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l. Bevezetés

A kapillaris elektroforézis (CE) egy modern, sokoldald analitikai
technika, amelyet pozitivan tolt6tt, negativan toltott és toltés nélkiili
vegylletek elvalasztasara hasznalnak, akar ugyanabban a mérésben
is. Bar a modszert el6szor Tiselius hasznalta 1937-ben, a CE alapjait
Hjertén fektette le 1967-ben, aki elsz6r mutatta be a kilonbozé
vegyliletek elvalasztdsanak (elméletét, el6nyeit és hatranyait)
lehet8ségét olyan forgdcsovek segitségével, amelyek bels§ dtméréje
3 mm volt szabad zdna elektroforézisben. Az évek soran kilonbo6zé
CE modokat fejlesztettek ki és tanulmanyoztak, nevezetesen a
kapillaris zéna elektroforézist (CZE), a kapillaris gélelektroforézist
(CGE), a micellaris elektrokinetikus kapillaris kromatografiat (MEKC),
az izotachoforézist (ITP), a kapillaris izoelektromos fokuszalast (CIEF)
és a kapillaris elektrokromatografiat (CEC). A CE mara egy
altaldnosan hasznalt elvdlasztasi technikdva valt, mivel nagyon kis
mennyiségli mintat igényel (1-10 nL), kénnyen automatizalhatd és
alkalmazhato, rovid elemzési id6vel rendelkezik és rendkivil
sokoldalu.

A CE soran tobbféle detektdlasi stratégia alkalmazhaté. Kordbban
leginkabb UV vagy fluoreszcens detektorokat hasznaltak, melyekhez
sziikséges a kapillaris kiils6 bevonatanak eltavolitasa. Mas
késziilékeket vezetGképesség és amperometrikus detektorokkal
szereltek fel. Manapsdg a tomegspektrometria (MS) egyre
gyakrabban hasznalt detektalasi méd a CE-ben. A CE és az MS
kapcsoldsa igen hatékony analitikai eszkozt eredményez, mivel
kombinalja a kiemelked6 detektalasi érzékenységet, a szerkezeti
informacidk nyujtasanak képességét és a CE magas elvalasztasi
hatékonysagat. igy a CE-MS mind a detektalast, mind az ismeretlen
minta szerkezetének meghatarozasat kinalja.

A kapillaris elektroforézis képes elkeriilni a szerves olddszerek
haszndlatat az elvalasztasok soran. A nemvizes kapilldris
elektroforézis (NACE) a kornyezeti és toxicitasi aggalyok mellett
akkor keriil széba, ha az adott vizsgalandd vegyiilet nem oldédik
kozonséges vizes olddszerekben, pufferben és fellletaktiv
anyagokban, példdul hidroféb ionos vegyiileteknél. Emellett a



legtobb szerves olddszer konnyebben pdrolog és alacsonyabb
felileti feszlltséggel rendelkezik, mint a viz, ami a NACE-t
alkalmasabba teszi az MS-hez valé kapcsoldashoz. Ennek
eredményeként a NACE-MS kapcsolas nagyon hatékony és
sokoldald, mivel ez az analitikai technika szamos elGnnyel
rendelkezik: gyors, alacsony mintafelhaszndlasid és magas
szelektivitasu.

Az értekezésben bemutatasra kerllé kifejlesztett mddszerek
hozzdjarulnak:

- 6 féle szerves sav kimutatdsahoz bormintdkbdl és ezaltal
borok minGségi ellenGrzéséhez, eredetvizsgalatahoz;

- tomegspektrometrias kapcsolat kialakitasahoz
szekvencialis injektalasi protokollal megvaldsitott kapillaris
izoelektromos fdékuszalds sordn, Uj lehet6ségeket nyitva
fehérjék elvalasztasahoz;

- lipid A molekuldk szerkezeti vizsgalatahoz, foszforilacids és
acilaciés profiljaik meghatarozashoz, ezaltal a bakterialis
fert6zések és kivaltott immunvalaszaik pontosabb
megértéséhez.



Célkitlizések

Munkdnk sordn olyan robusztus és megbizhaté mddszerek
kidolgozasara helyeztiik a hangsulyt, melyek lehetévé teszik a
kapillaris elektroforézis és tomegspektrometria kapcsolasat mind
vizes, mind nemvizes kozegben. A kidolgozott vizes és nemvizes
moddszereket ezutan alkalmaztuk bioldgiai szempontbdl fontos
mintak elemzésére.

