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Az értekezésben elofordulo roviditések jegyzéke

1,4-bisz-(acetat)-6-[bisz-(acetat)]-amino-6-metilperhidro-1,4-diazepin
affinitas kapillaris elektroforézis (affinity capillary electrophoresis)
5-amino-imidazol-4-karboxamid

anatoxin-a

hattérelektrolit (background electrolyte)

(9R,S)-2,5,8-trisz(karboximetil)-12-fenil-11-oxa-2,5,8-triazadodekan-1,9-
diacetat
kiralis kapillaris elektroforézis (chiral capillary electrophoresis)

kapillaris elektroforézis (capillary electrophoresis)

kapillaris elektrokromatografia (capillary electrochromatography)
kapillaris gélelektroforézis (capillary gelelectrophoresis)
kapillaris izotachoforézis (capillary isotachophoresis)

kritikus micellaképzddési koncentracid

collocated monolithic stationary phase support system
cetil-trimetil-ammonium-bromid

cilindrospermopszin

cisztein

kapillaris zonaelektroforézis (capillary zone electrophoresis)

18 szénatom hosszusagu lancot tartalmazo szilika kromatografias allofazis
didodecil-dimetil-ammonium bromid

dimetil-arzénessav (dimethyl arsinic acid)

dimetilszulfoxid

dezoxiribonukleinsav
1,4,7,10-tetraazaciklododekan-1,4,7,10-tetraacetat

N,N"-bisz(metilkarbamoilmetil)-karboximetilimino-bisz(etilénediimino)-
diacetat
etilén-diamin-tetraecetsav (ethylenediaminetetraacetic acid)

elektrokinetikus

elektroozmotikus aramlés (electroosmotic flow)
aramlasi injektalas (flow injection)

aramlasi injektalasos analizis (flow injection analysis)
gazkromatografia (gas chromatography)

glutation

hidrodinamikus

nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (high-performance liquid
chromatography)
hidroxipropilmetil-celluloz
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ICP-MS induktiv csatolasu plazma - tomegspektrométer (inductively coupled
plasma - mass spectrometry)

ID belsé atmérd (inner diameter)

IS belsé standard (internal standard)

ITP izotachoforézis

IUS belsd univerzalis standard (internal universal standard)

LIF 1ézer indukalt fluoreszencia

LOD kimutatasi hatar (limit of detection)

LOQ meghatarozasi hatar (limit of quantitation)

LVSS nagy térfogatii mintadusitas (large volume sample stacking)

MAA merkapto-ecetsav

MCY-LR mikrocisztin-LR

MEKC micellaris elektrokinetikus kapillaris kromatografia

MIC minimalis gatlé koncentracié (minimum inhibitory concentration)

MNA 2-merkapto-nikotinsav

MTAS micro total analysis system

MTIC monometil-triazénoimidazol-karboxamid

0-APA o-aminofenil-arzénessav (0-aminophenyl-arsinic acid)

oD kiils6 4tmérd (outer diameter)

PAA fenil-arzénessav (phenylarsinic acid)

p-APA p-aminofenil-arzénessav (p-aminophenyl-arsinic acid)

PDMS polidimetilsziloxan

PEEK poli(éter-éter-keton)

RSD relativ standard deviacio

SDS natrium-dodecil-szulfat (sodium dodecyl sulphate)

SDS-PAGE  natrium-dodecil-szulfat polakrilamid gélelektroforézis

SPE szilard fazisu extrakciod (solid phase extraction)

SPR feliileti plazmon rezonancia (surface plasmon resonance)

T™™Z temozolomid (temozolomide)

TR atviteli arany (transfer ratio)

uv ibolyantuli (ultraviolet)

uCE mikro kapillaris elektroforézis, miniatiirizalt kapillaris elektroforézis
(micro capillary electrophoresis)

uFIA mikro aramlasi injektalasos analizis (micro flow injection analysis)
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1. Bevezetés

Az analitikai eljarasok célja, hogy egy anyagi rendszer 6sszetevoirdl informaciot
nyerjiink. Az analitika fejlédésével egyre komplexebb igények jelennek meg,
altalaban a minta nem csak egyetlen, hanem tobb komponensét, sokszor teljes
Osszetételét kell meghatarozni a gyakran komplex matrixa mintakbol. Emiatt a
modern analitikai elvalasztdsi moddszerek egyre fontosabb szerephez jutnak a

tudoményos kutatasokban ¢€s a legkiilonb6zobb ipari alkalmazasi teriileteken.

A kapillaris elektroforézis (CE) egy olyan nagy teljesitOképességli
elvalasztastechnikai modszer, mely jol egyesiti a nagy elvalasztasi hatékonysag, a
gyors elemzés, kis mennyiségli minta- és vegyszerfelhasznalas, illetve polaros és
nem-polaros anyagok elemzésének lehet6ségét. A modszer egyik legnagyobb
elénye a lehetséges alkalmazasok rendkiviil széles kore, alkalmazhaté fémionok,
szervetlen anionok, kiralis vegyiiletek, peptidek és fehérjék, szénhidratok, DNS
fragmentumok, de akar egész sejtek és virusok elvalasztasahoz és
meghatarozasahoz is. A kapillaris elektroforézis sokoldalisaga miatt alkalmas az
egyes gyogyszervegyliletek legkiilonbozébb farmakokinetikai, fizikai-kémiai
jellemzdinek meghatarozasara, gyogyaszati hatékonysdganak vizsgalatara. A 3
évtizede bevezetett Kkapillaris elektroforézis jelenleg a nagyhatékonysaga
kromatografias modszerek legfontosabb alternativdja, melynek alapkutatisa még
jelenleg is folyik. A CE jelent6ségét napjainkban a fehérjealapti gyogyszerek
analitikajaban vagy a proteomikai vizsgalatokban betdltott fontos szerepe is jelzi.

Az utdbbi években a ,,lab-on-a-chip” technologia atalakitani latszik a laboratoriumi
kisérleteket ¢és analitikai  vizsgalatokat. Az analitikai mérdrendszerek
miniatiirizalasa nem csupan a jelenlegi technologia méreteinek csokkentését jelenti,
de egyuttal egészen ujfajta analitikai rendszerek megsziiletését is lehetové teszi. A
mikrocsipekben végzett vizsgalatok sokkal gyorsabbak, pikoliternyi mintaoldatot,
illetve mikroliternyi reagens oldatot igényelnek. Ezek a kutatdsok - els@sorban
biotechnologiai, klinikai és analitikai kémiai teriileteken - intenziven folynak a
fejlett orszagok egyetemein ¢és a kiilonb6zo fejlesztd cégekben.

Tobben azt tartjdk, hogy az ember €élete hétéves ciklusokbdl all és minden hetedik
év végén kezdddik egy 1j szakasz. Az én szakmai életemben bizonyosan fellelheték
ezek a hétéves ciklusok, amelyek valamilyen moédon mindig kapcsolodtak
egymashoz. Egyetemi hallgatoként, doktori 6sztondijasként és kezdd kutatoként az
atomspektrometria mintabeviteli problémaival ¢€és egyes elemspecieszek
meghatarozasaval foglalkoztam. 2000-t6] egy szamomra teljesen 1j teriileten, a
kapillaris elektroforézis moddszerrel kezdtem eldbb elemspecieszeket, majd mas

vegyiileteket elvalasztani és (az ennél az analitikai modszernél is kritikusnak
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szamitd) mintainjektalasi problémakat tanulmanyoztam. 2007-ben USA-beli
tanulmanyutam soran a mikrofluidika alapjait sajatithattam el, és hazatérve kezdtem
el kialakitani mikrofluidikai analitikai laboratoriumunkat. Jelenleg a tanszékiinkon
folyd mikrofluidikai analitikai kutatasaink hosszatavu célja, hogy mikrofabrikacios
eljarasok segitségével a egyfajta integralt laboratoriumokat (lab-on-a-chip, micro
total analysis system (uTAS)) tervezziink és készitsiink el.

Az értekezésben az elmult 14 év soran kapillarisban és mikrofluidikai csipben
végzett elektroforetikus elvalasztasokkal kapcsolatos kutatasaimat foglaltam Gssze.

