Valasz
Dr. Kilar Ferenc egyetemi tanar
opponensi véleményére

Koszondm Kildr Ferenc professzor urnak értekezésem alapos attanulmanyozasat és a hozza flizott
megjegyzéseket és kérdéseket.
El6szor a birdlatban szereplé megjegyzésekre, azok sorrendjében valaszolok.

Sajnos valdban el6fordulnak gépelési hibak a dolgozatban, igy a tisztelt Biralé altal felsoroltak.

Néhany abraalairas valéban nem tartalmaz minden egyes kisérleti paramétert, és emiatt az dbra esetleg
nem volt részleteiben érthetd. Ugy gondoltam, hogy sziikség esetén — az abraszévegben hivatkozott sajat
kozleményekben — a részletek megtaldlhaték, a nagyobb terjedelm(i dbraszovegek viszont tovabb
feszitették volna az értekezés megirdsara rendelkezésre allo keretet.

El6fordulhatott, hogy az abrdkon taldlhato jel6lések esetenként csak a hozza tartozd kézlemény alapjan
egyértelmdsithetd, de a tisztelt Birdld dltal hozott példanadl, a 20. dbranal ezt a problémat nem latom.

A szakkifejezésekkel kapcsolatos megjegyzéseket a chip/csip irdasmddja kivételével elfogadom. A
szeparacié és a migrdcié szavak helyett magam is torekszem az elvalasztas és a vandorlds szavakat
haszndlni, de valéban nem eléggé: igy az értekezésben 201-szer haszndltam az "elvalasztas" és 44-szer a
"szepardcio" kifejezést. A szeparacio kifejezést szinte kizardlag a csatorna/kapillaris/tavolsag szavakkal
egyUtt hasznaltam, itt ugyanis még nem tudtam hozzaszokni az "elvélasztasi csatorna/kapillaris/tavolsag"
kifejezésekhez. Hasonldképpen, bar a migracio helyett tobbszor hasznaltam a vandorlas szdt, de itt sem
tudtam még atallni a "vandorlasi id&"-re a "migracids id6" helyett. Megjegyzem hasonld nevezéktani
probléma vethet6 fel a retencids id6 -visszatartdsi id6 esetén a kromatografianal, ahol jelenleg a
retencids id6 az altalanosan hasznilt.

A Birdlo javaslatat a "dugattyuszerd profillal” és a "mintadugdval" kapcsolatban kdszoném és elfogadom.

A chip-csip irdsmdddal kapcsolatban valéban tobbszor kaptam mar birdlatot, de én csupan A magyar
helyesiras szabdlyai (11. kiadds, Akadémiai Kiadd, 2009) legfrissebb kiaddsaban leirtakat kovettem. "Ha
egy latin betds irasu nyelvbél atvett, altalanos fogalmat jel6l6 idegen szo kozkeletlivé valik, eredeti
irasmodjat a magyar kiejtést tiikr6z6 formaval valtjuk fel. Az idegen szavakat tehat aszerint irjuk mar
magyar vagy még idegen irasmad szerint, hogy mennyire haladtak el6re a jovevényszéva valds utjan."
Ennek megitélése nyilvan szubjektiv, de ugyanezen szabdlyzat szétar része a "chip" irdsmdd helyett a
"csip"-et javasolja. A helyesiras.mta.hu helyesirasi tanacsadd portal is elfogadja a mikrocsip irasmddot.
Az 1994-ben kiadott Idegen szavak és kifejezések kéziszétara (Bakos Ferenc, Akadémiai Kiadd), illetve az
1993-as kiadasu Angol-magyar miszaki és tudomanyos szétar (Akadémiai Kiadd) is a chip helyett a csip
irdésmoddot javasolja. (A helyesirasi szabalyzat 11. kiadasa az eddigi legszélesebb korl demokratikus



kézmegegyezésen nyugvo rendszerezés, az MTA a tarsadalom véleményét tekintetbe vevd allasfoglalasa,
melyet a MTA Helyesirasi Bizottsaga dolgozott ki.)

Az elektrokinetikus injektaldssal kapcsolatos kutatasainkat valdban nem végeztiik fedett kapillarisban,
vagy gélben, ahol nincs, vagy minimdlis az elektroozmdzis. Ugyanakkor, mivel az elektrokinetikus
injektdlasra kidolgozott (18) és (21) Osszefliggéseink a (13-16) egyenleteken alapulnak, melyek magaba
foglaljak az elektroozmotikus mozgékonysagot is (ez akar zérd is lehet), valdszinlleg ezekben a
rendszerekben is haszndlhatd a bels6 univerzdlis kalibralds vagy a (21) egyenlet. A mintaoldat vagy a
hattérelektrolit pH-ja természetesen jelentds hatdssal van a komponensek toltésére, igy a
mozgékonysagukra, de ez hatassal van a (21) egyenlet ny s paraméterére vagy a (18) egyenlet Is,/ls;
paraméterére, ezért feltételezem, hogy a javasolt osszefliggések kilénbdz6 pH-ju mintak esetén is jol
hasznalhatok.

A 10. abran a metil-Hg, etil-Hg és fenil-Hg vegylletek vandorlasi ideje (mozgékonysaga) nagyon hasonlg,
de hogy a ciszteinnel képzett komplexek miért jelentkeztek kissé mas mozgékonysaggal mint a tobbi
komplexek esetében, nem tudok logikus magyarazatot adni, én sem vartam valtozadst a migrdcids
sorrendben.

