Valaszaim Dr. Lambert Niandor egyetemi adjunktus opponensi véleményében megfogalmazott
kérdéseire

Mindenek eldtt szeretném megkdszonni Dr. Lambert Nandor atfogd és alapos birdlatat. A biraloi
kérdéseket félkovér kiemeléssel, a valaszamait normal fontokkal jelolom.

1. A kétrétegli tomormagvu alléfazisok tervezésénél a Jelolt javasolja Kkiilonbozo
feliilletboritottsagu rétegek hasznalatat az allofazis szemcsén beliil. A Jelolt véleménye szerint ez
befolyasolhatja-e a kromatografias csucs alakjat, szimmetriajat.

Amennyiben nem megfelel6képpen utoszilanizalt az allofazis, kiilonbozé mértékben boritott feliiletek
esetén eltérd csticsalakokat lehet tapasztalni forditott fazisi kromatografidban. A modositott szilikagél
eldallitasa soran a szilanol csoportok akar 40-60%-a is reagalatlan maradhat, igy energetikailag
inhomogén allofazis alakul ki. A feliileten két eltérd tulajdonsagti csoport van jelen. Egyrészt az alkil
lanc, amely gyenge diszperzids kolcsonhatds kialakitasara képes, masrészt a szilanol csoport, amely
erds H-hidas kolcsonhatast tud kialakitani, valamint a mozgdfazis pH-jatol fliggden a szabad szilanol
csoportok ionizalodnak, igy ioncserés kolcsOnhatds is létrejohet. A cstucsszélesedés és -szimmetria
szempontjabol kedvezdtlen, ha a vizsgalandé molekula szempontjabol az erésebb kdlcsonhatési helyek
vagy feliiletek aranya kicsi a kisebb kolcsonhatést kialakitokhoz képest. Ilyen esetekben a jelentdsen
megnovekedett zonaszélesedés és csucs aszimmetria oka az, hogy az erds kolcsonhatasi helyeket
talterheljiik, a komponens nagyobbik része a gyenge kolcsonhatasi hellyel 1ép kdlcsonhatasba. A
tulterhelés és a két szorpcios hely egyensulyi allanddja kozotti nagy kiillonbség széles kromatografias
csucsokat eredményez.

A nem reagalt szilanol csoportok hatasanak kikiiszobolésére utdszilanizalasi reakciokat alkalmaznak.
Kétrétegli allofazisok esetén ennek kiilondsen nagy jelentdsége van.

2. Dolgozataban a Jelolt megemliti, hogy a Phenomenex oszlopgyarté cég rendelkezik
kétrétegii tomormagva szemcsékkel toltott oszloppal. Az ezen oszlopon mérheté hatékonysag
mennyire egyezik a szamitasok soran becsiilt hatékonysaggal? A Jelolt tapasztalatai utan a gyarto
altal készitett toltet paraméterei mennyire kozelitik meg az idealis paramétereket?

A dolgozatban bemutatott modell alapjan kétrétegli tomormagv szemcsékkel toltott oszlop esetén a
legnagyobb hatékonysagot akkor lehet elérni nagyméretli biomolekuldk elvalasztaskor, ha mindkét
réteg esetén gyorsabb a porusdiffizio (10° cm*min, 300 A névleges porusatmérd), a belsd réteg pedig
kisebb retencidval (4=1,2, k=0,75) rendelkezik, mint a kiilsé (4,=3, k=2,45). Elméletben az ilyen
tulajdonsagokkal rendelkezd allofazisok alkalmazéasakor 1éteznek olyan esetek, amikor hatékonysaguk
meghaladja az egyrétegli fazisokét.