Ertekezésem két f6 fejezetbl all, melyek a kapillarisokban, illetve a
mikrocsipekben végzett elektroforetikus elvalasztasokat Osszegzik. Mind a két
modszernél alapvet6 és jelenleg is a kutatasok egyik legfontosabb targya a nanoliter
vagy anndl is kisebb térfogati mintdk reprodukélhato, injektalasi hibaktol mentes
bejuttatasa a szeparacios Kkapillarisba vagy mikrocsatornaba. Ezek a
mintainjektalasi  kutatasok  jelentik az  elektroforetikus  elvalasztasok,
meghatarozasok elméletét érinté vizsgalatainkat. Mivel az analitikusok
munkdjanak, kutatdsainak iranyat sokszor befolyasoljak a  valtozatos
tudomanytertiletekrol érkezo analitikai feladatok, magam is sokféle vegyiilettipus
(pl.  szervetlen ionok, eclemspecieszek, toxinok, gyogyszervegyiiletek)
meghatarozasara fejleszthettem ki analitikai modszereket a legkiilonbozobb
mintatipusokra (pl. szérum, vizelet, tumor) kapillaris elektroforézist alkalmazva.
Mikrofluidikai  kutatdsainkban elsdsorban a kiilonb6zd csatornarendszerek
tervezésére, a kromatografias toltetek ujfajta modszerrel torténd Kialakitasara,
illetve parhuzamosan végezhetd analitikai elvalasztasok kifejlesztésére torekedtiink.

Bar a bemutatott eredmények - a téma természeténél fogva - kissé szerteagazoak, az
elvalasztasok elvének hasonlosaga és a mindkét modszernél kozponti kérdésként
jelentkezd mintainjektalas egylittes targyalhatosaga miatt kozds irodalmi részt
készitettem. Ugyanakkor egyes fejezetek elején, ahol azt sziikségesnek tartottam,
egy-egy rovid irodalmi bevezetést, attekintést adtam az adott témarol.

Az értekezésben bemutatott kapillaris elektroforetikus kutatast kizéarolag
tanszékiinkon végeztiik, mig a mikrofluidikai témaju eredmények egy kisebb részét
kétévnyi kiilfoldi tanulmanyutam alatt értem el.

Az elmult masfél évtizedben végzett kapillaris elektroforetikus kutatasainknak nem
voltak elézményei egyetemiinkon, mikrofluidikai analitikai teriileten pedig
hazankban is csak alig. A kovetkezé id6szakban eléttem allo egyik legfontosabb
feladatnak a mikrofluidika analitikai targy( kutatdsanak hazai megerdsitését és
tovabbvitelét tartom.
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2. Irodalmi osszefoglalo

2.1 Kapillaris elektroforézis

A jelenleg leghatékonyabb elvalasztasi technikak tobbnyire az elektroforézis elvén
alapulnak, mely szerint az oldat toltéssel rendelkezd részecskéi elektromos erdtér
hatasara elmozdulnak. Az elektroforézist elvalasztastechnikai célra eldszor Tiselius
[1] alkalmazta 1937-ben (mozgé-hatarfelilleti elektroforézis). Késobb az
elvalasztasok hatékonysagat papir [2] és gél [3] hordozokon sikeriilt jelentOsen
javitani. Az 50-es évek végétdl az agardzgélben, illetve az akrilamidgélben végzett
gélelektroforézis a DNS fragmentumok, illetve a fehérjék elvalasztasanak
legfontosabb modszerévé valt [4]. A gélelektroforézis technikaknal azonban a gél
elkészitése, a zonak mennyiségi kiértékelése meglehetésen ido- és munkaigényes
miveletek.

A zonaelektroforézist oldatokban eldszor Hjertén irta le 1967-ben [5]. O a
zonaelektroforézist olyan 1-3 mm belsé atmérdjii kvarccsovekben végezte és az
anyagkonvekciot a csd forgatasaval igyekezett csokkenteni. Késdbb egyre inkabb a
kis belsd atméréjii csovek alkalmazasa keriilt el6térbe, mivel a nagyobb
keresztmetszet/feliilet ardnnyal rendelkezd elvéalasztoegységben a hddisszipacid
nagyobb mértékii [6-8]. A kapillaris elektroforézis alapelve jo ideje ismert volt mar,
de kiilonb6z6 technikai jellegii problémak miatt alkalmazasara csupan Jorgenson és
munkatarsai [9, 10] eredményeit kovetden keriilhetett sor a 80-as évek elejétol.

A Kapillaris elektroforézisnél az elektroforézis egy vékony, altalaban 25-75 um
bels6 atmérdjii, pufferoldattal toltott kapillarisban torténik. A kapillaris
alkalmazéasanak eldnye, hogy nagy elektromos ellenallasanal fogva a rendkiviil
nagy térerd (100-500 V/cm) alkalmazasat csekély hofejlodés mellett teszi lehetove.
A nagy elektromos térerd hasznalata rovid mérési 1dot, nagy elvalasztasi
hatékonysagot €s felbontast biztosit. Az elméleti tanyérszam a kapillarison beliili
elektroozmotikus aramlas dugdszerii profiljdnak koszonhetéen sok esetben
meghaladja a 10° értéket.

A kapillaris elektroforézis modszer fogalma kiilonbozd technikékat foglal magaba,
melyek koziil a legalapvetobbek a kapillaris zonaelektroforézis (CZE), a kapillaris
gélelektroforézis (CGE), a micellaris elektrokinetikus kapillaris kromatografia
(MEKC), a kapillaris izoelektromos  fokuszalas (CIEF), a kapillaris
elektrokromatogrdfia (CEC) és a kapillaris izotachoforézis (CITP).

Az elektroforézis soran egy ion sebességét az ion tdltése, mérete, az alkalmazott
térerdsség nagysaga, illetve a kozeg viszkozitdsa szabja meg. Ha homogén E
elektromos térben i toltott részecskére az Fe elektromos erd gyorsitolag hat, akkor
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Fe=z e E 1)

z= az 1 komponens toltésszama, e= az elemi toltés [1,602107" As=C], E= az elektromos
térerésség [V.em™]

A részecskére azonban az oldoszer molekuldkkal vald strlodas miatt egy Fs
visszatarto erd is hat, mely egyenesen aranyos a mozgasa sebességével és a kozeg
viszkozitasaval:

Fs=k n v (2)

k= 4lland6 [cm], = az oldat viszkozitisa [Pas], vi’= az i komponens vandorlasi sebessége
a végtelen hig oldatban [cm's™]

Ha az Fe gyorsitd eré és a vele ellentétes irany( Fs egymassal egyenld, akkor a

(gbmbszeril) 1 ionok alland6 sebességgel mozognak és igy felirhato, hogy:

Z. -€
VOi =

(3)

6 I .

Az i ion r; hidrodinamikai sugara az ion szolvatalt (vizes oldatban hidratalt)
alakjanak sugarat jelenti, mely kiilonbozik a kristalytani sugartol. Az
ionatmoszféranak a mozgékonysagra gyakorolt hatasa miatt bevezették az effektiv
mozgékonysag fogalmat, melyben az elméleti toltés helyett a kisebb effektiv toltés,
a hidrodinamikai sugar helyett pedig az adott ionnak ellenionjaival egyiitt vett
alakzat effektiv sugara szerepel:

_ Qe 4
U )

w; az effektiv elektroforetikus mozgékonysag [cm?V™'s™], Qe az ion effektiv toltése [C], R
az ion teljes sugara [cm]

A kapillaris elektroforézis miitkddésének egyik fontos eleme az elektroozmotikus
aramlas (EOF), ami a folyadék kapillarisbeli tomegtranszportja, mely a kapillaris
belsé falan kialakult feliileti toltések (kettds réteg) kovetkezménye. Mivel az
aramlas hajtoereje egyenletesen oszlik el a kapillarisban, az aramlés teljesen
egyenletesnek tekinthetd. Az EOF szabalyzdsahoz elsdsorban a kapillaris feliileti
toltésének, illetve a puffer pH-janak vagy viszkozitisainak megvaltoztatasa
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sziikséges. Ezenkiviil az EOF valtoztathatdo a kapillaris falanak moddositasaval
(sokféle dinamikus vagy statikus réteg kialakitasaval) is [11-15].
A kapillaris elektroforézis modszere valamennyi teriiletének irodalmi attekintésére
jelen munkaban nincs sziikség, az alabbiakban csupan azokat a teriileteket tekintem
at, melyekkel a kutatdmunkankban részletesebben foglalkoztunk.