A 14. abrdn bemutatott micellaris elektrokinetikus maddszerrel elemzett Gd-komplexek esetén a
[Gd(BOPTA)]* és a [Gd(DTPA)]* komplexek kétszeresen negativ toltéstiek, igy az anionos micellakkal nem
|épnek kolcsOnhatdsba, ezért ezeknek a komplexeknek a mozgékonysaga hasonlé CZE és MEKC esetén,
hiszen a puffer mindkét esetben 25 mM foszfat (pH=9,1) volt, a MEKC esetén az SDS tartalom inkdbb
csak a nagyobb ionerGsséget okozé hatas miatt csokkenti kissé a komplexek latszdlagos mozgékonysagat.

Egyetértek a biraldval, hogy tébbszér nem fogalmaztam pontosan, amikor a klinikai mintdk elemzése
soran mintael6készités nélkili mintabevitelrdl (direkt mintabevitelrdl) beszéltem. Valdjaban a nagy so-
és/vagy fehérjetartalmd klinikai mintdknal (vizelet, szérum, kilonb6z6 véladékok) igaz minimalis
mintael6készitést (kvazi "direkt injektaldst") alkalmaztunk, olyanokat amelyek valamilyen egyszer fizikai
mdiveletnek tekinthet6k, vagy példaul egy komponenst/adalékot kis térfogatban adtunk a mintdhoz, de
végil is ez is mintael6készitést jelent. Helyesebb lett volna, ha a "minimalis mintael&készités" kifejezést
haszndltam volna az értekezésben. A tisztelt Biralé helyesen jegyzi meg, hogy "példaul hasznos lett volna
az emberi testfolyadékokban torténé nitrat meghatdrozas esetén valamilyen baktérium-m(ikodést gatld
(a nitrat redukcidt megakadalyozd) korilmény biztositasa, ezzel elGsegitve a mennyiségi meghatarozas
pontossagat és a vizsgdlat tényleges végrehajtasanak idejétdl valo flggetlenséget". Az értekezésben
(ahol csak egyetlen oldalban targyaltam a nyal mintdk nitrit/nitrat/tiocianat tartalmanak vizsgélatat)
sajnos nem adtam meg azt, amit a munkdnkat részletesebben targyalé kozlemény (A.Gaspar, P.Juhasz,
K.Bagyi, J.Chromatogr.A., 2005, 1065, 327) tartalmaz: a nyal mintak vételekor kevés tomény NaOH-val az
oldat pH-jat 11 folé vittlik a nitrit/nitrat tartalom meghatéarozasakor, hogy a nyalban levs baktériumok ne
véltoztassak meg a nitrit/nitrat mennyiségét. Ezt a biraldéi megjegyzést az 5. biraldi kérdés kapcsan
részletesebben is targyalom.



Valéban, bar kefalosporinok abszorpcids egyiitthatéja kifejezetten nagy 270 nm-en, a fehérjéknek is van
elnyelési maximuma 280 nm-en az aminosavak aromas csoportjai miatt, még ha jéval gyengébb is, mint
200 nm-nél. Ugyanakkor, mivel az SDS-tartalmu pufferek alkalmazasakor a kapott elektroferogramokon a
kefalosporinok csak csekély mértékben feddédnek at a fehérjék széles sdvjaival, ezért a 270 nm-es
detektalasi hullamhosz alkalmazasa a klinikai mintak kefalosporin tartalmanak meghatarozasakor nem
volt kiléndsebben zavard, amit standard addicids vizsgdlatok is igazoltak.

Egyetértek a birdléval, hogy tobb dbraszéveg esetén a korilmények pontositasara lett volna szikség. A
23. dbrdnal az adott komponensek vandorlasi id6i azért kisebbek, mert rovidebb, 48,5 cm kapillarist és
igy (ugyanazon +25 kV alkalmazasa miatt) nagyobb térerdsséget haszndltunk. Ez sajnos az értekezésben
nem kerdilt feltiintetésre. A 33. dbran pedig a kisérleti korilmények csak annak kivételével egyeztek meg
a 32. dbrdn megadottakkal, hogy a 33. abran 64 cm-es effektiv kapillaris hosszt alkalmaztunk a 32.
abrahoz hasznalt 8 cm helyett.

A 27. dbrdnal, amikor a puffer pH-janak hatasat mutattuk be a cefalexin vandorldsi idejére. A pK
meghatarozashoz elengedhetetlen, hogy az elektroforetikus elvdlasztashoz hasznalt kiilonb6z6, pontos
pH-ju pufferek ionerdsségei megegyezzenek, ezért a 2,0-9,7 pH-tartomanyu puffereket Poole és mtsai.
(S.K.Poole, S.Patel, K.Dehring, H.Workman, C.F.Poole, J.Chromatogr. A., 2004, 1037, 445.) receptjei
alapjan készitettik NaOH, NaCl, NaH,PO,, Na,HPO,, H;PO,, CH;COOH, CH;COONa, H3;BO; és HCI
vegyszerekbdl. Ez szerepel a munkdval kapcsolatos kozleményiinkben, de valdban kimaradt az
értekezéshdl.

A 48. abra a, és b, elektroferogramjaibdl nem lehet azt a kdvetkeztetést levonni, hogy az elvalasztott
komponensek csucsszélessége kisebb a nagyobb elvdlasztasi hosszUsag esetén. Az abrabdl az tiinik ki (az
a, és b, elektroferogramokon eltér6 az idGskala), hogy az els6 komponens csucsszélessége (a jel
magassaganak felénél) 1 s és 2,5 s a 10 mm, illetve a 45 mm elvalasztasi hosszak esetén.