Fébb céljaink:

CZE-ESI/QTOF-MS modszer optimalizalasanak
segitségével szerves savak mennyiségi meghatdrozasa
vorosborokban.

Szekvencialis injektalasi protokol fejlesztése a fehérje
mintak hatékony kapillarisba valé bejuttatasara a
tomegspektrometrids elemzés érdekében, mellyel az
amfolitok zavard hatasa kikerulhetd.

Nemvizes kézegben CE-MS maddszer alkalmazasaval (az
oldddasi korlatok kikliszobolésével) a lipid A izomerek
szétvalasztasa és jellemzése foszforilacios és acilacids
mintdzataik alapjan.

A megfelel6 CE polaritdsok és MS detektdlasi
koriilmények kivalasztasa, ideértve a szivdhatds és
kiils6 nyomas alkalmazasat is, annak érdekében, hogy
a lipid A molekuldk negativ és pozitiv ionizacids
modokban fragmentacids mintazatokon keresztiil
keriljenek azonositasra.

A lipid A foszforilaciés és acilacidos izomereinek
szétvélasztasa és jellemzése CE-MS és CE-MS/MS
mddszerrel.



IIl.  Anyagok és mddszerek

1. Reagensek

A macedon Vranec bor analiziséhez haszndlt reagensek - tejsav,
szukcininsav, almasav, bork&sav, shikiminsav és citromsav
standardok, polibrén (hexadimetrin-bromid, PB), ecetsav,
hangyasav, ammaonium-hidroxid és natrium-hidroxid - a Sigma-
Aldrich-t6l (Steinheim, Németorszdg) szarmaztak. Ultratiszta
desztilldlt viz (LC-MS Chromasolv®) a Fluka-tél (Buchs, Svdjc)
szarmazott.

A fehérje elvdlasztdsokhoz viz, metanol (LC-MS CHROMASOLV®
mindség), hangyasav (eluens komponens LC-MS-ben) és
ammonium-hidroxid oldat (28,0-30,0%), lizozim (14,3 kDa)
tojasfehérjébdl (290%), citokrom c (12,4 Da) ldszivbdl (295%),
mioglobin (17,0 kDa) lészivbG6l (290%), és B-laktoglobulin A (18,4
kDa) tejbdl (szarvasmarha) szdrmazo a Sigma—Aldrichtél (Steinheim,
Németorszag, és Saint Louis, MO, USA) kerlltek beszerzésre. A
foszforsav (85 m/m %), a natrium-hidroxid és a sdsav a Spektrum 3D-
t6l (Debrecen, Magyarorszag) szarmazott.

A lipid A analizis sordn metanol (MeOH) (LC-MS Chromasolv®),
diklérmetan (DCM) (Chromasolv Plus, HPLC-hez, >99,9%), trietil-
amin (TEA) és ecetsav (AcOH) (eluens adalékanyagok LC-MS-hez),
natrium-hidroxid (NaOH) és acetonitril (ACN) a Sigma-Aldrichtdl
(Steinheim, Németorszag) keriiltek beszerzésre.

2. Alkalmazott mUszerek és szoftverek

Munkank soran Agilent 7100 kapilldris elekrtoforézis késziilékkel és
Agilent 6530 Q-TOF LC-MS rendszerrel dolgoztunk. A két késziilék
Osszekapcsolasa egy Agilent Jet Stream ESI interfészen keresztil
tortént. A CE készilék iranyitasahoz és az adatfeldolgozashoz a
ChemStation B. 04.03. és 7.01 wverziét haszndltuk. A
tomegspektrométert az Agilent MassHunter B.04.00 szoftver
irdnyitotta.