2.1.1 Mintainjektalasi technikak

A kapillaris elektroforézis gyakorlatdban alapszabalynak szamit, hogy a nagy
elvalasztasi hatékonysag elérése érdekében csak nagyon kis mintatérfogatot szabad
a kapillarisba juttatni. A kapillarisba bejuttatott minta (injekciés dugd) hosszanak
kisebbnek kell lennie, mint a kapillaris effektiv hosszanak 1-2 szézaléka. Ez azt
jelenti, hogy az injektalas hosszisaga a kapillaris hosszatdl és belsé atméréjétol
fliggden csupan néhany milliméter, vagyis a minta térfogata 1-50 nL. E rovid
zOnaszélességnél nagyobb injektdlasi hossz ardnyosan szélesebb csticsokat
eredményez, masrészt novelheti az elektromos tér inhomogenitasat ¢s ily mddon
eltorzult alaku csticsokat okozhat.

A két leggyakrabban hasznalt mintabeviteli modszer a hidrodinamikus (HD) és az
elektrokinetikus (EK) injektalas.

A hidrodinamikus injektalas a legéltalanosabban hasznalt CE mintabeviteli
modszer. A minta beviteléhez a kapillaris injektalasi végénél nyomadst, vagy a
kapillaris masik végénél vakuumot alkalmazunk, vagy a mintat tartalmazo6 edénykét
megemeljik a kapillaris masik végének a szintjéhez képest. Az injektalt minta
térfogata a Hagen-Poiseuille egyenlet alapjan kiszamithato:

4
V= APd * 7t
128n7L

()

V: az injektalt minta térfogata [m®], AP: nyomaskiilénbség a kapillaris két vége kozott [Pa],
d: a kapillaris bels6 atméréje [m], t: az injektalas id6tartama [s], n: a puffer viszkozitasa
[Pa-s], L: a kapillaris hossza [m]

Az elektrokinetikus injektalas sajatsaga, hogy a kapillarisba juttatott mennyiség
fligg az egyes részecskék elektroforetikus mozgékonysagatol. Egyfajta pozitiv
diszkriminacid figyelhetd meg az ionos részecskék esetén, mivel a mozgékonyabb
ionok nagyobb mennyiségben jutnak a kapillarisba, mint a kevésbé mozgékony
ionok ¢és toltés nélkiili részecskék. Az injektalt mennyiség (Q) a kovetkezdképpen
szamolhato ki [16]:
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k Uar?ct
Q :(%ﬂe +/JEOF]T (6)

S

Q: injektalt mennyiség [mol], p.: a részecske elektroforetikus mozgékonysaga [em?V's™],
Leor: az EOF mozgékonysaga [cmZV'ls'l], Kece: a hattérelektrolit (BGE) vezetOképessége
[S], ks: a minta vezet6képessége [S], U: fesziiltség [V], r: a kapillaris sugara [cm], C: a
részecske koncentracidja [mol dm™®], t: az injektalas idStartama [s], L: a kapillaris teljes
hossza [cm]

Az egyenletbdl kitlinik, hogy az injektalt komponensek mennyisége a komponensek
mozgékonysagatol, a mintaoldat és a pufferoldat vezetéképességeinek aranyatol
fligg. Az elébbi az un. ,,mobility bias”-t (a komponensek eltérd mozgékonysagai
miatt jelentkezd hiba), az utobbi a ,matrix bias”-t (a mintaoldatok eltérd
matrixtartalma (és igy eltér6 vezetOképessége) miatt jelentkezé hiba) [17-19]
okozza. Emiatt az elektrokinetikus injektalds altalaban kevésbé megbizhato
mennyiségi meghatdrozast tesz lehetdvé, mint amilyen a hidrodinamikus
injektalassal elérhetd. A "matrix bias" miatt a kiilsé standard kalibracios eljarasok
szinte lehetetlenek, csak meglehetdsen komplikalt eljarasok hasznalhatok. Az
elektrokinetikus injektaldsnak azonban megvan az az elénye, hogy nagyon
egyszerli, nagyon érzékeny elemzéseket tesz lehetdvé, eldnydsen alkalmazhatd
hidrodinamikus injektalds mar nem haszndlhatd. Az elektrokinetikus injektalas
jelentdsége elsdsorban azért nétt meg, mert bizonyos esetekben az alkalmazésa
lehetové teheti a mintak egyes komponenseinek akar 10-100-szoros dusitasat, s igy
a CZE elemzés érzékenyseégének jelentds javitasat. Az EK injektalas elméletével,
alkalmazasanak el6nyeivel és problémaival szamos kozlemény foglalkozik [17-23].
Az univerzalis kalibralas [23] altalanos elve az, hogy csupan egyetlen standardot
hasznalnak a kiilonb6z6 komponensek mennyiségi meghatarozasara. Az univerzalis
kalibralas lehetdségét elészor Yeung irta le az indirekt UV detektalast alkalmazo
ionkromatografias elemzéseknél [24, 25]. E meghatarozasokat azonban nagyban
megnehezitették a kromatogramon gyakran megjelend rendszercsucsok. Az
univerzalis kalibraci6 elonyeit és lehetdségeit a kapillaris elektroforézisnél Jandik
és munkatarsai vizsgaltak [23], de ennek alkalmazasarol kiilonb6z6 matrixu mintak
esetén nem talaltunk kozlést. Yeung és mtsai. tobb ismeretlen komponens
mennyiségének meghatarozasat egyetlen kalibracios gorbe alapjan végezték. Ha a
vizsgalanddé minta Gsszes-ion tartalma nanomolos koncentraciotartomanyban volt,
akkor a minta vezetOképességét adalékok hozzaadasaval novelték meg, igy
biztositva az oldatok vezetoképességeinek azonos értékeit [18, 26].
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2.1.2 Indirekt UV detektalas

Indirekt UV detektalasnal a pufferhez adott, UV tartomanyban elnyel6 ionok egy
meghatarozott abszorbancidji hattérjelet allitanak el6. A mintaionok a puffer
ionjainak kiszoritasaval a hattérabszorbanciat csokkentik, igy egy negativ cstcs
keletkezik. Az elektroneutralitdss megmaradasa érdekében az elektrolitban a
toltéskicserélédés a mintaionok ¢és az abszorbedld pufferanyag kozotti
toltésstiriségnek megfeleléen torténik [27]. Ha példaul a pufferanyag egyszeres, a
minta részecske pedig kétszeres toltésli, akkor kozelitéssel az igaz, hogy a minta
minden egyes részecskéje a hattérelektrolit két molekuldjat cseréli ki, tehat a kapott

jel aranyos az elektrolit és a mintaionok k6zotti toltésarannyal.

crer

crer

meg:
Acg=-TR cx (7)

A TR egy olyan ugynevezett atviteli arany (transfer ratio), mely a Kohlrausch-
torvény és az elektroneutralitas elvébol vezethetd le. A Kohlrausch-féle szabalyozo
funkcid szerint:

w= Z% = konst. 8)
i Hi
effektiv mozgékonysagéanak abszolut értékeit jelenti. Ezen elv szerint w a kapillaris
minden egyes részében konstans. Az elektroneutralitds elve az anionos
komponensek és a kationos komponensek effektiv toltéseinek egyenldségét jelenti,
ahol c; és ¢k az anionok és a kationok koncentracidja, a z, és zx pedig az anionok és
a kationok tdltéseinek abszolut értéke:

anza = Zk:ckzk ©)

Mindezek alapjan nyilvanvalo, hogy az adott ionra érvényes TR az Osszes résztvevo
ion mozgékonysagatol fiigg, beleértve a hattérelektrolit ellenionjainak
mozgékonysagat (Lelien) 1S [28]:

TR = & Hy — Hellen (10)
Hy  Hejten — Hp
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Ez a TR az egyszeresen toltott (teljesen disszocialt) ionokra vonatkozik és a
legegyszeriibb elektrolitokra (ahol csak 3 ion van jelen a kapillarisban) érvényes. A
Kohlrausch-féle szabalyoz6 funkcié érvényessége a TR meghatarozasaban
elméletileg és kisérletesen [29-33], illetve szamitogépes szimulacioval [34-36] is
bizonyitott.

A TR sziikségszerli alkalmazasanak azonban latszolag ellentmond az a
megfigyelés, hogy példaul az alkali- és alkalifoldfémek kalibracios gorbéi indirekt
UV detektalas alkalmazasakor gyakorlatilag megegyeznek az egyszeres toltési
kationoknal, és ugyanigy a kétszeres tOltésii kationoknal is, bar azok effektiv
mozgékonysaga nagyban kiilonbozik (una:= 46,4 mm?/kVs és pk+=69,5 mm/kVs).
Emellett a kétszeres vegyértékii kationok goérbéjének meredeksége pontosan
kétszerese az egyszeres vegyértékiiek gorbéinek meredekségének, mig az azonos
vegyértékli ionok kalibraciés egyeneseinek meredeksége pontosan megegyezett
[23]. Hasonlo megallapitasokat tettek a szervetlen anionok kalibracids gorbéire is
[26]. Az elmélet és a gyakorlat kozotti ezen ellentmondasra eddig még nem adtak

egyértelmil magyarazatot.

