,77 4,92 0,00 2,65 102,8
DB-225MS y=4,39E+07x - 1,29E+06 0,9978 5,45 1,51 0,00 4,42 101,8
SLB-IL111 y=5,35E+07x - 1,55E+06 0,9943 5,99 2,76 0,01 4,65 1034
C13:0 HP-5MS y = 5,85E+07x - 3,06E+06 0,9501 6,70 6,05 0,00 2,48 102,1
DB-225MS y=9,41E+07x - 2,70E+06 0,9979 5,05 2,02 0,00 4,56 101,7
SLB-IL111 y = 1,13E+08x - 3,02E+06 0,9944 5,97 2,83 0,01 4,66 103,5
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C14:1n-5t HP-5MS y = 8,72E+07x - 4,88E+06 0,9501 6,01 6,87 0,00 2,70 103,1
DB-225MS y=4,76E+07x - 1,47E+06 0,9977 5,38 1,99 0,00 4,73 101,9

SLB-IL111 y = 5,82E+07x - 1,68E+06 0,9938 6,49 2,58 0,01 4,61 103,7

Cl4:1n-5 HP-5MS y = 8,72E+07x - 4,88E+06 0,9504 5,92 6,56 0,00 2,70 102,3
DB-225MS y=9,08E+07x - 2,54E+06 0,9981 5,55 2,06 0,01 4,49 101,6

SLB-IL111 y = 1,23E+08x - 5,31E+06 0,9938 5,29 1,61 0,01 4,33 103,8

C14:0 HP-5MS y = 6,24E+07x - 2,93E+06 0,9528 4,99 4,27 0,00 2,49 102,1
DB-225MS y=9,41E+07x - 2,70E+06 0,9980 5,34 2,01 0,01 4,56 101,7

SLB-IL111 y = 1,20E+08x - 3,21E+06 0,9943 5,94 2,96 0,01 4,61 103,5

C15:1t HP-5MS y=9,29E+07x - 5,62E+06 0,9499 5,23 4,61 0,01 2,56 102,7
DB-225MS y=4,95E+07x - 1,52E+06 0,9972 6,95 2,34 0,01 4,43 102,0

SLB-IL111 y=6,09E+07x - 1,86E+06 0,9939 6,27 3,09 0,01 4,50 103,6

C15:1In-5 HP-5MS y=9,29E+07x - 5,62E+06 0,9496 5,17 4,58 0,01 2,56 102,5
DB-225MS y=9,67E+07x - 2,86E+06 0,9979 4,26 1,94 0,00 4,37 101,8

SLB-IL111 y = 1,53E+08x - 2,93E+06 0,9964 7,88 2,83 0,01 5,06 102,8

Cl15:0 HP-5MS y = 6,53E+07x - 3,26E+06 0,9538 6,98 5,15 0,00 2,48 102,2
DB-225MS y = 1,03E+08x - 3,21E+06 0,9978 5,16 2,04 0,00 4,60 101,9

SLB-IL111 y = 1,09E+08x - 6,99E+05 0,9946 4,73 3,73 0,01 5,57 103,1

C16:1n-7 HP-5MS y=6,01E+07x - 4,05E+06 0,9519 8,25 5,15 0,00 2,78 102,2
DB-225MS y=9,52E+07x - 2,79E+06 0,9981 5,74 2,05 0,02 4,55 101,7

SLB-IL111 y=1,17E+08x - 3,21E+06 0,9941 5,73 2,63 0,01 4,63 103,6

Clé6:1t HP-5MS y = 3,45E+07x - 2,06E+06 0,9481 6,89 5,46 0,01 2,48 102,3
DB-225MS y=5,15E+07x - 1,58E+06 0,9979 5,95 1,99 0,01 4,66 101,8

SLB-IL111 y=6,36E+07x - 1,99E+06 0,9936 6,11 2,39 0,01 5,21 103,6

Cl16:0 HP-5MS y = 1,01E+08x - 4,77E+06 0,9573 6,52 5,07 0,00 2,60 101,9
DB-225MS y=1,61E+08x - 4,85E+06 0,9979 5,12 1,96 0,01 4,53 101,7
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SLB-IL111 y = 1,55E+08x - 4,31E+06 0,9922 4,44 2,34 0,02 5,75 104,0