Egyetértek a Birdléval, hogy a miniatirizalt kapillaris elektroforézis rendszerben a kisérletek
tovabbfejlesztése sziikséges Ugy a detektalads, mint az elektroozmdzist befolydsold felliletkezelés esetén.

A kromatografids, illetve elektrokromatografias toltetek rugalmas anyagd mikrocsipben vald
kialakitasakor félreérthetéen fogalmaztam a kemény falu kapillarisokban megfigyelhetd dan. "lires térrel"
kapcsolatban. Valéjaban uUgy értettem, hogy a kemény falu kapilldrisokban a merev fal kozvetlen
kozelében az allofazis részecskéi kozotti "lires" terek (amelyek csak a mobilfazist vagy pufferelektrolitot
tartalmaznak), konnyen atjarhaték folyadékok altal, kbnnyebben, mint a toltetek kbzepén vagy a
rugalmas falu csatornak fala mentén. Emiatt aramolhat a folyadék gyorsabban a kemény, merev falu
kapillarisokban, mint a toltet belsejében. Munkankban azt taldltuk, hogy e jelenség (fal-hatas)
kovetkeztében a tolteten elvalasztott komponensek savjai kiszélesednek, de a rugalmas fald
csatornakban, ahol a csatorna fala mentén és a toltet kozépsd részében hasonld a hidrodinamikai
ellenallas, a savok kiszélesedése kisebb mérték.



A kromatografids tolteteket tartalmazd mikrocsipekben a zénak vandorlasa sordn tapasztalhaté
diszperzids hatasoknak tobbféle forrasuk van.

Az egyik az Eddy diffuzios tag, mely a toltet részecskéi kozti dramlasi egyenetlenségekbdl adddd
csUcsszélesedést fejezi ki (A = 2+ A - d,,, ahol A : a téltet minGségét jellemzd tényezd, d,, : a toltet dtlagos
szemcsemérete.), mely flggetlen a linearis dramlasi sebességtdl. A kisérleteinkben alkalmazott toltetek
egyrészt 5-10 pm méretl gdmb alaku, kereskedelmi forgalomban levd részecskéket tartalmaztak, melyek
mérete kissé nagyobb, mint a mai modern toéltetek részecskéi. Masrészt az elporitott és szuszpendalt
aerogél részecskék jo része ugyan 1 um-nél is kisebbek, de az alakjuk nagyban eltérhet. Természetesen
az is kétséges, hogy a laboratériumunkban elkészitett, rugalmas fald mikrocsipben a toltetek kis
nyomadssal torténd kialakitdsa olyan homogén, tokéletesen illeszkedd toltetet eredményezett-e, mint a
mai korszer( kolonnakban.

Kozismert, hogy a zéna hosszirdnyban az id6 el6rehaladtaval diffuziés aton is szélesedik. A rugalmas falu
mikrocsipekben a folyadékokat, igy a mintazénakat is, (ultra)kis sebességi perisztaltikus vagy fecskendé
pumpaval aramoltattuk, a folyadékok pulzalé dramoltatasa idénként jél lathatd volt a mikroszképos
megfigyelés soran, ami jelentds diszperziét okozhatott.

A (spit) mintainjektdlasi |épés, a megfelelGen kicsiny dugattydszerl mintazéna kialakitasa is kulcskérdés.
Az altalunk bemutatott és alkalmazott injektaldsi modszer még csak kevéssé tanulmanyozott, itt tovabbi
vizsgalatok szlikségesek.

Mindezeken kiviil a zéndak diszperzidjat novelik a hagyomanyos kromatografids modszereknél jelentkezd,
részletesen leirt egyéb effektusok is.

Egyetértek a tisztelt Birdldval, hogy a "kromatografids kdlcsonhatds" mint fogalom — bar el6fordul a hazai
és nemzetkozi szakirodalomban — nem megfelel6en definidlt, hasznalatat kerilni kell. Amikor az
értekezésben ezt a fogalmat hasznaltam, akkor azon olyan kémiai, fizikai kélcs6hatasok/hatdsok
Osszességét értettem, amelyek szerepe a kromatografids elvdlasztas soran alapvetd fontossagu. Itt
minden olyan kdlcsdnhatdsrdl sz6 lehet, amelyek er6sebbek az elvdlasztandd molekulak és az alléfazis
kozott, mint a molekuldk és a mobilfazis molekuldi kézott (dipdl-dipdl kdlcsonhatds, indukcids effektus,
diszperzids hatds, H-kotés, stb.).

Valdban jé néhany szakkonyvre és Osszefoglald kozleményre hivatkoztam, amik kozil tébb esetén
hasznalhattam volna szakcikkre valé hivatkozdst. Az értekezésben hasznalt 216 hivatkozasbdl 5 volt
internetes honlap. 2 internetes honlapot [34, 187] azért adtam meg, mert a haszndlt, ingyenesen
letolthet6 szoftverek (Peak Master, EpaNet) kilénb6z6 verzidi innen érheték el, innen nyerhet6k rdluk
informacid. 3 internetes honlap [192-194] pedig azért keriilt be a hivatkozasok listajara, mert harom
készililékgyarté felileti plazmon spektrométer detektor celldjdnak paramétereirél ezeken a honlapokon
nyertem informaciot.

A monolitok leirasandl az els6ként leirt elvalasztorendszert ugyan valdban nem hivatkoztam (S.Hjertén,
J.L.Liao, R.Zhang, J.Chromatogr., 1989, 473, 273) de ugyanazon szerz6t6l (S.Hjertén) szarmazé
mikrocsipben torténd monolit kialakitasi eredményeket tartalmazd elsé kozlést [113] mar igen.