3. Mérési kortulmeények

A borminta esetében 80 cm hosszi, 50 pm bels§ atméréji
polibrénnel fedett kapillarist haszndltunk. Méréseink soran -20 kv
feszlltségkulonbséget alkalmaztunk. Hattérelektrolitnak 50 mM
ammodnium-acetat puffer pH=6,0 valasztottuk. A kopenyfolyadék (1
v/v % hangyasav oldat) 0,7 pL/perc dramlassal kerlt széllitasra egy
LC izokratikus pumpdval (1260 Infinity sorozat, Agilent Technologies,
Waldbronn, Németorszdg). Az ESI/QTOF-MS negativ ionizacios
modban m(ikodott, 4,5 kV porlasztofesziiltséget alkalmazva. Szaritd
gaznak nitrogént alkalmaztunk 325°C-on, 8 L/perc aramlasi
sebességgel. A porlaszté gaz nyomasa 35 psi volt. A kopenygaz
hémérséklete 350°C volt, 11 L/perc &ramldssal. A TOF-MS
paraméterei a kovetkezGk voltak: fragmentator, 100 V, és szkimmer,
65 V. A repllési id6 analizator altal szkennelt tomeg/toltés (m/z)
tartomany 50-250 m/z volt, maximalis adatfelvételi id6vel 1000
ms/spektrum.

A fehérjék izoelektromos fokuszalasa soran Ampholine (pH 3,5-10;
pH 7-9; pH 4-6) amfolitokat alkalmaztunk. Méréseink sordan 70 cm
hosszu és 50 um belsé atmérgjd PAA bevonatu kapillarist (61,5 cm
az UV-detektorig) hasznaltunk. Anolitként és katolitként 50 mM
hangyasav (pH 2,3) oldatot és 100 mM ammadnium-hidroxid (pH
11,0) oldatot készitettuink, illetve az anolit és katolit oldatokat
egymassal titradltuk, amikor az elektrolitok mas pH-értékeket
igényeltek. Az amfolit zénak tipusa, koncentrdcidja és hossza
véltozott. A tipikus ,40/6/40” injektalas soran ,40/6/40”
masodpercig injektaltuk egymas utan injektalva az amfolitot, a
mintoldatot és Ujra az amfolitot. Méréseink soran a kovetkezd
elrendezések is alkalmazasra kerlltek: ,80/6/80”; ,160/6/0”;
,0/6/160”;,40/6/0” vagy ,,0/6/40”. A kisérletek soran az alkalmazott
feszlltségkiilonbség +20 kV (térerdsség 286 V/cm) volt. A mintak 10
perc fokuszdldst kovetéen 50 mbarral keriltek mobilizalasra a
feszlltségkilonbség fenntartasa mellett. MS koridlmények: a
porlasztd gaz (N2) nyomasa 20 psi, a szaritd gaz (N2) hEmérséklete és
aramlasi sebessége 300°C és 7 L/perc, a kopenygaz (N2)
hémérséklete és dramlasi sebessége pedig 300°C és 11 L/perc volt.



Az ESI kapillaris fesziiltsége 4000 V volt, a fragmentor és a szkimmer
potencialja 200 V, illetve 65 V-ra volt allitva. A képenyfolyadék (4:1
metanol/viz, 1% v/v hangyasav tartalommal) 10 ulL/perc aramlasi
sebességgel mikodott.

Lipid A mintdk esetében az optimalis hattérelektrolit oldat
Osszetétele MeOH:DCM:TEA:AcOH (40:60:1,08:0,36, v/v/v/v) volt. A
mérések kezeletlen kvarc kapillarisokban (50 um belsé atméré és 55
cm hossz) torténtek +30 és -30kV fesziltségkllonbség alkalmazasa
mellett. Az eredeti Agilent rozsdamentes acél ESI tl lecserélésre
kerilt az Agilent G7100-60041 platina tlre. Az MS korilmények:
kopenyfolyadék 0,06% (v/v) TEA-t és 0,02% (v/v) AcOH-t
tartalmazott MeOH-ban 5 pL/perc dramlasi sebességgel, amit egy
izokratikus pumpa (Agilent Technologies) adagolt a szplitteren
keresztiil 1:100 aranyban. Az elektrospray fesziiltség mind a negativ,
mind a pozitivionmddokban 3,0 kV-ra volt allitva. A nitrogén szarité
gdz aramlasi sebessége 5,0 L/perc volt 200°C-on, 15 psi nyomassal.
Az ioncstcsok CID MS/MS kisérletekkel prekurzor m/z-fliggd linearis
Utkozési energia gradiens alkalmazdasaval keriiltek azonositasra mind
pozitiv-, mind negativ-ion mdédokban.