C17:1n-7 HP-5MS y=6,57TE+07x - 4,96E+06 0,9489 7,38 5,11 0,00 2,55 102,8
DB-225MS y = 1,00E+08x - 2,44E+06 0,9984 4,64 2,78 0,00 4,54 101,4

SLB-IL111 y = 1,26E+08x - 3,72E+06 0,9935 5,05 2,64 0,01 4,79 103.,9

C17:1t HP-5MS y=6,75E+07x - 3,66E+06 0,9554 8,36 4,83 0,00 2,55 102,1
DB-225MS y = 1,04E+08x - 3,34E+06 0,9975 5,32 2,25 0,01 4,58 102,0

SLB-IL111 y = 1,28E+08x - 3,71E+06 0,9938 6,17 2,78 0,01 4,92 103,7

C17:0 HP-5MS y = 1,04E+08x - 5,25E+06 0,9576 6,98 4,75 0,00 2,50 102,1
DB-225MS y = 1,63E+08x - 5,08E+06 0,9977 5,05 2,11 0,01 4,57 101,8

SLB-IL111 y=2,01E+08x - 5,61E+06 0,9938 5,36 2,66 0,03 4,75 103,7

C18:3n-6 HP-5MS y = 1,03E+08x - 7,95E+06 0,9526 6,59 5,19 0,01 2,65 102,8
DB-225MS y = 1,49E+08x - 5,11E+06 0,9975 3,42 2,26 0,02 4,88 101,9

SLB-IL111 y = 1,85E+08x - 4,79E+05 0,9966 6,45 2,07 0,01 4,65 100,4

C18:2n-6tt HP-5MS y = 1,01E+08x - 6,54E+06 0,9571 5,58 4,51 0,00 2,62 102,6
DB-225MS y = 1,02E+08x - 3,30E+06 0,9977 5,47 3,33 0,01 4,85 101,8

SLB-IL111 y = 1,42E+08x - 6,01E+06 0,9918 6,23 4,00 0,02 6,19 104,3

C18:2n-6 HP-5MS y = 1,01E+08x - 6,54E+06 0,9570 5,48 4,99 0,00 2,60 102,5
DB-225MS y = 1,53E+08x - 4,52E+06 0,9973 5,15 1,65 0,01 4,95 101,8

SLB-IL111 y = 1,85E+08x - 4,73E+06 0,9948 5,80 2,66 0,02 4,76 103,0

C18:3n-3 HP-5MS y=1,11E+08x - 6,81E+06 0,9554 6,53 5,56 0,01 3,62 102,6
DB-225MS y = 1,49E+08x - 5,20E+06 0,9973 5,03 2,27 0,01 4,88 102,1

SLB-IL111 y = 1,82E+08x - 7,10E+06 0,9786 2,69 1,22 0,01 5,00 105,0

C18:1n-12 HP-5MS y = 2,00E+08x - 8,12E+06 0,9689 9,59 4,27 0,01 2,08 102,0
DB-225MS | y=1,06E+08x + 4,19E+06 0,9976 3,03 2,82 0,01 6,20 97,3

SLB-IL111 y=9,38E+07x + 5,28E+06 0,9839 3,37 2,83 0,02 4,12 96,1

101



C18:1n-7t HP-5MS y=2,72E+08x - 1,03E+07 0,9615 9,45 5,23 0,01 2,87 102,5
DB-225MS y=5,31E+07x - 2,34E+06 0,9964 6,04 1,84 0,02 4,78 102,7

SLB-IL111 y=1,20E+08x - 1,61E+07 0,9667 8,04 2,01 0,03 4,78 109,5

C18:1n-7 HP-5MS y=2,72E+08x - 1,03E+07 0,9626 9,31 5,02 0,01 2,63 102,1
DB-225MS y = 1,03E+08x - 2,60E+06 0,9980 5,08 1,65 0,01 4,59 101,5