2.1.3 Klinikai mintak kozvetlen vizsgalata

Szamos cikk, Osszefoglald kozlemény [37-39] és szakkonyv [40, 41] bizonyitja,
hogy a CE hatékonyan és elOnyodsen alkalmazhaté klinikai mintdk kozvetlen
elemzésére. A legtobb vizsgalat természetesen a legkonnyebben hozzéaférhetd
mintatipusokra (szérum, vizelet) irdnyult. A vér/szérum mintdk direkt injektalasa
esetén a legnagyobb nehézség abban rejlik, hogy a minta nagy mennyiségli fehérjét
(~ 75 g/L plazma esetén) tartalmaz, melyek cstcsai zavarhatjak (elfedhetik,
torzithatjdk) a meghatdrozand6 komponensek csucsait. Masrészt, a fehérjék
neutrdlis  vagy gyengén  bazikus/savas  korlilmények  kozott  erdsen
adszorbealodhatnak a kvarckapillaris feliiletére. A hagyomanyos modszerekkel
végzett off-line mintael6készitési eljarasok (pl. fehérjementesités) a CE altal
nyujtott mikroanalitikai lehetdségeket korlatozhatjak. A nagyobb térfogatban
rendelkezésre allé mintaknal (pl. vér, vizelet) ugyan hasznalhatok ezek az eljarasok,
de az egyes, kisebb térfogatban nyerheté mintatipusoknal (pl. tumor, kdnny, liquor)
a kiilonféle mintaelokészitési procedurak alkalmazasanak tobb hatranya lehet, mint
haszna [42, 43]. A mintaelokészitési eljarasok elhagyasa érdekében a
legegyszeriibb és gyakran hasznalt megoldas az, ha SDS-t adagolunk a
hattérelektrolitba. Az SDS erdsen adszorbealddik a fehérjék feliiletére nagy nettd
negativ toltést kialakitva a fehérjén, emiatt a SDS-fehérje asszociatumok a
vizsgalandé komponensek utan jelennek meg az elektroferogramon. Bar tobben
MEKC modszer alkalmazasaként kezelik az SDS adalékolt elektrolitban torténd
elektroforézist [40], az ionos komponensek elvalasztoéddsa mas komponensektdl
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nem MEKC, hanem CZE elvalasztasi mechanizmus szerint torténik. A biologiai
mintakbol torténd fehérjementesités végezhetd acetonitrilnek a mintahoz adasaval
is, amikor dusitasi effektusok is eldsegitik az érzékenyebb detektalast [44, 45].
Ismeretes a kiilonb6z6 bevonatos kapilladrisok alkalmazisa a fehérjék
adszorpcidjanak csokkentése érdekében [46-48].

A klinikai mintak kozvetlen injektalasai esetén kiilondsen fontos a mintaelemzések
kozott a kapillaris felilletének megfelelé oOblitése, hogy a feliilleten erdsen
megkotddo fehérjét teljesen eltavolitsuk a kdvetkezd CE elemzés meginditasa elott.
A kiilonboz6é mosasi eljardsokat tobben is vizsgaltdk, és kiilondsen fontosnak
lagos mosasok mellett [40, 49]. Kunkel és munkatarsai [50] ugyanakkor
acetonitriles mosast javasoltak, mellyel 1-2% RSD-t (n=20) értek el 1 napon beliil,
illetve 3% RSD-t (n>80) tobb héten keresztiil végezve a méréseket.

A nagy sotartalmu klinikai mintdk, mint példaul a vizelet elemzése esetén a
cstcsalakok torzulasardl és a migracids idok eltolodasarol szamoltak be. Az ilyen
Klinikai mintak kozvetlen elemzéséhez nagy ionerésségii pufferek hasznalata [51,
52], vagy szilard fazisu extrakcios (SPE) sotartalom eltavolitas [40] javasolt. Egyes
mintdk esetén, melyek nagy mennyiségben tartalmaznak kloridokat lehetéség van
bizonyos komponensek tranziens izotachoforetikus dusitasara [53, 54].

Bar a CE modszerek klinikai vizsgalatokban torténd alkalmazasuk soran sok
esetben kevésbé érzékenyek a HPLC-hez hasonlitva, a CE igen egyszerl
alkalmazhatdsaga €s a minimalis mintaelokészitési sziikséglete mégis vonzova
teheti mas modszerekhez képest. A klinikai mintadk elemzésekor sziikség esetén a
detektalas érzékenységét jelentdsen javitani lehet 1ézer indukalt fluoreszcens (LIF)
detektalas alkalmazasaval [55-57], nagy térfogati minta dusitasaval (LVSS-CE)
[58, 59], vagy elektrokinetikus injektalassal [60, 61].

A gyogyszervegyiiletek ¢€s metabolitjainak elemzésén kiviill a kapillaris
elektroforézis kiilonb6z6 modszerei (CZE, ACE, CCE) elény6sen alkalmazhatok az
adott komponensek mas vegyiilethez valo kotédésének vizsgalatara, optikai és mas
izomerek analizisére, vagy fizikai-kémiai paraméterei meghatarozasara [62].
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2.2 Mikrocsip elektroforézis

A XXI. szazadban a modern analitikai kémia, a genomika, proteomika rohamosan
novekvo igényeinek megfeleléen a miniatiirizalas az elvalasztastechnikék korében
is egyre inkabb teret hodit, mivel egyre kisebb térfogati, ugyanakkor nagyszamu
minta kis helyen torténd, gyors analizisére van sziikség. A mikrofluidikai csipek
(lab-on-a-chip) kifejlesztése és analitikai alkalmazasa 1990-t61 indult [63]. Ezeken
a csipeken jelenleg a leggyakrabban alkalmazott elvalasztastechnikai modszer az
elektroforézis (mikrocsip elektroforézis).

2.2.1 A mikrofluidikai csipek eldallitasa

A mikrofluidikdban haszndlatos csipek mikrofabrikécios eljardsokkal késziilnek.
Ezek az celjarasok az elektronikai iparban hasznalatos sziliciumalapu
technoldgidhoz kidolgozott modszereken, illetve azok mara tovabbfejlesztett
valtozatain alapulnak, melyekkel az 1 um ¢és 1 mm kozotti mérettartomanyban
készithetiink kiilonboz6 alakzatokat. A mikrofabrikalds egyik legfontosabb Iépése a
fotolitografia, amikor egy hordozo feliiletére felvitt vékony, fényérzékeny réteget
vilagitunk at egy maszkon keresztil. A  fotolitografidas modszereket
csoportosithatjuk aszerint, hogy milyen tipust sugar(fény)forrassal torténik a réteg
megvilagitasa (rontgen, elektron, foton). Bar a kisebb hulldmhosszusagu
sugarforrasokkal nagyobb mikrofabrikaldsi pontossag érhetd el, a gyakorlatban
leggyakrabban az optikai litografias (fotolitografias) modszerek hasznalatosak, ahol
300-450 nm hulldmhossztartomanyu fényforrast (pl. Hg-géz lampakat) hasznalnak.
A mikrofabrikalasi eljarasok kozott két csoportot kiillonboztethetiink meg: a
szilicium-, iiveg- vagy kvarcalapu kemény technologidk és az elasztomereket,
milanyagokat felhasznald ldgy technikak csoportjait [64].

A kemény moddszerek alkalmazasa soran a mikrocsipek alapjaként szilicium-, {iveg-
vagy kvarclapkakat hasznalnak. A csatornak mintazatanak kialakitisdra maratasi
eljarasokat alkalmaznak. Mig a nedves maratds soran folyadékfazisii kémiai
anyagokkal kezelik a feliilet azon részeit, amelyeket nem fed (véd) maszk, addig a
szaraz maratas soran a feliiletet gaz- vagy plazmafazisban 1év6 ionos részecskékkel
tamadjak. A kimart alakzat a nedves maratadshoz hasonléan itt is lehet izotrop vagy
anizotrop. A kemény moddszerek alkalmazasakor a mikrofabrikacios 1épések
lasstiak, a felhasznalt alapanyagok torékenyek és tobbnyire tul dragak ahhoz, hogy
az elkészitett mikrocsipek eldobhatoak legyenek. A kimart mikrofluidikai csatornak
lezarasanak legegyszeriibb formaja az tveg/kvarc/sziliciumlapkak megfeleld
Osszeolvasztasa, de hasznalnak UV fényre megkdtd ragasztéanyagokat is.