A Phenomenex oszlopgyartd cég altal készitett prototipus oszlop esetén a szemcsék belsd rétegének
porusmérete 100 A, a kiilsé rétegé 300 A. Ilyen paraméterekkel a modell alapjan nem varhatd jobb
hatékonysag Osszvetve az egyrétegli strukturakkal, igy kijelenthetd, hogy a kétrétegli prototipus oszlop
kialakitdsa nem volt idedlis. Ezt alatamasztja az alabbi publikacid, melyben a kiilonb6zd allofazis
struktaraju - koztiik az emlitett prototipus - oszlopok hatékonysagat vizsgaltdk kiilonbozé méretii
molekulak elvélasztasa esetén:



F. Gritti, et al., How changing the particle structure can speed up protein mass transfer kinetics in
liquid chromatography, J. Chromatogr. A (2012), https://doi.org/10.1016/j.chroma.2012.09.030

3. A Jelolt véleménye szerint a szemcseméret gradienssel rendelkezé folyadékkromatografias
oszlopok esetén, az oszlop mentén nem linarisan valtozo nyomasesés befolyasolhatja-e a
nagymolekulak retencios viselkedését és csucsszélesedését?

A folyadékkromatografias oszlopban nyomas — és hdOmérsékletgradiens retencids tulajdonsdgokra
gyakorolt hatasa jol ismert jelenség. Fehérjék esetében a retencids tényezo eltolodasa a molaris térfogat
nyomds okozta valtozadsaval magyarazhat6. Egy, a kutatocsoportunk keretében nemrégiben publikalt
kozlemény (Journal of Chromatography A 1704 (2023) 464135,
http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2023.464135) alapjan kijlenthetd, hogy a statikus nyomséagradiens
izokratikus elvalasztasok esetén jelentdsen csokkentheti az elvéalasztdsok hatékonysagat. A hatas
fehérjék és UHPLC koriilmények esetén kiilondsen jelentds. Mivel a dolgozatomban a szemcseméret
gradiens fazisokat mozg6fazis gradienssel egyiitt javaslom alkalmazni, ezért varhatoan ilyen esetekben
nem, vagy csak nagyon elhanyagolhatdé mértékli a nyomasesés csucsalakra gyakorolt hatésa.
Ugyanakkor a kérdés végleges tisztazasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

Fontos megjegyezni, hogy a fehérjék nagy nyomdason bekovetkezd konformaciovaltozasa is
valdszintisithetd. Egy még publikdlatlan tanulmanyunkban, PhD iddszakom alatt, fehérj¢ék UHPLC
koriilmények kozotti retencids viselkedésének kvalitativ értelmezésére dolgoztunk ki egy modellt,
amely figyelembe veszi a hdmérséklet- és nyomdsgradiens hatdsat, valamint a fehérjék konformacios
valtozasat. Kiilonb6zo fehérjék van’t Hoff-gorbéit abrazolva kiillonb6z0 nyomasesések esetén. a gorbék
nem linearis alakja az oszlopban keletkezd nyomaseséssel hozhatd Osszefiiggésbe. A nem linearisan
valtoz6 nyomasesés hatdsanak figyelembevételéhez sziikséges lenne a modell tovabbi kiegészitése.

4. Mibél lehet kovetkeztetni arra, hogy a butil-benzoat adszorpcios energiaeloszlasanak két
maximumat a szabad szilanol és C18-as csoportok jelenléte okozza és nem a bi-BET izotermara
jellemzo tobbrétegii adszorpcid, vagy a szerves olddszer feliileti dusulasa?

A szamitasoknal lokalis izotermaként eleve BET izotermat feltételeztem, emiatt nem varhato, hogy a
két adszorpcids csucs megjelenése a tobbrétegli adszorpcionak lenne kdszonhetd. A szerves oldoszer
feliileti dusuldsanak hatasat is kizarom, ugyanis az adszorpcids energiaeloszlas meghatarozasara
alkalmazott moédszer validalva lett kiilonb6z6 mértékben utdszilanizalt allofazisok esetén (K. Horvath,
et al., Multilayer adsorption in liquid chromatography — The surface heterogeneity below an adsorbed
multilayer, J. Chromatogr. A (2017), http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2017.05.020 ). Teljesen
utoszilanizalt fazis esetén csak egy, mig a részleges utoszilanizalads esetén esetén tobb adszorpcids
maximum figyelheté meg. Ebbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy az adszorpcidés maximumok szama az
adszorpcids feliilet heterogenitasdval hozhatd Osszefliggésbe, amit ebben az esetben a szilanol
csoportok okoznak, amik nagyobb enegidju kotéhelyek, mint az oktadecil csoport.
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