SLB-IL111 y = 2,40E+08x - 3,22E+07 0,9667 8,04 2,01 0,03 4,78 109,5

C18:1n-9t HP-5MS y=2,72E+08x - 1,03E+07 0,9624 9,35 5,12 0,01 2,63 102,3
DB-225MS y = 1,59E+08x - 7,02E+06 0,9964 6,04 1,84 0,02 4,78 102,7

SLB-IL111 y = 1,47E+08x + 4,71E+06 0,9998 5,70 3,23 0,03 3,59 100,2

C18:1n-9 HP-5MS y=2,72E+08x - 1,03E+07 0,9626 9,31 5,02 0,01 2,63 102,1
DB-225MS y = 1,06E+08x - 4,68E+06 0,9964 6,04 1,84 0,02 4,78 102,7

SLB-IL111 y = 1,10E+08x + 1,04E+07 0,9859 3,45 2,20 0,03 5,08 97,8

C18:1n-12t HP-5MS y = 2,00E+08x - 8,12E+06 0,9688 9,56 5,02 0,01 2,08 102,3
DB-225MS y = 1,06E+08x - 4,68E+06 0,9964 6,04 1,84 0,02 4,78 100,4

SLB-IL111 y = 7,55E+07x + 6,65E+06 0,9852 8,24 2,92 0,02 2,34 100,3

C18:0 HP-5MS y = 7,54E+07x - 4,54E+06 0,9579 7,22 4,81 0,01 2,42 102,7
DB-225MS y = 1,14E+08x - 3,65E+06 0,9971 5,29 3,19 0,01 4,68 102,1

SLB-IL111 y = 1,41E+08x - 4,74E+06 0,9936 5,05 2,66 0,04 4,66 103.,9

C19:1n-12t HP-5MS y = 1,24E+07x - 1,88E+06 0,9767 9,82 7,17 0,01 3,71 108,8
DB-225MS y = 5,41E+07x - 2,05E+06 0,9952 8,75 1,88 0,01 5,29 102,9

SLB-IL111 y=5,17E+07x - 1,6 7E+06 0,9920 6,51 2,06 0,02 4,87 104,8

C19:1n-9t HP-5MS y=9,59E+07x - 6,78E+06 0,9584 6,36 4,93 0,01 2,51 102,4
DB-225MS y=1,11E+08x - 2,91E+06 0,9983 3,42 4,14 0,01 7,88 101,5

SLB-IL111 y = 1,12E+08x - 2,99E+06 0,9953 5,52 2,43 0,02 4,78 103,0

C20:4n-6 HP-5MS y=1,12E+08x - 1,02E+07 0,9550 8,54 5,46 0,00 2,71 103,5
DB-225MS y = 1,54E+08x - 6,81E+06 0,9963 8,16 2,50 0,01 5,76 102,8
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SLB-IL111 y = 1,89E+08x - 5,92E+06 0,9952 7,13 3,61 0,01 4,23 103,4

C20:5n-3 HP5 -MS y=7,73E+07x - 5,79E+06 0,9555 8,55 5,21 0,00 2,57 102,5
DB-225MS y = 9,88E+07x - 4,99E+06 0,9939 4,72 2,06 0,02 5,71 103,3

SLB-IL111 y = 1,24E+08x - 3,64E+06 0,9938 6,12 3,22 0,00 3,81 102,5

C20:3n-6 HP-5MS y=7,37TE+07x - 5,91E+06 0,9533 8,59 5,45 0,00 2,50 103,1
DB-225MS y = 1,01E+08x - 4,83E+06 0,9953 6,09 2,09 0,01 6,11 103,2

SLB-IL111 y = 1,30E+08x - 4,33E+06 0,9948 5,30 2,68 0,01 2,04 103.,4

C20:2n-6 HP-5MS y = 1,06E+08x - 7,27E+06 0,9619 9,76 5,43 0,00 2,53 102,5
DB-225MS y = 1,55E+08x - 6,14E+06 0,9960 6,16 1,82 0,01 5,10 102,6

SLB-IL111 y = 1,98E+08x - 7,48E+06 0,9939 6,86 2,82 0,02 4,78 103,7

C20:1n-9 HP-5MS y = 1,45E+08x - 7,45E+06 0,9657 8,62 4,98 0,00 2,43 101,9
DB-225MS y = 1,00E+08x - 2,18E+06 0,9957 5,04 2,91 0,01 7,10 102,5