A tisztelt Biralo felvetett kérdéseire azok sorrendjében a kovetkez6ket valaszolom:

1,

Az értekezésben szerepl6 21. egyenlet indirekt UV detektdlds és elektrokinetikus injektalds
alkalmazasakor haszndlhatd, amennyiben ismert a vizsgdlt és a standard ion toéltésének hanyadosa.
Tovabbi korlatozas, hogy a meghatarozandd ion mozgékonysaga a kromofor hattérion (kromat), az
ellenion (kalium-ion) és a belsé univerzalis standard (tioszulfat-ion) mozgékonysagaitdl legfeljebb 10%-
ban térjen el. A vizsgalt anionok (bromid, klorid, szulfat, nitrit, nitrat) esetében ezek a feltételek
fennalltak, ezért kaphattuk azt a vizsgalataink soran, hogy a javasolt kalibracids eljarassal legfeljebb 5%-
os eltérés adodik az aktualis valds értékektSl (2. tablazat). Ezzel a hattérelektrolit rendszerrel
valdszinlileg még szamos komponens esetén is j6 eredményeket kaphattunk volna, hiszen pl. a klorat, a
cianid, az oxaldt vagy perklorat mozgékonysdgai is az optimdlis tartomanyban vannak.

A kérdésben felvetett amfoter vegyiiletek esetén is elvileg alkalmazhaté a 21. egyenlet, és az
alkalmazhatdsag nem fligg az amfoter komponensek esetleg |ényegesen eltéré méretétél. Amennyiben a
vizsgalt amfoter vegyllet kielégiti a fent leirt korilményeket, azaz a ha a mozgékonysaga -69 és -76
mm?/kV's kozott van, akkor a kromdatos hattérelektrolit és a tioszulfat belsd univerzalis standard
haszndlataval elvégezhet6 a mennyiségi meghatdrozds. Természetesen ebben az esetben tekintettel kell
lenni arra, hogy az adott hattérelektrolit rendszerben, a 10-es pH-ju oldatban ismerni kell az amfoter
komponens toltését, hogy képezhessiik a 21. egyenletben szereplé n,ys parametert. Az is sziikséges,
hogy az amfoter vegyiilet esetén alkalmazhassuk az indirekt UV detektdldst, azaz 275 nm-en, a detektalas
hulldamhosszan (a kromat maximalis elnyelési tartomanyaban) az amfoter komponensnek elhanyagolhaté
legyen az elnyelése.

Amennyiben ezek a feltételek nem dllnak fennt, akkor olyan hattérelektrolit rendszert és univerzélis
belsé standardot kell taldlni, mely megfelel az adott mérendé komponensnek, legyen az egy amfoter
vegyllet.

2,

A mikrofluidikai rendszereinkben alkalmazott split (folyadékmegosztdsos) mintabevitelt lehet kombinalni
elektrokinetikus injektdlassal, de valdszinlileg nem érdemes. A folyadékmegosztdsos injektdlast éppen
azért dolgoztuk ki, mert a hagyomanyos elektrokinetikus injektalds hibaval terhelt (az eltéré
mozgékonysagu komponensekbdl kiilonb6zé mennyiségek jutnak be az elvalasztasi kapillarisba), ez pedig
a mennyiségi meghatarozas pontossagat csokkenti. Rdadasul az injektalds id6tartama alatt az elektrédon
torténd elektrokémiai folyamatok valtozast okoznak a mintadsszetételben, illetve az elektrolizis miatt az
oldat pH-jaban is. Mindezek miatt a hagyomanyos kapillaris elektroforézisnél is csak ritkan hasznaljuk az
elektrokinetikus injektalast (példaul akkor, ha a mintank vagy a kapilldrist kitolté futtaté elektrolit
viszkézus (kapillaris gélelektroforézis), vagy ha elektrodusitast akarunk elérni, de ezt a mddszert
hasznaltak kordbban a hazilagos készitésli (lab-made) rendszerekhez is az injektalasi eljaras egyszerlisége
miatt). Ugyanakkor a mikrofluidikai rendszerekben a nyomadssal térténé injektalas (a nanoliternél is
kisebb mintatérfogatok kialakitdsa) nehézkes, jelenleg nincs altaldnosan hasznalt ilyen mddszer. Az
altalunk bemutatott, egyszer( elv( split injektdlas elméletileg is, és a tapasztalataink alapjan is
kikliszoboli az elektrokinetikus injektalds alkalmazasanak el6bb targyalt problémait.
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A folyadékmegosztasos injektalas kombinalasa az elektrokinetikus hatdsokkal ugy lenne kialakithatd, ha a
nyomadssal torténd injektalas alatt (mikézben a mintaoldat aramlik az inlet port felél a 3 masik port felé)
feszliltséget alkalmazunk az outlet 2 port és a szeparacids csatorna vége kdzott. Az outlet 1 portra nem
érdemes fesziltséget, hiszen a mintaoldat tulnyomorésze ide aramlik, de ha az elektromos térerG révén
innen is a szepardcids csatornaba kényszeritjik a minta komponenseket, akkor tul nagy mennyiségi (a
hatékony elektroforetikus elvalasztast lehetetlenné tevs) mintazéna alakulna ki. Abban az esetben is
tulzottan nagy mintazéna alakul ki, ha az inlet portra (ahonnan a minta oldat aramlik a mikrocsipbe)
kapcsolunk fesziltséget, hiszen az eredeti mintaoldat komponensei kozvetlenll vandorolnak a
szeparacids csatorndba.