A lagy technikak hasznalatakor a mikrocsip anyagaul specialis milanyagokat
hasznalnak [65]. A moddszert, amely segitségével a polidimetilsziloxanbol (PDMS)
késziilt mikrofluidikai csipek kevesebb, mint 24 ora alatt elkészithetdek, eldszor
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Effenhauser [66] és Whitesides [67] kutatocsoportjai irtak le. Az ont6forma Gn.
lagy litografias modszer segitségével késziil: egy hordozé (altalaban szilicium) lap
feltiletén eloszor egy vékony réteget alakitanak ki fényérzékeny anyagbodl, majd
erre helyezik rd a csatornak mintdzatat tartalmazo litografidas maszkot (a
csatornamintdzat atlatszo a fekete alapti maszkon), amit UV fénnyel besugaroznak,
majd a mintazatot "eldhivjak". Ezzel a litografias eljarassal a maszk mintazata
atvihetd az ont6formara, az dntéforma pedig egy 3 1épésbal allo eljarast hasznalva
alkalmas a PDMS csipek készitésére (1. abra).

1. Ontéforma elkészitése

2. Polimerizacio

3. Levalasztas

=g

1. 4bra. A PDMS csipek elkészitéséhez hasznalatos eljaras 1épései. 1, Ontdforma készitése
lagy litografias modszerrel 2, PDMS + térhalosito adalék keverékét ontik az ontéformara (a
hémérsékletet 65°C-ra emelik a polimerizacié végbemeneteléhez) 3, A megszilardult,
rugalmas PDMS-t levalasztva az 6nt6formar6l megkapjuk az ont6éforma negativ
lenyomatat.

A csatorndk lezardsa soran a milanyagot livegre vagy milanyagra ,ragasztjak”,
amely torténhet reverzibilisen [68] vagy irreverzibilisen [67]. Effenhauser és tarsai
az elkészitett PDMS csipeket ragasztas nélkiil hasznaltdk DNS fragmensek és mas
kis molekulak elvalasztasara [66, 68]. Az elkésziilt miianyag csipet egy vékony
PDMS laphoz illesztettek. A két feliiletet a kozottik 1étrejott erds hidrofob
kolesonhatasok tartjdk dssze. Ennek a mddszernek az egyik {6 elénye, hogy a mar
hasznalt csipek Ujrahasznalhatok. Az irreverzibilis ragasztds (sealing) tobbnyire
oxigénplazmaval valo kezeléssel torténik. Ez az eljaras jol hasznalhatéo a PDMS-bdl
késziilt csipek esetén, viszont nem alkalmazhaté a poli(metil-metakrilat)-bol, a
poliimidb6l vagy polikarbonatbdl késziilt mikrofluidikai csipekhez [67, 69].
Jelenleg a PDMS-t hasznaljak kedvezd fizikai tulajdonsagai miatt legelterjedtebben
a mikrofluidikai csipek alapanyagaként [70, 71].
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Lézerablacidval lehet6ség van a mikrocsip kozvetlen megmunkaldsara is, amikor
egy intenziv 1ézersugar segitségével elszublimaltatjdk a miianyagot, igy kialakitva a
csatornak halézatat. Ezzel a modszerrel a kivant mintazatok néhany mikrométeres
pontossaggal alakithatoak ki [72].

2.2.2 Mintainjektalasi technikak

A 2.1.1 fejezetben részletesen targyaltuk a kapillaris elektroforézisnél
leggyakrabban alkalmazott két mintainjektalasi modszert, a hidrodinamikus és az
elektrokinetikus moddszereket. Mikrofluidikai csipeknél szinte kizardlagosan az
elektrokinetikus (EK) injektalasi modszert alkalmazzak [71, 73]. A kereskedelmi
forgalomban megjelent, legjobban bevalt mikrofluidikai csipekben (pl. 2100
Bioanalyzer, Agilent; LabChip GX-Il, Perkin Elmer) is csak EK injektalas
alkalmazasara van lehet6ség mintabeviteli opcidként. A bejuttatott minta térfogata
joval kisebb, mint a hagyomanyos CE-nél injektdlt mennyiség, mindossze
pikoliternyi nagysagrendii. Az irodalomban leggyakrabban kétféle EK injektalasi
modszert hasznalnak, a kiszakitasos (pinched) [74, 75] és a kapuzott (gated) [76]
injektalast. Mindkét modszernél a csatorndk keresztalaki keresztezddése
segitségével végzik az injektalast Ggy, hogy a kereszt hosszabbik (szeparacios)
csatorngjanak elejére juttatjak a paranyi mintadugot, majd ebben a csatornarészben
kezdddik az elektroforetikus elvalasztas.

Kiszakitasos injektalaskor [74] el6szor a rovidebb csatornavégekre kapcsolnak
fesziiltséget, mig az egyik csatornavég portjanal levé mintaoldatbol a masik
csatornavég (masik elektrod) felé aramlé minta teljesen kitolti a két rovid csatornat.
Ezt kovetéen a hosszabb, szeparacios csatorna végeire nagyobb fesziiltséget
kapcsolnak, igy a keresztezOdésben 1évé mintadugd a szeparacids csatorna felé
mozog ("kiszakad") és megkezdédik a zonaelektroforetikus elvalasztas. A
kiszakitasos injektalas hatranya, hogy a csatorna keresztez6désében a kis
mintadug6 koriil sok esetben szivargads (leaking) 1€p fel kiillonbozd diffazids és
konvektiv jelenségek miatt [77-79]. Ez a szivargas elhtizod6 végii (n. tailinges)
csticsokat eredményez az elektroferogramon [80]. A szivargas gy csokkenthetd,
hogy két szomszédos csatornabol puffert aramoltatnak, segitve a mintadugd
kialakuléasat és az utanfolyas megsziintetését.

A kapuzott injektalasnal a mintabeviteli csatornara és az arra merdleges, pufferrel
toltott szeparacids csatorndra egyszerre kapcsolnak fesziiltséget. A csatornak
keresztezOdésénél az aramoltatott puffer ,,megszakitja” egy rovid idére a minta
aramlasat, ezaltal kis mintadugd keletkezik, amely tovabbhalad a szeparacios
csatornaban.

Az EK injektalassal viszonylag jo reprodukalhatosag érheté el, Effenhauser
kisérleteiben a migracios idok szorasai 0,1 RSD%, a csucsteriiletek szorasai pedig 2
RSD% koriil voltak [81]. Az elektrokinetikus injektalasi modszerek hatranya
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azonban, hogy az injektalasra hatassal vannak a mintdban levd eltérd
elektroforetikus mozgékonysagu egyéb komponensek, matrixanyagok (lasd 2.1.1
fejezet). A kvantitativ meghatarozasoknal jelentkez6 problémak kikiiszobolhetok,
ha az EK helyett nyomas alkalmazasan alapulé hidrodinamikus injektalast
hasznalnak.

Az irodalomban csak kevés mikrocsipekben alkalmazott hidrodinamikus injektalasi
modszert kozoltek, amelyek raadasul viszonylag bonyolult miiszerezettséget
igényelnek [82, 83]. Solignac és mtsai. [84] egy olyan rendszert allitottak Ossze,
melyben mechanikus eszkdzzel gyakoroltak nyomdst a mintatarté edénykében 1évo
membranra. Masok a mintabevitelt egy szeleppel ellatott kettdés fecskendd
pumpaval [85], vagy egy beépitett diafragma pumpaval [86] hajtottak végre. E
komplikalt berendezések/eljarasok alkalmazasakor azonban elveszithetjik a
mikrocsipek olyan vonzé sajatsagait, mint az egyszeri és olcsé kialakithatosagot,
vagy az egyszer hasznalatos, eldobhato jelleget.

2.2.3 Zonaelektroforetikus elvalasztasok mikrocsipben

Elektroforetikus elvélasztasokat mikrofluidikai csipekben elvileg nagyon
hatékonyan lehet végrehajtani, mert a csipekben jo a hddisszipacio és nagyon
Kicsiny (rovid) mintadugot lehet reprodukalhatéoan beinjektalni. A rovidebb
szeparacids csatornara kapcsolt viszonylag nagy elektromos téreré miatt gyors
elvalasztasokhoz juthatunk. A mikrocsipben rdadasul megvan a parhuzamos vagy
egymast kovetd sorozatmérések végrehajtdsanak lehetdsége minimalis minta- €s
reagensfelhasznalas mellett.