SLB-IL111 y=1,18E+08x - 4,91E+06 0,9835 5,33 3,05 0,02 5,92 104.,9

C20:3n-3 HP5 -MS y = 1,45E+08x - 7,45E+06 0,9652 8,55 5,02 0,00 2,43 102,1
DB-225MS y = 1,07E+08x - 3,90E+06 0,9972 5,43 2,68 0,01 3,83 102,3

SLB-IL111 y = 1,26E+08x - 3,95E+06 0,9952 7,13 3,61 0,01 4,23 103.,4

C20:1n-9t HP-5MS y=4,03E+07x - 2,59E+06 0,9543 9,92 5,09 0,00 2,48 102,4
DB-225MS y = 6,35E+07x - 3,48E+06 0,9946 6,49 5,30 0,04 7,86 102,7

SLB-IL111 y=6,29E+07x - 1,16E+06 0,9976 6,45 2,07 0,01 4,50 101,8

C20:0 HP-5MS y = 8,02E+07x - 5,01E+06 0,9591 9,41 5,02 0,00 2,48 102,5
DB-225MS y=1,16E+08x - 3,74E+06 0,9969 3,22 1,45 0,02 4,01 102,0

SLB-IL111 y = 1,46E+08x - 5,77E+06 0,9941 6,07 2,60 0,03 4,63 103,7

C21:0 HP-5MS y = 1,53E+08x - 1,36E+07 0,9578 5,62 5,37 0,00 2,66 103,5
DB-225MS y = 1,07E+08x - 3,90E+06 0,9972 5,43 2,68 0,01 3,83 102,3

SLB-IL111 y = 1,33E+08x - 2,17E+06 0,9715 4,61 4,15 0,03 3,40 100,8
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C22:5n-6 HP5 -MS y=T7,87E+07x - 8,21E+06 0,9606 9,61 5,02 0,00 2,57 101,8
DB-225MS y = 1,13E+08x - 8,74E+06 0,9871 8,97 3,17 0,01 6,81 105,3

SLB-IL111 y = 1,27E+08x - 5,51E+06 0,9945 6,21 3,03 0,01 3,93 103,7

C22:6n-3 HP5 -MS y = 8,05E+07x - 6,82E+06 0,9546 9,49 5,43 0,00 2,69 103,0
DB-225MS y = 8,94E+07x - 5,93E+06 0,9898 6,11 3,12 0,01 4,58 104,6

SLB-IL111 y=1,22E+08x - 6,10E+06 0,9936 6,77 3,41 0,01 4,31 103.,9

C22:4n-6 HP5 -MS y = 7,66E+07x - 6,44E+06 0,9568 7,15 5,35 0,00 2,48 103,2
DB-225MS y=9,93E+07x - 6,61E+06 0,9881 7,75 3,76 0,01 6,87 104.,9

SLB-IL111 y = 1,26E+08x - 5,29E+06 0,9947 6,19 3,28 0,01 4,07 103,6

C22:5n-3 HP5 -MS y = 8,09E+07x - 6,01E+06 0,9538 9,02 5,46 0,00 2,82 102,5
DB-225MS y=9,16E+07x - 5,6 7E+06 0,9909 7,36 3,62 0,01 4,71 104,1

SLB-IL111 y = 1,24E+08x - 5,96E+06 0,9940 6,42 3,21 0,01 3,96 103,8

C22:2n-6 HP5 -MS y=7,15E+07x - 6,48E+06 0,9572 8,25 5,81 0,00 2,58 103,5
DB-225MS y=9,88E+07x - 3,57E+06 0,9960 6,73 3,57 0,01 5,31 102,6

SLB-IL111 y = 1,28E+08x - 6,04E+06 0,9930 7,05 3,09 0,01 4,60 104,1

C22:1n-9 HP-5MS y=7,82E+07x - 4,47E+06 0,9632 8,78 5,14 0,00 2,44 101,8
DB-225MS y=9,23E+07x - 1,67E+05 0,9981 8,32 8,51 0,01 5,10 99,7