IV.  Eredmények

1. Avizes kdzegben tortént modszerfejlesztések
eredményei

i Maceddn Vranec borminta CZE-ESI-QTOF-MS
vizsgalata

Egy gyors elvalasztasi mdodszer kerilt kifejlesztésre CZE-ESI/QTOF-
MS alkalmazasaval, mellyel sikerilt a kiilonb6z6 szerves savak
koncentracidit meghatarozni egy maceddn vordsbor mintabdl. A
borban elvdlasztott szerves savak: a tejsav, a borostyankésav, az
almasav, a bork&sav, a shikiminsav és a citromsav. A kisérletek soran
két illékony puffer, az ammdnium-acetat és az ammadnium-formiat
kerilt kiprobalasra az MS detektalas optimalizalasa érdekében. Egyik
hattérelektrolittal sem sikerillt az egyes vegyiletek alapvonalbeli
elvdlasztasa, azonban ez nem volt sziikséges, mivel megfelel6
extrahalt ion elektroferogramok keletkeztek, és a részleges
elvdlasztas még mindig biztositott elénydket. Az ammadnium-acetat
haszndlata megfelel6 extrahalt ion csicsokat eredményezett, igy
kivalasztasra kerilt hattérelektrolitként. Az ammodnium-acetat
koncentraciéjanak névelése 10-rél 75 mM-ig a csucsok szélesedését,
mig alacsonyabb hattérelektrolit koncentracidk hosszabb migracids
id6ket eredményeztek. Optimalis koértilményként az 50 mM
ammodnium-acetat puffer (pH=6,0) lett kivalasztva a szerves savak
elvdlasztasara.

Sem 80 cm-es, sem 120 cm-es kapillaris hasznalatdval nem sikerlt
az egyes vegyuletek alapvonalbeli elvdlasztdsa. Kiemelendd, hogy a
borkdésav, almasav és borostyank&sav egymashoz kozel vandorolt,
ezt kdvette a tejsav, shikiminsav és citromsav. A 4 perces futtatasi
id6 miatt 80 cm-es kapillaris kerult kivalasztasra a kisérletekhez.

Az elvalasztas és a csucsalak fenntartdsa érdekében a 20 kV-nal
magasabb potencialkilénbség nem keriilt alkalmazéasra, mivel a
feszliltség novelése rosszabb felbontast és csucsszélesedést



eredményezett. A kisérletek sordn kopenyfolyadékként 1% v/v
hangyasavat hasznaltunk, ami megfelel6en el&segitette a szerves
savak ionizacidjat.

ii.  Fehérje mintak CIEF-szekvencialis injektalas-ESI-
QTOF-MS vizsgalata

A modszerfejlesztés soran egy négy fehérjét tartalmazd keverék
keriilt mintaként alkalmazasra (lizozim, p/: 11,35; citokrém c, p!:
10,25; mioglobin, p/: 6,8; B-laktoglobulin A, p/: 5,3). Szekvencialis
injektalasi protokoll segitségével mind az amfolit, mind a
mintakeverék bejuttatasra kerilt egy 70 cm hosszui, PAA-bevonatu
kapillarisba CIEF-ESI/QTOF-MS analizis soran. A CIEF mérések soran
UV- és MS-detektalast is alkalmaztunk. Egy 10 perces fokuszalasi
|épés utdan a minta mobilizacidja 50 mbar nyomas alkalmazdasaval
valdsult meg az UV-illetve MS detektorhoz, az alkalmazott fesziiltség
fenntartasa mellett. Osszehasonlitottuk az 1%-os Ampholine pH 3,5—
10 amfolit oldatot és ,40/6/40” injektdlads protokollt, egy fele akkora
(0,5% v/v) amfolit koncentracié, de hosszabb ,80/6/80” injektalasi
protokoll alkalmazasaval. Kilénbo6z6 injektalasi protokollok keriltek
Osszehasonlitdsra, mint példaul ,80/6/80”, ,160/6/0” vagy
»,0/6/160”, 0,5%-0s, az el6z6h6z képest sziikebb pH tartoményd,
Ampholine pH 7-9 amfolit oldat alkalmazasa mellett. Ekkor
megfigyelhetd, hogy a kapilldrisban kialakulé amfolit zdnak hossza
szinte azonos maradt. Kilénosen figyelemre méltd, hogy a széles pH-
tartomanyu amfolit hasznalatakor a két bazikus fehérje nem volt jol
elvélaszthatd, habar a masik két fehérje alapvonal szinten elvélt. A
sz(ik pH-tartomanyu amfolitok (pH 7-9) hasznalata esetén azonban
hasonlé kisérleti feltételek mellett (alkalmazott nyomas,
mobilizacid) az el nem valasztott két bazikus fehérje a pH gradiens
katod feléli szélére vandorolt.