Ha az outlet 2 portra helyezzilk az egyik elektrodot, akkor a mintakomponensek a nyomas és az
elektromos térerd hatdsara jutnak be a szeparacids csatorndba. Minél nagyobb a fesziiltség és minél
kisebb az alkalmazott nyomas annal inkdbb elektrokinetikus jellegli az injektdlds. (Hasonld jellegl
injektalas végezhetd a kapillaris elektroforetikus késziilékekkel, ha ugy alkalmazunk elektrokinetikus
injektalast, hogy a kapilldris végei k6zott magassagkiilonbséget létesitlink, hogy hidrosztatikai nyomas
alakuljon ki, amely a mintaoldatot beviszi a kapillarisba.)

Mig az azonos csatornaméret aranyok és azonos mintatérfogat mellett azonos méretl mintazénat lehet
bejuttatni az elvalasztd csatornaba (és erre még az alkalmazott nyomas sincs hatassal), a tisztelt
Birdlonak igaza van abban, hogy kilénb6z6 méretli mintazénakat lehet kialakitani, ha fesziiltséget is
alkalmazunk a folyadékmegosztdasos injektalassal parhuzamosan.

Az elektrokinetikus injektdlds, vagy a Biralé altal felvetett, split-injektalassal kombinalt injektalds esetén
az elektroozmotikus aramlas hatasat az injektalandd komponensek ismerete alapjan lehet megitélni.
Megitélésem szerint, minél nagyobb az elektroozmotikus mozgékonysdg a komponensek effektiv
elektroforetikus mozgékonysagahoz képest, annal nagyobb a valdszinlisége annak, hogy az eredeti minta
Osszetételéhez hasonlo Gsszetételli mintazdna alakul ki az elvalasztotérben. Ha kicsi az elektroozmotikus
aramlas, akkor az azzal ellentétes elgjelli mozgékonysaggal biré komponensek esetleg egyaltalan nem is
jutnak be az elvalasztétérbe (feltételezve, hogy az elektroozmozis az elvdlasztasi csatorna iranyaba
torténik).



3,

A hatékony kromatografias elvalasztdshoz az sziikséges, hogy a mobilfazis nagy fellileten érintkezzen az
alléfazissal, ugyanakkor az alléfazis konnyen atjarhaté is legyen a folyadék dltal. Bar az allofazisok ma
leggyakrabban kis méretl kromatografias részecskékbdél (gyongyokbdl) kialakitott toltetek, a monolit
oszlopok alkalmazasanak el6nyei nyilvanvaléak, a monolitok porozitdsa altalaban ugy haladja meg a
hagyomanyos toltetek porozitasat, hogy emellett az anyag hidraulikus ellenallasa csekély. Az
alkalmazhaté monomerek valtozatossaga miatt hidrofil vagy hidroféb polimerek egyarant készithetdk,
melyek gyakran atlatszéak. A monolitok hatranyaként a lehetséges fal-hatdst és az oszlopok
el6allitasanak, illetve jellemz&inek nem tul jo reprodukdlhatdsagat hozzak fel.

A monolitoknak a fentebb emlitett el6nyds tulajdonsaguk alapjan valéban érdemesnek tlnik
mikrocsipekben alkalmazni Gket. Egy belga kutatdcsoporttal, akik a metakrilat alapiy monolitokat
hasznaltak elektrokromatografias elvalasztasokhoz a hagyomdnyos kvarckapillarisos CE késziikékekben,
még 2009-ben folytattunk kooperdciét. Van der Heyden professzor PhD hallgatdjaval és posztdoktoraval
az altaluk otthon rutinszerlen el8allitott metakrildt alapd monolitot probaltuk kialakitani a PDMS
mikrocsipben a laboratdriumunkban. Sajnos, meglepetésiinkre a monolitok nem alakultak ki, s6t a lezart
csatornabdl néhany o6ra alatt a folyadék (monomert tartalmazé szerves olddszer) is teljesen elt(int. A
paraméterek valtoztatasaval, a PDMS fellleti kezelésével sem jutottunk megfelel6 monolithoz (a témardl
egy konferencian szamoltunk be (I. Tanret, D. Mangelings, A. Gaspar, Y. van der Heyden: Combining
methacrylate based monolithic separation potential with microfluidic lab-on-a-chip technology: a novel
approach. 5th Symposium on Separation and Related Techniques by Nordic Society of Separation
Science; 26-29 August 2009, Tallinn, Estonia). Evekkel késébb egy kolozsvari kutatécsoporttal Ujra
probalkoztunk ilyen monolitok kialakitasara, de mikrocsipjeinkben tovabbra sem sikertlt. A probléma az
lehet, hogy a szilard PDMS elasztomer egy nagyon permeabilis anyag, amelyben a kiilén6z6 anyagok,
marad az elasztomerben a monomer és a Pt-alapu katalizdtort és mas komponenseket tartalmazé
térhaldsitd adalék feleslege, melyek kidiffundalnak a csatorna feliiletére, és gatolhatjdk a monolitok
polimerizacidjat. Ez lehet az oka annak is, hogy az irodalomban csak nagyon kevés olyan munkat talalunk
amelyben monolitot integraltak mikrocsipbe. Hjertén professzornak az értekezésben is hivatkozott
munkaja (C. Ericson, J. Holm, T. Ericson, S. Hjertén, Anal. Chem. 2000, 72, 81-87) azért lehetett sikeres,
mert & a poliakrilamid alapu monolitot kvarccsipben alakitotta ki, a kvarc pedig nem pordzus, a csatornak
éppen olyan zartak, mint a CE kapillarisok. Egy masik munkaban (M.F. Bedair, R. D. Oleschuk, Anal. Chem.
2006, 78, 1130-1138) kiilonb6z6 anyagu (PDMS, poli(metil-metakrilat) és ciklikus olefin kopolimer)
mikrocsipekben hasonlitottdk Ossze a létrehozott metakrilat alapa (laurilakrilat-etilén dimetakrilat)
monolitokat. A szerz6k a PDMS mikrocsipben nem kaptak megfelel6 monolitot, ezt azzal magyaraztak,
hogy a monomer és a porogén olddszer adszorbedlddik a PDMS-re, és a PDMS atereszti az oxigént. Az
olddszer "elvesztése" valdszinileg Ugy keriilhet6 el, ha a csip csatornajat higabb monomerrel kezeljik és
polimerizaciés reakcidt inditanak be, hogy a csatorna belsé falat egy vékony, folyadékokat at nem
ereszt6 polimer réteggel szigeteljik.