SLB-IL111 y = 1,30E+08x - 4,33E+06 0,9948 5,30 2,68 0,02 2,04 103.,4

C22:1n-9t HP-5MS y=4,39E+07x - 2,83E+06 0,9467 9,04 5,36 0,00 2,37 102,2
DB-225MS y = 6,50E+07x - 4,77E+06 0,9808 4,80 7,50 0,03 5,60 95,1

SLB-IL111 y=6,57TE+07x - 2,93E+06 0,9903 5,30 2,68 0,05 6,40 104,2

C22:0 HP-5MS y=4,17E+07x - 3,49E+06 0,9457 9,89 5,54 0,00 2,46 103,3
DB-225MS y=5,96E+07x - 2,62E+06 0,9926 8,95 2,70 0,01 4,61 103,7

SLB-IL111 y = 6,87E+07x - 3,07E+06 0,9952 6,18 2,98 0,03 4,06 103,6

C23:0 HP-5MS y = 8,23E+07x - 7,96E+06 0,9430 9,98 5,59 0,00 2,56 103,8
DB-225MS y = 1,02E+08x - 2,97E+06 0,9925 8,78 2,59 0,02 6,49 103,1
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SLB-IL111 y = 1,26E+08x - 3,92E+06 0,9967 7,13 3,61 0,03 3,87 102,8
C24:1n-9 HP5 -MS y = 3,82E+07x - 5,47E+06 0,9012 8,33 6,64 0,00 3,16 107,9
DB-225MS y=4,98E+07x - 1,06E+06 0,9985 7,56 1,65 0,01 5,53 101,5
SLB-IL111 y=6,5TE+07x - 5,58E+06 0,9818 6,19 3,01 0,02 3,78 108,0
C24:0 HP5 -MS y=4,15E+07x - 5,28E+06 0,9148 7,46 5,71 0,00 3,19 106,3
DB-225MS y=5,35E+07x - 1,59E+06 0,9971 2,89 2,41 0,01 2,99 102,6
SLB-IL111 y = 6,09E+07x - 2,87E+06 0,9920 6,24 3,05 0,02 4,26 104,5
CRM47791
Zsirsavak GC oszlop Kalibracios gorbe Determinacios Ismételhetéség Rendszeralkalmassag® Atlagos
egyenlete® egyiitthato Napon beliil’ Napok Retencios ido | Koncentracio pontossag'
(R*H" (RSD%) kozott (RSD%) (RSD%) (%)
(RSD%)
C18:2n-6¢cc HP-5MS y = 6,59E+06x - 1,13E+06 0,9174 4,63 3,96 0,02 2,64 112,7
DB-225MS | y=2,36E+07x + 4,80E+05 0,9972 1,27 1,73 0,01 3,54 117,1
SLB-IL111 y=2,77E+09x — 1,37E+05 0,9772 0,64 1,62 0,00 3,22 98,1
C18:2n-6tt HP5 -MS y = 1,02E+08x - 7,73E+06 0,9219 1,61 2,54 0,02 2,26 100,8
DB-225MS | y=1,16E+08x + 1,29E+06 0,9968 1,46 1,01 0,02 3,30 110,6
SLB-IL111 y = 3,03E+09x + 7,54E+04 0,9778 0,88 1,32 0,01 2,64 100,5
C18:2n-6tc HP5 -MS y = 1,02E+08x - 7,73E+06 0,9219 1,61 2,54 0,01 2,52 92,2
DB-225MS | y=5,11E+07x + 7,82E+05 0,9957 1,67 1,56 0,01 4,53 114,0
SLB-IL111 y = 3,28E+09x - 6,41E+05 0,9787 1,14 1,46 0,00 2,45 100,8
C18:2n-6¢t HP5 -MS y=3,36E+07x - 1,63E+06 0,9332 2,29 2,61 0,01 3,06 101,3
DB-225MS | y=4,71E+07x + 9,60E+05 0,9972 1,27 1,73 0,01 3,54 117,1
SLB-IL111 y = 3,38E+09x - 4,66E+05 0,9765 0,94 1,89 0,00 2,46 100,5

n.d. nem detektalhato
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(n = 3) jott létre.
b A kalibracios tartomany 0,1 és 1 mg/ml kézétt volt.