Legalabb hat tényezé (a mintainjektalds, (oin®); a mikrocsipen valo detektalss,
(c4et’); @ molekularis diffizio, (o4if); a csatorna gorbiiletének geometridja, (oum?);
Joule-hé képzoédés, (Gj0u|2); feliileti adszorpcio, (Gadsz)) okozta zonaszélesedés jarul
hozza a teljes cstucsszélesedéshez (02) a mikrocsip elektroforézis esetén [87]. Ezek
a tényezOk ismeretesek a kapillaris elektroforézis gyakorlatabdl: a mintainjektalas,
a mikrocsipen torténd detektalds (detektorcella) és a molekularis diffaziobol
szarmazd szorasnégyzetek hozzédjarulasat a tanyérmagassdghoz ugyanugy kell

szamolni, mint kapillaris elektroforézisnél:

2 _ 2 2 2 2 2 2
o = Uinj + Odet + Udif + Oturn + O—joul + Oads (11)
2 nj 2 LGet 2
— . — ldet . —
Oinj =1, Odet =, Oaif = 2Dt (12)

ahol linj és lger a kezdeti mintadugd hossza és a mikrocsipbeli detektorcella hossza,
D a diffazios koefficiens és t az elvalasztas ideje.
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Az elsé mikrofluidikai csipen torténd zonaelektroforetikus elvalasztast Harrison €s
mtsai. [88] végezték el, akik kalcein (egy fluoreszcein szarmazék) és fluoreszcein
keverékét valasztottak el egymastol. Késébb kevesebb, mint 15 s alatt sikerrel
hataroztak meg hat, fluoreszceinnel jelzett aminosavat, melyeket 1ézer-indukalt
fluoreszcencias (LIF) modszerrel detektaltak. Az iivegbdl késziilt mikrocsip
csatorndjanak mélysége 10 pum, a szélessége 30 um volt [89]. Néhany évvel ezt
kovetéen pedig Jacobson és mtsai. [90] Rodamin B és diklorfluoreszeein
elektroforetikus elvalasztasat hajtottak végre 200 um szeparacids tavolsagon, 0,8
ms iddtartam alatt.

Mar az els6é mikrocsip alapt elektroforetikus elvalasztasok végrehajtasa soran azt
tapasztaltdk, hogy az elvalasztds sikeres megvaldsitasahoz sziikséges lehet a
mikrofluidikai csipek feliiletének megfelelé detergensekkel torténd modositasa. A
PDMS hidrofob sajatsagl, emiatt képes adszorbedlni a legtobb biopolimert,
kisméretli hidrofob molekuldkat. Sokféle feliiletaktiv anyagot vizsgaltak, hogy
milyen hatast gyakorolnak a mikrocsipben kialakulé EOF-re, igy a toltés nélkiili n-
dodecil-pB-D-maltozidot [91], a TWEEN-20-at, a kationos feliiletaktiv anyagok
kozil a CTAB-t (cetil-trimetil-ammonium-bromid) és DDAB-t (didodecil-dimetil-
ammonium-bromid) [92] vagy a hidrofob kopolimert, a PSMA-t (poli(sztirol-
maleinsavanhidrid)) is [93]. A legismertebb anionos detergens, az SDS (natrium-
dodecil-szulfat) alkalmazasaval aminosavakat, fehérjéket lehetett szétvalasztani
egymastol [94, 95]. A PDMS felilletére pozitiv toltésli aminodextrant
adszorbedltatva stabil EOF alakult ki, és emellett a fehérjék adszorpcidjanak
csokkenését is megfigyelték [96].

A PDMS hibroféb feliilete UV besugarzas, HCI-H,0; elegybe martas vagy levegd
plazmaval torténd kezeléssel hidrofillé tehetd, melynek sordn aktiv szilanol
csoportok keletkeznek ¢s igy lehetdvé valik kiillonb6zd hidrofil polimerek
megkotése a PDMS feliiletén [97, 98]. Lin és mtsai. [99] epoxigyantaval modositott
hidrofil polimereket adszorbealtattak az oxidalt PDMS feliiletére. A keletkezett
bevonat nagyon stabilnak bizonyult, a mikrocsipekben DNS fragmenseket ¢és
fehérjéket lehetett nagy hatékonysaggal elvalasztani.

Az els6 kereskedelmi forgalomban is elérhet lab-on-a-chip rendszerek, melyek
fehérjék méret szerinti elvalasztasat valositottak meg, 2002-ben jelentek meg a
piacon [100, 101]. A fehérje komponensek mikrocsipben torténd festési és
festékmentesitési (SDS higitasi) eljarasai 0,1 s-nal révidebbek, azaz 10*-szer
gyorsabb, mint a klasszikus SDS-PAGE [100].

A megfeleléen érzékeny detektalds megvalositasa jelenleg még a kapillaris
elektroforézisnél is kihivasnak szamit a kutatok szdmadara, de a mikrocsipben az
elvalasztast kovetden kapott pikoliter nagysdgrendi mintazona-térfogatok
érzékeny, univerzalis detektalasa kiillonosen nehéz feladat. Jelenleg a
hullamvezetdk vagy szaloptika segitségével torténd lézer indukalt fluoreszcens
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detektalast [102, 103], az clektrokémiai detektalast [104, 105] vagy a specialis
interfészt alkalmaz6 MS detektast [106, 107] tartjdk a legigéretesebb
detektoroknak.

2.24 Kromatografias toltetek kialakitasa ¢és elektrokromatografias
elvalasztasok mikrocsipben

A leggyakrabban alkalmazott kromatografidas modszer a nagyhatékonysagu
folyadékkromatografia, amikor a mintat nagy nyomason a mozgofazissal nyomjak
at az alloéfazison. A kromatografids koriilmények megfelelé megvalasztisaval
sokféle  vegyiiletcsalad  elvalasztdsdra,  azonositdsdra ¢és  mennyiségi
meghatarozasara mod van. Az allofazis tobbnyire gomb alaka részecskékbdl all, de
elterjedten hasznalnak pordzus monolitb6l késziilt kolonnakat is [108, 109].

A kapillaris elektrokromatografia (CEC) a kapillaris elektroforézis egyik olyan
modszere, ahol az elvalasztas a komponensek és az allofazis kozotti kromatografias
kolcsonhatasokon, illetve a komponensek kiilonbozo elektroforetikus viselkedésén
alapszik [11, 22]. A CEC mobdszernél a kereskedelemben is rendelkezésre allo,
toltott kapillarisokat alkalmaznak, a toltet anyagai altaldban a HPLC-nél is hasznalt
allofazisok. A fesziiltség hatasara elektroozmotikus aramlds indul meg a
kapillarisban. Ez az elektroozmotikus aramléds széllitta a komponenseket. Az
elvalasztand6 minta komponensei kiilonb6zd erdsséggel 1épnek kdlcsonhatasba az
allofazissal, igy eltéré 1dok alatt jutnak at a tolteten. A fesziiltséggel torténd
aramoltatas miatt egyenes (lapos) sebességprofil alakul ki, amely csokkenti a
csucsszélesedést és nagyobb elvalasztasi hatékonysagot eredményez [22]. Az
elvalasztas szelektivitasa az allo- és a mozgofazis kozotti megoszlastol, illetve a
komponensek elektroforetikus sajatsagaitol fiigg. A CEC egyik 1ényeges elénye a
HPLC-vel szemben, hogy rovidebb analizis id6 mellett is nagyobb elvalasztasi
hatékonysag érhet6 el.

Bér nyilvanvaléan nagy igény mutatkozik a miniatiirizalt folyadékkromatografias
technikak irant, jelenleg még csak kevés mikrocsip alapu kromatografias rendszert
fejlesztettek ki. Ennek legfébb okai technikai problémakban, a mikroszkopikus
méretli  toltetek kialakitasanak, illetve a toltetnek a mikrocsatornaban vald
megfeleld rogzitésének nehézségeiben rejlenek [110, 111].