A négy fehérje elvalasztdsat elvégeztik Ampholine pH 7-9
amfolitokkal MS-detektaldssal, miutan jelent6s madositasokat
vezettlink be a CIEF kisérletekben. Annak ellenére, hogy a PAA
bevonat nem mobilizalja a pH gradienst, a CE m(iszer kapcsolédésa
az MS-hez az ESl interfészen keresztil indukalja a zonamobilizaciét
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(porlasztégaz szivé hatdsa). A nyomas alkalmazasanak hidnyaban is
a komponensek jelentGsen gyorsabban érték el az MS detektort,
mint a korabbi UV-detektdlast alkalmazé kisérletben. Az
eredmények azt mutatjak, hogy a ,,40/6/40” injektélasi protokoll
alkalmazasa (csak 0,5 v/v% amfolitok felhasznaldsaval) a négy
fehérje elvdlasztasat eredményezte, bar eltérd felbontassal.

Az amfolit koncentracidjanak hatasa az elvdlasztas hatékonysagara
és a pH gradiensre harom kiilonb6z6 koncentrdcié esetén keriilt
megfigyelésre Ampholine pH 4-6 oldattal. Az amfolit
koncentracidjanak csokkentése 1% -rol 0,5% -ra és 0,25% -ra élesebb
fehérje csucsokat és rovidebb pH gradiens zonakat eredményez. Bar
a két bazikus fehérje savja atfedi egymast (nem vdlaszhatdk el
egymastol), a mioglobin és a B-laktoglobulin A jél elkilonlinek az
alapvonalon.

2. A nemvizes kdzegben tortént modszerfej-
lesztések eredmeényei

i Lipid A NACE—ESI-QTOF MS/MS vizsgalata

Az els6 kisérletek célja a nemderivatizdlt bakterialis
foszfoglikolipidek elvdlasztasa volt NACE-ESI-MS segitségével.
Tekintettel a lipid A 6Gnmagdban rejlé heterogenitdsara, a kiilonb6z6
komponensek, amelyek magas felbontdsi Q-TOF MS mérésekkel
keriltek megkiilonboztetésre, egyszerre voltak jelen a mintdban. A
lipid A anionok elemzéséhez a S. sonnei esetében az elvalasztas
kozegélil szolgald olddszer tiszta metanol volt, amelyhez 0,36:0,12
térfogataranyban (v/v) TEA:AcOH elegyet adtunk.

ii.  Azelvalasztas hatékonysaga és szelektivitasa

Az elvdlasztas hatékonysaganak és szelektivitasanak optimalizalasa
érdekében a hattérelektrolit oldat olddszer-6sszetételének,

. sez



kerilt vizsgalatra, azon céllal, hogy mit okoz a kivalasztott lipid A
komponensek migracids idejében, az elvalasztas hatékonysagaban
és a felbontasban.

iii.  Foszforilacios hely és acilalasi profil
meghatarozasa tomegspektrometriaval

A 40-60% DCM-t tartalmazo hattérelektrolitban a lipid A molekulak
megnovelt oldhatdsaga noévelte a detektdlt MS jelek intenzitasat és
csokkentette az alsdé kimutatdsi hatdrértékeket. Ez a fejlesztés
lehet6vé tette a pontos szerkezetazonositashoz sziikséges MS/MS
fragmentacidos mérések végrehajtasat. A hattérelektrolitban és a
kopenyfolyadékban a TEA, mint adalék kerilt alkalmazasra, mely
negativ ion modban ldgossa téve a kozeget segitette a lipid A
komponensek deprotondlédasat [M—H]~ vagy pozitiv ionmddban
lehet6vé tette a trietil-amdnium addukt-ionok [M + H + TEA]*
kialakulasat.

A pozitivionmddu tandem tomegspektrumokban dominans B tipusu
ionok (B1 és B2, melyek a gliikézamin diszacharid glikozid kotéseinek
C1’ és C1 pozicidiban torténé hasadasa révén keletkeztek) keriltek
megfigyelésre. Ezek a fragmentdacids ionok diagnosztikai ionként
szolgdlnak a lipid A foszforilaciés mintazatanak detektdlasara.
Példdul a B: ion jelzi a foszforilacids allapotot a C1 pozicidban a
hozzdadott adduktképz8 agens (TEA), valamint a C1 szubsztituens
(azaz H3PO4 a Cl-foszforilacio esetén vagy H20 a C4’-foszforilacid
esetén) elvesztésével. Tovabba, a B1ion kdzvetett informaciét nyujt
a foszforilacios allapotrdl a C4’ pozicidban.