“ Az egyes mintak egy napon beliil elvégzett, harom parhuzamos elemzésbdl (n = 3) megallapitott koncentracio RSD% értékei 0,75 mg/ml koncentracid esetén.

4 A harom egymast kovetd napon megismételt, harom parhuzamos elemzésbdl (n = 9) megallapitott koncentraciéo RSD% értékei 0,75 mg/ml koncentracid
esetén.

¢ Az egyes mintak egy napon beliil elvégzett, hét parhuzamos emzésbél (n = 7) megallapitott retencios id6 és koncentracido RSD% értékei 0,5 mg/ml koncentracio
esetén.

& Az 6t kalibracios oldat egy napon beliil elvégzett, harom parhuzamos elemzésébol (n = 3) megallapitott koncentracio atlagos pontossaganak szazalékos aranya.

elemzésébdl (n = 3) jott 1étre.

b A kalibracids tartomany 0,008 és 0,08 mg/ml kozott volt.

' Az egyes mintak egy napon beliil végzett, hirom parhuzamos elemzésbél (n = 3) megallapitott RSD% értékei 0,06 mg/ml koncentraci6 esetén.

I A hdrom egymast koveté napon megismételt, harom parhuzamos elemzésbdl (n = 9) megéllapitott RSD% értékek 0,06 mg/ml koncentraci6 esetén.

k Az egyes mintak egy napon beliil végzett, hét parhuzamos elemzésbdl (n = 7) megallapitott RSD% értékei 0,04 mg/ml koncentracié esetén.
1 Az 6t kalibracios oldat egy napon beliil elvégzett, harom parhuzamos elemzésébél (n = 3) megallapitott koncentracio atlagos pontossaganak szazalékos aranya.
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M2. tablazat A BAME CP Mix standard keverék zsirsav-metil-észter komponenseire
vonatkoz6 kalibracios gorbe egyenletek és determinacids egylitthatok, napon beliili és napok
kozotti ismételhetdség, rendszeralkalmassag, valamint atlagos pontossag értékek, az SLB-
IL111 oszlop optimalizdlt modszerének meghatarozasaval. Az optimalizalt kisérleti

koriilményeket az Anyagok és modszerek fejezetben részletezziik.
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Zsirsavak Kalibraciés gorbe egyenlete® Determinacios Ismételhetdség Rendszeralkalmassag® Atlagos
egyiitthato (R?)" Napon beliil® Napok Retenciés idé Koncentricié pontossag'
(RSD%) Kozottd (RSD%) (RSD%) (%)
(RSD%)
C11:0 y=7,96E+06x + 1,08E+05 0,9951 4,53 3,81 0,03 4,25 100,9
C12:0 y=2,61E+07x — 1,35E+05 0,9975 3,85 3,07 0,02 5,60 98,7
C13:0 y=4,91E+07x — 8,95E+05 0,9923 2,15 2,21 0,02 5,68 99,5
C14:0 y = 6,65E+07x — 8,25E+05 0,9894 2,80 3,25 0,02 7,79 100,6
i C15:0 y=17,20E+07x — 1,91E+06 0,9896 3,00 3,31 0,02 8,70 100,6
ai C15:0 y=6,92E+07x — 1,71E+06 0,9946 2,69 2,50 0,02 9,70 100,5
C15:0 y = 7,66E+07x — 2,00E+06 0,9921 4,36 3,84 0,02 6,25 100,4
i C16:0 y="7,87E+07x — 2,18E+06 0,9899 4,16 4,65 0,02 8,66 101,2
C16:0 y = 8,46E+07x + 5,15E+05 0,9929 4,23 3,78 0,02 5,59 99,9
iC17:0 y = 8,59E+07x — 1,56E+06 0,9994 2,14 2,74 0,02 5,28 99,5
Clé:1c y=17,57E+07x — 1,39E+06 0,9975 2,41 3,76 0,01 5,81 99,8
C17:0 y = 8,60E+07x - 5,36E+05 0,9981 2,42 2,33 0,02 4,61 98,9
C17:0A y=7,85E+07x — 1,77E+06 0,9974 4,02 2,99 0,01 5,79 100,8
C18:0 y = 9,48E+07x — 2,86E+06 0,9975 3,64 2,67 0,02 9,68 101,0
2-OH C10:0 y = 1,49E+07x — 1,63E+05 0,9930 4,47 3,49 0,01 5,43 100,2
C18:1t y =9,06E+07x — 3,15E+06 0,9949 6,39 5,01 0,02 9,19 101,4
Cl18:1c y = 8,91E+07x — 3,17E+06 0,9962 5,18 5,95 0,02 9,59 102,0
C19:0 y=9,52E+07x — 2,25E+06 0,9626 6,43 6,26 0,02 6,39 99,6
C19:0A y=_8,71E+07x — 2,28E+06 0,9991 5,14 6,05 0,02 9,02 100,4
C20:0 y=1,21E+08x — 9,24E+06 0,9793 5,54 5,29 0,03 8,17 104,7
Cl18:2cc y=5,72E+07x + 4,51E+06 0,9511 4,48 3,20 0,01 5,54 91,9
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2-OH C12:0 y=4,11E+07x — 1,49E+06 0,9944 5,15 5,64 0,01 4,08 102,2
3-OH C12:0 y = 7,40E+07x — 2,42E+06 0,9975 7,15 6,35 0,02 4,12 101,0
2-OH C14:0 y=5,73E+07x — 1,17E+06 0,9956 4,36 4,34 0,01 5,44 101,0
3-OH C14:0 y = 6,95E+07x — 3,63E+06 0,9964 4,30 4,95 0,02 5,72 101,3
2-OH C16:0 y=6,63E+07x — 1,10E+06 0,9954 5,34 5,64 0,01 5,33 101,2