A monolitikus szilika aerogélek |ényegesen kiilonbdznek a hagyomanyos szilikagélekt6l mind
szerkezetlikben, mind porozitdsukban, el&allitasukhoz pedig specialis szuperkritikus koralmények kozott
végzett szdritas sziikséges. Az extrém nagy belsé porozitasuk ellenére (az anyag 90-95% levegd) ezeket az
anyagokat kordbban nem hasznaltdk kromatografids allofazisként. Ennek egyik oka az lehet, hogy az
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aerogél makroszkdpikus szilard vaza 6sszeomlik, amikor vizzel érintkezik. Ugyanakkor azt talaltuk, hogy
az aerogél poritasa és vizben vald szuszpendaldsa utdn a részecskék mérete 0.2-1 pum tartomdnyban
allandésul. Ertekezésemben a Dr. Lazar Istvan kutatocsoportja altal elSallitott C16 - médositott szilika
aerogélt az irodalomban el6szor haszndltuk kromatografids elvalasztasi célra mikrocsipekben. Az aerogél
poritasa és szuszpendaldsa utan az altalunk bemutatott, szlkilet segitségével torténd toltet
kialakitdsanak el6nye az, hogy a mikrocsip csatornahdlézatdban tetsz6leges szakaszokon allithatunk eld
toltetet, mig a monolitok in situ polimerizacidja soran tébbnyire a teljes csatornahdldzatban torténik a
monolit képzése. Tovabbi el6nye az altalunk javasolt eljarasnak, hogy sokkal kevésbé léphet fel a fal-
hatds mint az in situ képzett monolitok esetén, melyeknél a csatorna fal és a monolit szélének
illeszkedése sokszor nem szivargdsmentes.

A mikrocsipekbe integralt monolitokkal kapcsolatban sziikséges még megjegyezni azt az érdekes
alkalmazasi lehetdséget is, hogy velik nagynyomasu, mozgé alkatrészek nélkiili, elektroozmotikus
mikropumpak hozhatdk létre, pl. egy 100 um atmérdjd kapillarisban 2.9 pL/min sebességgel és 3 atm
nyomadssal aramoltathaté a folyadék 6 kV fesziiltség alkalmazasa mellett (P. Wang, Z. Chen, H. Chang,
Sens. Actuat. B 113 (2006) 500-509). Ez a folyadék aramoltatasi modszer pedig alkalmas lehet
miniatdrizalt HPLC vagy lab-on-a-chip-ekhez.

Mindezek alapjan ugy gondolom, hogy a monolitok mikrocsipben vald alkalmazasa igéretes, de tovabbi
kutatasok sziikségesek a témdban.

4,

Valdban, a 3D-nyomtatds napjainkban olyan gyorsan fejl6dé gyartdsi eljaras, amellyel vékony rétegek
lerakasaval készithet6k targyak szemben a hagyomdanyos megmunkaldssal, ahol egy nagyobb
nyersanyagbdl tavolitjak el a felesleges anyagot és a megmaradd rész lesz a kész termék. A 3D-
nyomtatasokhoz ugyanolyan vagy hasonldé szamitogépes tervezé programot (AutoCAD-ot) hasznalnak,
amely a mikrofluidikai csipek tervezésénél altaldnosan haszndlatos.

A 3D-s nyomtatodkkal kapcsolatban valéban nagy a varakozas a mikrofluidikai kutatasok teriletén, hogy a
jelenlegi mikrocsip elGallitasi eljarasok még gyorsabbak és olcsdbbak legyenek. Ezt a varakozdst mutatja
azis, hogy a Lab on a Chip folydirat 2012-ben cimlapjan adott hirt az egyik els6é 3D-nyomtatassal készitett
mikrocsiprdl.
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A 3D-nyomtatd felbontasat a rétegek vastagsaga és a réteg sikjdban hasznadlt felbontds adja. A szokasos
rétegvastagsag korilbellil 100 um (250 dpi), a réteg sikjaban a felbontas pedig a lézernyomtatokéhoz
hasonlé (50-100 um), azaz lényegesen rosszabb, mint az d&ltalunk (és a legtdbb mikrofluidikai
kutatécsoport altal) hasznalt lagy litografias médszernél, ahol a néhany mikrométert6l néhanyszor tiz
nanométerig terjedé tartomdanyban alakithaték ki kilonb6z6 formdk. Ezért, bar ismeretesek az
irodalomban 3D-nyomtatassal készitett mikrofluidikai eszkdzok, ezek tobbnyire legaldbb 100 um méret(
csatornakat és alakzatokat tartalmaznak, és a kisebb elérhet6 felbontas miatt a csatorna mintazatok is
egyszerlibbek. Egy tipikus példa ezekre az eszkozokre az Erkal és mtsai. dltal nemrég bemutatott
mikrocsip (J.L. Erkal és mtsai., Lab Chip, 2014, 14, 2023). Jdl lathatd, hogy a mikrocsipen akar a "chip-to-
world" csatlakozé elemek (PEEK csavarok) szivargas mentes fogadasara alkalmas menetek is konnyen
kiképezhet6k, ami gyakran nehézkes a hagyomanyos mikrofabrikaciés modszerekkel.