Erdekes kisérletet irt le Regnier a kromatografias kolcsonhatisokon alapuld
elvalasztasok alkalmazasara nyitott csatornarendszerii mikrocsipben, amikor egy
un. Osszerendezett monolitikus allofazis-mintazat (incollocated monolithic
stationary phase support systems (COMOSS)) tervezésével és kvarclapon valo
kialakitasaval a hagyomanyos kromatografias tolteteket "utanozta le" [111]. (A
mikrocsip tényleges kromatografids részecskéket nem tartalmazott, igy e
mikrocsipekben minimalis hidrodinamikai ellenallas mellett tudott CEC
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elvalasztasokat elvégezni. Természetesen nagyobb mintakapacitdst ¢és jobb
elvalasztasi hatékonysagot lehet elérni, ha nagyobb fajlagos feliiletli kromatografias
részecskéket toltenek a mikrocsip csatorndjaba.

Manz és tarsai irtak le eldszor egy folyadékkromatografids kolonna szilicium csipbe
vald integralasat, amikor is 5 um-es C8-as részecskéket tartottak vissza egy
oszlopban frit alkalmazasaval [112]. A frit hasznalatanak t6bb hatranyos
tulajdonsdga is van: a csip eldallitdsa komplikaltabb ¢és a frit egyfajta
katalizatorként szolgal a csatornaban a buborékok képzddéséhez.

Hjertén és mtsai. kimutattak, hogy a toltési eljarasok nehézségei kikiiszobolhetdek,
ha egy folytonos polimeragyat hozunk létre a monomer toltetanyagnak in situ
csatorndba polimerizaltatdsaval [113]. A kis viszkozitds monomer oldat kénnyen
bejuttathatd a csatornaba, ahol megtorténik a polimerizacio, igy a toltet
kialakitasahoz nincs sziikség fritre.

Sato és mtsai. fritszeri anyagot hasznaltak a mikrocsatornaban, hogy a toltet
részecskéit megallitsak, az igy kialakitott toltet felilletén pedig immunprobat
végeztek [114]. Egy masik kozleményben egy olyan uj eljarasrol olvashatunk, ahol
a kapillaris elektrokromatografidhoz a kapillaris hagyomanyos, szemcsés
allofazisokkal torténd toltéséhez nem volt sziikség a részecskék frittel torténd
eltorlaszoldsara, hanem a kapillaris elszlikitésével érték el az allofazis
részecskéinek visszatartasat [115]. A 3 um-es atmérdji részecskék toltését
vakuumban végezték el €s a toltetet hokezeléssel stabilizaltak.

A kromatografids tolteteknek mikrocsipben valo kialakitasara néhany éve elegans
megoldast mutatott be az Agilent cég [116, 117] a tomegspektrométerhez illesztett
HPLC-chip rendszer (1260 Infinity HPLC-Chip/MS) bevezetésével. Ez a
mikrofluidikai HPLC-chip hatékonyan integral egy dusitd el6toltetet, analitikai
szeparacios toltetet, kapillarisok csatlakozo portjait és egy nanospray emittert. A
rendszer hatékonysagat szamos ismert alkalmazas bizonyitja. Sajnos e tobb
poliimidrétegb6l all6 mikrocsip high-tech megmunkalasanak eljarasai (nagy
pontossagu 1ézerablacio, frit kialakitasa specialis mikrofabrikacios eljarassal) [118]

a kutatok szamara nem elérhetok.
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3. Célkituzeés

Az elézéekben bemutatott irodalmi 0sszefoglalobdl is kitlinik, hogy a kapillaris
elektroforézis mara mar egy viszonylag jol kidolgozott modszerré valt, ezért a
kutatasok jorészt specidlis analitikai meghatarozasok vagy ujfajta kiértékelési
modszerek kidolgozasara irdnyulnak. Az alig husz éve megsziiletett analitikai
mikrofluidika teriiletén viszont még szamos alapvetd probléma (pl. érzékeny
univerzalis detektalas, a komplett mérérendszer miniatiirizalasa, injektalasi
nehézségek, a megfeleld elemzési reprodukalhatdésag biztositdsa) gatolja a
mikrocsipek széleskorii, rutinszer(i analitikai hasznalatat, emiatt honapr6l honapra
ujabb és ujabb érdekes, analitikai alkalmazhatdsagat tekintve igéretes jelenségekrol
és modszerekrdl jelennek meg kozlemények. Leegyszertsitve az allithatd, hogy
mig az analitikai kutatasok a CE-nél az 10j alkalmazasokra, addig a mikrofluidika
terliletén a technikai fejlesztésekre, az tjfajta analitikai lehetOségek feltarasara
iranyulnak.

Mindezek alapjan a kovetkez6 f6bb célokat fogalmaztam meg az elmult 15 évben
munkam soran:

a kis vezetOképességli mintdk érzékeny kapillaris elektroforetikus

elemzéseit lehetévé tevd elektrokinetikus injektalds alkalmazéisa esetén

olyan kiértékelé eljarasok kidolgozasa, mellyel az ionos komponensek
mennyiségi meghatdrozasainak hibai csokkenthetdk;

— a mikrocsipben  végrehajtandd  elektroforetikus  elvalasztasokhoz
nanoliternél is kisebb térfogatti mintdk reprodukalhato, injektalasi hibaktol
mentes  bejuttatisara  egyszerli hidrodinamikus injektdlasi eljaras
kidolgozésa;

— oOlyan kapillaris elektroforetikus modszerek kidolgozasa, melyek ezzel a
modszerrel eddig nem vizsgalt szervetlen komponensek vagy
gyogyszervegyliletek elvalasztisara vagy specidlis mintatipusokbol torténd
kozvetlen elemzésére iranyulnak;

— miniatiirizalt  kapillaris  rendszerek  kifejlesztése  elektroforetikus
elvalasztasokhoz;

— U detektalasi lehetdségek alkalmazhatosdganak tanulméanyozésa;

— kromatografias toltetek kialakitasa mikrocsipekben, és azok alkalmazasa

folyadékkromatografias és elektrokromatografias elvalasztasokhoz.
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4. Alkalmazott késziilékek és modszerek

4.1 Késziilékek

Kisérleteinkhez HP *PCE és 7100 CE (Agilent) Kapillaris elektroforézis
késziilékeket hasznaltunk. A mintakat elektrokinetikus vagy hidrodinamikus
injektalassal (100 mbar's) juttattuk a kapillaris anddos végébe. Az elvélasztashoz
tobbnyire 64,5 cm (effektiv hossz: 56 cm) hossza, 50 pm belsé atmérdji poliimid
kiils6 bevonatu kvarckapillarist (Polymicro Technology) hasznaltunk. A detektalas
spektrofotometriasan tortént, és a diddasoros detektor alkalmazdsa miatt lehetdség
volt 195-600 nm kozott spektrum felvételére is. Az elektroferogramokat
ChemsStation 7.01 programmal (Agilent) értékeltiik ki. A klinikai mintdk elemzése
soran a késziilék mintatart6jat +15°C-on termosztaltuk (Julabo F12).

Egyes klinikai mintdkat (sputum, tumor) -18°C-on vakuumban 12 éran keresztiil
liofilizaltuk (Lyovac GT2, Leybold).

A potenciometrias titralasokat egy Radiometer pHM 93 késziilékkel végeztiik,
melyhez egy Metrohm kombinalt iivegelektrod (tipus: 6.0234.100) és egy Metrohm
715 Dosimat biiretta tartozik.

A feliileti plazmon rezonancia (SPR) méréseket 2-csatornas érzékeldvel és 670 nm-
es lézerdiodaval ellatott BI-3000 SPR késziilekkel (Biosensing Instrument Inc.,
Tempe, AZ, USA) végeztik. Az SPR szenzorlapkat (50 nm vastagsagu
aranyfilmmel bevont {iveglapka, Biosensing Instrument Inc.) egyes
vizsgélatainkhoz vékony PDMS réteggel vontuk be. A 200 pL térfogata
mintaoldatokat 60 pL/perc sebességgel fecskendépumpa segitségével juttattuk a
detektorcellaba. Més esetekben sajat fejlesztésli, nagyon kis térfogata, PDMS-bdl
késziilt detektorcellat alkalmaztunk.