(n = 3) jott létre.

b A kalibracios tartomany 0,1 és 1 mg/ml kézétt volt.

/ey

“ Az egyes mintak egy napon beliil elvégzett, harom parhuzamos elemzésbdl (n = 3) megallapitott koncentracio RSD% értékei 0,75 mg/ml koncentracid esetén.

4 A harom egymast kdvetd napon megismételt, harom parhuzamos elemzésbél (n = 9) megallapitott koncentracio RSD% értékei 0,75 mg/ml koncentracié

esetén.

“ Az egyes mintak egy napon belill elvégzett, hét parhuzamos elemzésbdl (n = 7) megallapitott retencios id6 és koncentracio RSD% értékei 0,5 mg/ml

koncentracio esetén.

& Az 6t kalibracios oldat egy napon beliil elvégzett, harom parhuzamos elemzésébol (n = 3) megallapitott koncentracio atlagos pontossaganak szazalékos aranya.
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Ma3. tablazat A BAME CP Mix standard keverék komponenseinek kimutatdsi (LOD) és
meghatarozasi (LOQ) hatar értékei az SLB-IL111 GC-oszlopra optimalizalt mddszerrel
meghatarozva, GC-MS modszerrel. Az optimalizalt kisérleti kortilményeket az Anyagok és

modszerek részben részletezzik.

Zsirsavak LOD LOQ
(ug/ml)* (ug/mb)”
C11:0 0,08 0,25
C12:0 0,06 0,18
C13:0 0,10 0,31
C14:0 0,12 0,37
1C15:0 0,12 0,37
ai C15:0 0,09 0,26
C15:0 0,11 0,32
1C16:0 0,12 0,36
C16:0 0,10 0,30
1C17:0 0,03 0,09
Clé6:1c 0,06 0,18
C17:0 0,05 0,15
C17:0A 0,06 0,18
C18:0 0,06 0,18
2-OH C10:0 0,10 0,30
C18:1t 0,08 0,25
Cl18:1c 0,07 0,22
C19:0 0,07 0,20
C19:0A 0,04 0,11
C20:0 0,17 0,52
C18:2cc 0,27 0,80
2-OH C12:0 0,09 0,27
3-OH C12:0 0,06 0,18
2-OH C14:0 0,08 0,24
3-OH C14:0 0,07 0,21
2-OH C16:0 0,08 0,24

* A LOD értékek a jel/zaj arany > 3 esetén lettek meghatarozva.
b A LOQ értékek a jel/zaj arany > 10 esetén lettek meghatarozva.
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