Threaded electrode port
B)

3D device used for electrochemical detection. A-B) 3D renderings of the device in Autodesk software; C-D) printed 0.5 mm-wide
channel device in VeroClear material. The Pt-electrode is screwed into the electrode port, showing alignment of both Pt wires
with the 0.5 mm channel (panel C). In panel D, the device is shown with the Pt-electrode, electrode leads, and the fittings used to
integrate the device with a syringe pump. (J.L. Erkal és mtsai., Lab Chip, 2014, 14, 2023)



Masok (K.C. Bhargava, B. Thompson, N. Malmstadt, PNAS, 2014, 111, 15013-1501), egy érdekes, a LEGO
jatékok inspirdlta otlet alapjan 3D-s nyomtatdval standardizalhatd, cserélheté mikrofluidikai
épitéelemeket készitettek, melyek belsé térfogata nagyjabol 1 mL koriili, és komplex fluidikai rendszerek
alakithatok ki:

Néhany éve a Magyarorszagon elérhetd, legjobb felbontasinak mondott 3D-s nyomtatét (Varinex Kft.,
http://3dnyomtatas.varinex.hu) mi is teszteltik, ha nem is kozvetlenil mikrocsipet, de a mikrocsip
elGallitasahoz szlikséges ont6format nyomtattunk ki, azonban a kapott csekély felbontds miatt nem
tudtuk felhaszndlni a 100 um-nél kisebb mintdzatl mikrocsipek készitésére. Ahhoz, ugyanis hogy az 5 um
nagysagu kromatografids gyongyokbdl, vagy a még kisebb, poritott és szuszpendalt szilika aerogél
részecskékbdl toltetet alakitsunk ki 10-15 pm-es sz(ikiilet kialakitasara lenne sziikség. Az is probléma volt,
hogy a feliiletek simasaga messze elmaradt a lagy litografias mddszerrel készitett ontéformak
simasdagatol (az ont6formakat "atomi" simasdagu Si lapkakon alakitjuk ki a Iagy litografianal). Laborunk
akkor tudna felhasznalni a 3D-nyomtatas lehetGségeit, ha ezek az emlitett problémak megoldédnanak.
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http://www.pnas.org/content/111/42/15013/F1.expansion.html

3D-nyomtatdssal készitett ontéforma AutoCAD terv alapjan

3D-nyomtatassal készitett dntéformarol
készitett PDMS mikrocsip

Ugyanazon AutoCAD csatornamintazatrol 3D-nyomtatdssal, illetve a litografias eljarassal
készitett ontoformak (a csatornak szélessége 1 mm)

A nem tdvoli jov6ben az elérhet§ felbontas bizonyara jelent&sen javulni fog. A Bécsi MUszaki Egyetem
két éve mutatta be azt a nagy sebességli, nagy pontosdgu 3D-nyomtatét, amellyel mar 16 pum
vékonysagu rétegeket képeztek. Elképzelhetének tartom, hogy idével nemcsak az ontéformadkat, de
magukat a mikrocsipeket is 3D-nyomtatassal készithetjlik.

3D nyomtatdssal készitett, 285 pm méret(i eszkdz (forrds: nanotech-now.com)

Fentiek alapjan ugy gondolom, hogy a tisztelt Birald felvetése, a csatornakban taldlhaté, nem folyadék
komponensek 3D-nyomtatassal torténd elkészitése is lehetséges. Elvileg az is lehetséges, hogy magat a
kromatografids gyongyoket, azaz a komplett kromatografids toltetet "belenyomtassuk" a mikrocsip
csatornajanak megfeleld részébe. Ez a rendszer nagyon hasonlitana a Regnier és mtsai. altal kvarclapban
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kialakitott (kimart) — a monolitokat vagy kromatografids tolteteket utdnzé — rendszerhez (COMOSS,
collocated monolith support structures), ahol az 5x5x5 pm méretld kimart alakzat éppen egy
kromatografias gyongynek, részecskének feleltetheté meg. Regnier munkdja ugyan nagyon otletes, de
maga is elismerte, hogy az igy kifejlesztett kromatografids, illetve elektrokromatografias rendszer
elvalasztasi hatékonysaga nem tul j6 (a kromatografids részecskék fellilete ugyanis pordzus, igy nagyobb
fajlagos felllettel rendelkezik egy hagyomanyos téltet, mint a COMOSS rendszerek).