A pozitivionmddd tandem tomegspektrumokban két kiilonb6z6 B
ioncsucs jelent meg az azonos B: tipusy ioncsucs mellett 1264 m/z
értéknél, amely bizonyitékot szolgdltat két tetra-acilalt C4’-
monofoszforilalt lipid A izomer (P4’ és P4’* vegyiiletek) jelenlétére,
kilénb6z6 acildldsi mintazatokkal.

A negativ-ionizaciéos moédban rogzitett tandem tomegspektrumok
értékes informdacidkat nyujtanak a lipid A acildlasi mintazatairdl. A
deprotondlt monofoszforilalt lipid A prekurzorainak [M-H]~
fragmentacidja soran az észterkotott zsirsavak (mind elsddleges,
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mind masodlagos) lehasadnak. A fragmentacids folyamatokat
szabalyozé egyetlen foszfat csoport poziciéja miatt a zsirsav-
veszteségek egymdst kovet6en (C4’-foszforilacio esetén) vagy
versengbbben (Cl-foszforilacio esetén) torténhetnek. Annak
ellenére, hogy a kiilonb6z6 pozicidban foszforilalt izomer
szerkezetek kozott eltérések vannak az észterkotés-hasaddsok
preferencidjaban, rendkivil hasonlé tandem témegspektrumok
keletkeznek, amelyek azonos m/z értékekkel rendelkeznek,
kulonbo6z6 relativ intenzitasokkal. A NACE-ESI-MS/MS mddszer nagy
szelektivitast és érzékenységet kinal, lehet6vé téve a foszforilacids
izomerek CID fragmentacids folyamatainak pontos meghatarozasat
és Osszehasonlitdsat.
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V.

Tézisek

Sikerlilt ~ robusztus és  megbizhatd6  moddszereket
kidolgoznunk kapillaris elektroforézis és
tomegspektrometria 6sszekapcsolasaval, vizes és nemvizes
kozegben egyarant.

Maodszerlnkkel sikerilt hat kiilénb6z6 szerves savat (tejsav,
borostydnkdsav, almasav, borkdsav, shikiminsav és a
citromsav) azonositanunk és emellett a szerves savak
koncentracidit meghatdrozni vordsbor mintabdl CZE-
ESI/QTOF-MS segitségével.

A fehérjék (lizozim, citokrém c, mioglobin, B-laktoglobulin
A) elvalasztasat szintén vizes kozegben, szekvencialis
injektalasi protokoll segitségével izoelektromos
fokuszdlassal és MS detektdldssal valdsitottuk meg.
Kisérleteink soran valtoztattuk a kiilénb6z6 pH tartomanyu
amfolit fajtdkat és koncentracidikat, ,szendvics” és
,félszendvics” injektdlasi tipusokat, valamint az injektalt
z6ndk hosszat.

Nemvizes kozegben CE-MS maddszer alkalmazasaval sikerilt
a lipid A komponenseket elvalasztatunk. A mérések soran
négy csucs csoport kerilt megkiilonboztetésre 25 perces
elvdlasztasi id6 alatt, amelyek a nem-, C4’-monofoszforilalt,
Cl-monofoszforildlt és biszfoszforilalt lipid A-t képviselték.
Valtoztatdsra kerilt a hattérelektrolit oldat olddszer-
Osszetétele és koncentracidja abbdl a célbdl, hogy mit okoz
a kivalasztott lipid A komponensek migracids idejében, az
elvélasztas hatékonysagaban és a felbontasban.

A lipid A molekuldkat pozitiv és negativ ionizacids
modokban  fragmentaciés  mintazatokon  keresztil
azonositottuk foszforildcids és acildcids mintdzataik
alapjan. A metanol fokozatos cseréje diklér-metanra
jelent6s hatdssal volt a tetra-acilacids izomerek kritikus
parjainak szétvalasztasara. A TEA és AcOH elektrolit
adalékok mol- és térfogataranyainak valtoztatdsat is
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tanulmdnyoztuk mind normal, mind forditott CE polaritasi
médban.
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