C D v Chanrels
Figure 4. Scanning electron microgiaphs of mecrofabricated col
located monolith support structures: (A) a section of the COMOSS

column, (B) higher resolution mecrograph showing high degree of B. He, N. Tait, F Regnier Anal. Chem. 1998 70, 3790-3797
homogeneity of the COMOSS manolkth structures and the channels T T ’ ’ ’ e

(C) the column-wall interface (The siméanty to the design model
should be noted ) and (D) high-magnificaion SEM image showing
the surface roughness of the COMOSS menolith structures

5,

Az analitikdban gyakran elhangzik, hogy "a legjobb mintael6készités, ha nincs mintaelSkészités". Ebben
persze van tulzas, hiszen mintaelSkészités sok esetben elkeriilhetetlen és hasznos, de az is igaz, hogy a
kiilonb6z6 mintaelSkészitési eljardsokban sokféle olyan hibaforras jelenik meg, ami egyes
mintakomponensek elvesztését, vagy Uj, esetleg a detektdldst zavard anyagok mintdba jutdsat
eredményezheti. Rdaddsul a mintael6készitési eljardsok sok esetben koltségesek és jelentGsen
megnodvelik az analizis id6tartamat. A mintael6készités célja az elvalasztastechnikaban lehet az
elvdlasztéegység védelme, megfelel6 mikodésének biztositasa, a meghatdrozandé komponensek
elvalasztdsanak vagy detektdldsanak megkonnyitése, illetve a zavaré komponensek eltdvolitdsa vagy
maszkirozasa, stb.

Amint az értekezésemben ezt tobb alkalmazason keresztil bemutattam, a kapillaris elektroforézis egyik
nagy elénye a kromatografids médszerekkel szemben, hogy altaldban csak minimalis mintael 6készitést
kivan. Ennek oka, hogy az elvdlasztéegység a kapillaris elektroforézisnél csak egy kvarckapillaris, amit
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nem tesz tonkre egy er@sebben savas vagy lUgos vagy nagy fehérjetartalmd mintaoldat. Rdadasul a
kapillaris elektroforézis, mint az egyik legnagyobb felbontdképességli elvalasztastechnikai modszer, a
minta komponenseit j6 eséllyel elvalasztja a mérés soran, igy ezt kovet6en mar csak a tiszta
komponensek detektalasa torténik. A nagy sé- és/vagy fehérjetartalmud klinikai mintaknal (vizelet,
szérum, kiilonboz6 valadékok) csak minimalis mintaelGkészitést (kvazi "direkt injektalast") alkalmaztunk,
olyanokat amelyek valamilyen egyszerl fizikai midveletnek tekinthet6k, vagy példaul egy
komponenst/adalékot kis térfogatban adtunk a mintahoz.

A kapilldris elektroforézisnél &ltaldnosan hasznalt fizikai jellegld mintael6készités a mintaoldatok
centrifugaldsa annak érdekében, hogy az oldat esetleges szildrd szennyezGit levdlasszuk az oldat tarold
edényke aljara (apré szildard részecskék eltomhetik a kapilldrist). Masrészt a mintaoldatokat és
pufferoldatot/hattérelektrolitot vakuum alatt vagy ultrahangos flirdében rovid ideig tartva az oldatot
buborék mentesiteni sziikséges. Mind a szilard szennyez6k, mind a buborékok eltavolitdsara megfelel6
modszer az is, ha az oldatokat 0,45 um pérusméretl fecskend@szlrén lassan atnyomjuk. Ha ezeket az
egyszer(, rovid muveleteket elhagyjuk, akkor az elektroferogramokon nagyon keskeny, de akar nagy
intenzitdsu csucsok (zajok) jelenhetnek meg a detektorablakban a detektaldas soran elhaladd
mikroszkdpikus szilard részecskék vagy buborékok miatt, amik zavarhatjak a kés6bbi mennyiségi
kiértékelést.

Tobb olyan klinikai minta elemzését mutattam be, ahol olyan reagenst kellett a mintaoldathoz adni,
kevés tomény NaOH-val az oldat pH-jat 11 f6lé vittik a nitrit/nitrat tartalom meghatarozasakor, hogy a
nyadlban levé baktériumok ne valtoztassdk meg a nitrit/nitrdt mennyiségét. A Hg-specieszek
meghatdrozdsakor az injektalds el6tt a mintaoldathoz a szdrmazékképz6 tiolvegylletet kellett
adagoljunk, a vérmintak temozolomid tartalmanak stabilitdsat pedig ugy értiik el, hogy az oldat pH-jat 1-
re allitottuk.). Az értekezésben is bemutattam, hogy a kapillaris elektroforézisnél kiilonésen fontos, hogy
haszndljunk bels6é standardot, és lehetbleg j6I megvalasztott kettét. Azért, hogy a minta higuldsa kis
mértékd (elhanyagolhatd) legyen toményebb térzsoldatbdl érdemes kisebb térfogatot adalékolni.

A klinikai mintdk esetén az egyik leggyakoribb mintael6készités altalaban a mintak fehérjementesitése
(pl. acetonitril és a minta 1:1 aranyu Osszekeverése utan a felllUszot vizsgaljak), ennél a Iépésnél
azonban fennallhat annak a veszélye, hogy a meghatarozandé komponensek (pl. gydgyszervegyiilet,
metabolit, stb.) egy részét a kicsapddott fehérjék magukkal viszik. Az értekezésben tobb példat hoztam
arra, hogy a fehérjementesités szinte mindig kikertlhetd kapillaris elektroforézisnél.

Végezetll még egyszer kdszondm a dolgozatom birdlatanak elkészitését és azt, hogy az értekezés
nyilvanos vitara vald bocsatasat javasolja.

Debrecen, 2015. szeptember 23.

Dr. Gaspar Attila
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