A mikrocsip csatornaiban a folyadékokat perisztaltikus pumpa (IPC, Ismatec)
segitségével 4aramoltattuk, a benniikk végbemend folyamatokat pedig inverz
mikroszkdppal (Axio Observer Al, Zeiss) figyeltik meg. A videdk és képek
készitéséhez nagyfelbontasu digitalis kamerat (AxioCam ICC3, Zeiss), illetve
kép/video rogzitd és feldolgozd szoftvert (AxioVision 4.6.3, Zeiss) hasznaltunk. A
mikroszkop kamerajaval és a szoftverbe épitett modullal a mikrocsip csatornajanak
egy adott pontjan a szinintenzitas-valtozasokat idében detektalva felvehettiik szines
komponensek elektroferogramjait/kromatogramjait. A mikrofluidikai csipeken a
kromatografids toltet kialakitdsat, ¢és a hidrodinamikus mintainjektalast
perisztaltikus pumpa (IPC, Ismatec) segitségével végeztik. A mikrocsipen vald
elektroforézishez nagyfesziiltségii tapegységeket (0,5-2,5 kV, Microply-30, Cetox
Kft., illetve 10-30 kV: Spellman, Ithaka, NY, USA) hasznaltunk.

A mikrocsipen, illetve a kvarckapillarison a detektalast szaloptikas UV
spektrofotométerrel  (Avaspec-2048-2, Avantes, Hollandia) kozvetlenil a
csatorna/kapillaris falan keresztiil végeztiik.
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4.2 Mikrofluidikai csipek készitése

A PDMS csip készitéséhez az un. lagy litografids technikat [67] haszndltunk. A
mikrocsip 50-100 pum széles csatornainak mintazatait AutoCAD szoftver
segitségével rajzoltuk meg. A csatornarendszer hossza és alakja tobbféle volt
(kereszt alaki mintazat egyenes, illetve szerpentines szeparacids csatornaval,
sokcsatornas rendszerek). A csatornamintazatot nagyfelbontassal (5000 dpi,
Képpont Kft. Debrecen) egy atlatszo foliara (fotolitografias maszk) nyomtattuk. A
szilicium lapkara (Silicon Quest, Santa Clara, CA) 35 pum vastag fényérzékeny
réteget (SU-8 2025 negativ-tipusu fotoreziszt, Microchem, Newton, MA) vittiink
fel spincoater segitségével (3000 fordulat/perc), amit ezt kovetéen 15 percre 95°C-
os kemencébe (Memmert) tettiink. A fotografids maszkot ezutan a sziliciumlapon
megszilardult bevonatra helyeztiik, majd a réteget UV fénnyel (365 nm) 2 percen at
besugaroztuk a maszkon keresztil. A besugarzott lapot 5 percre 95°C-0s
kemencébe helyeztiik, ezutan SU-8 el6hivoszerrel (Microchem, Newton, MA) a
nem besugarzott részeken talalhatd fotorezisztet eltavolitottuk, igy megkaptuk a
kész ontéformat. A PDMS oligomert és a térhalositoé adalékot (Sylgard 184, Dow
Corning, Midland, MI) 10:1 aranyban Osszekevertiik, és vakuum segitségével
gazmentesitettiik. Ezt a keveréket az ontéformara ontottiik, majd egy orara 65°C-0s
kemencébe tettiik, ahol megkeményedett. A kész PDMS réteget dvatosan lehuztuk
a szilicium laprol, megkapva az ontéforma lenyomatit a PDMS feliiletén. Ezt a
PDMS darabot megfeleld méretre vagtuk, és a csatornak végeinél lyukasztassal
kialakitottuk a 300 pm atmérdjii portokat, ahova pumpacsoveket vagy elektrodokat
csatlakoztathattunk. A mintazatot tartalmaz6 PDMS darab és az iiveglapka
megfeleld feliileteit 2 percig kisnyomast, nagyfrekvencias térben, levegd
plazmaban (PDC-32G, Harrick) torténd aktivalas utan egymasra helyeztiik, melyek
igy pillanatokon beliil irreverzibilisen egymashoz kotodtek.

2. abra. Mikrocsipek eléallitasahoz készitett ont6forma, melynél a nagyon sima Si lapka
sikjabol 35 um magassagban emelkedik ki a csatornamintazat (baloldali foto) és az
elekroforetikus elvélasztasokhoz alkalmas, egy tiveglaphoz irreverzibilisen kotott PDMS
mikrocsip (jobboldali foto).
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5. Eredmények és diszkusszio

5.1 Elektroforetikus elvalasztasok kapillarisban

5.1.1 Elektrokinetikus injektalas alkalmazasanak lehetoségei és Kkorlatai
kapillaris zonaelektroforézisnél [I, 11]

Elektrokinetikus injektalaskor a minta komponensei az elektroozmézis és az
elektroforézis egylittes hatasaval jutnak be a kapillarisba, kovetkezésképpen a
meghatarozand6 ion beinjektalt mennyisége fligg az ion mozgékonysagtol (ha
egyiitt vandorol az EOF-fel, akkor nagyobb mennyiségben jut be). Ha példaul a
meghatdrozandé mintaban ugyanolyan koncentricioban vannak jelen az eltérd
mozgékonysagu ionok, akkor azok kiilonbozé mennyiségben fognak bejutni a
kapillarisba, aminek a kovetkeztében eltérd cstics nagysagokat kapunk. Kiilsé
kalibracio esetén csak akkor nem jelentkeznek problémak a mennyiségi
meghatarozaskor, ha a mintdk vezetoképessége megegyezik (bar nyilvanvaldan a
realis mintaké altalaban  kiilonbozik). Mivel a meghatarozanddé minta
hattérelektrolit vezetOképességének kapcsolatatol, az EK injektalas miatt fellépd
kiilonb6z6 matrixhatas nem kiiszobolhetd ki a szokasos kalibracios modszerekkel.
A mintaoldat vezetOképessége gyakorlatilag nem befolyasolja az EOF-t (mivel
elektrokinetikus injektalaskor a kapillaris szinte teljesen meg van toltve a
hattérelektrolittal), viszont az ion vandorldsa (az injektalds soran) fiigg a minta
vezetOképességétdl. A  beinjektalt a komponens n, teljes mennyisége a
kovetkezoképpen adhato meg [23]:

1 k Uin'
na = Zﬂd 2[:UEOF iﬁ:uaj J tinjCa (13)

ahol a d a kapillaris atmérdje, a peor az EOF mozgékonysaga, a p, meghatarozandé

komponens mozgékonyséaga, Uinj az injektalashoz hasznalt fesziiltség, L a kapillaris

teljes hossza, tiyj az injektalas ideje, ca a meghatarozanddé komponens molaris

koncentracioja, ksee ¢€s ks a hattérelektrolit (BGE) ¢és a minta oldat

vezetOképessége. A komponens és az EOF mozgékonysdga meghatarozhatd a

komponens ¢és egy toltés nélkiili anyag (teor ) migracids ideje ismeretében:
L L , Lyl

Heor =1 cs Ha

(14)
Uteor Ut,

ahol az U az alkalmazott fesziiltség ¢és Lesr a kapillaris effektiv hossza.
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Ha az igy kifejezett mozgékonysagokat a (13) egyenletbe helyettesitjiik be, akkor

U t L. zd?
N a =
tEOF kS ta tEOF 4U

Munkank soran azt tapasztaltuk, hogy mig a hidrodinamikus injektalaskor a kapott
jelek intenzitasa linearis kapcsolatban vannak a meghatirozandé komponensek
egy nagyon rovid kezdeti linearis szakasz utan kapott kalibraciés gorbe hirtelen a
vizszintes tengely felé gorbiil (3.b abra). A gorbiilés oka valdszintileg az, hogy a

c ey

nagyobb lesz, ¢és egyre Osszehasonlithatobba valik a  hattérelektrolit
vezetOképessége kortilbeliil 1%-a a hattérelektrolit vezetoképességének. Ahogy a
mintaoldatok vezet6képessége egyre nagyobb lesz, kisebb ¢és kisebb mennyiségben
jutnak be a meghatarozandé komponensek a kapillarisba (lasd (15) egyenlet). Amig
egy minta Osszes-ion koncentracioja kisebb, mint kb. 50 uM az oldatot nagyon hig
(kvazi végtelen hig) oldatnak tekinthetjiik, amely specialis fizikai-kémiai
jellemzokkel bir. Ha megnoveljiik a mintaoldataink vezetOképességét azaltal, hogy
konstans mennyiségben adagolunk az oldatokhoz sét (pl. 2 mM natrium-
karbonatot), akkor megfeleld linearitasi kalibraciés diagramokat kapunk (R? >
0,99), ugyanakkor meghatarozasaink érzékenysége jelent6sen romlik (3.c. abra).

Az is megfigyelhetd a 3. dbra diagramjain, hogy az Osszes egyenes meredeksége
koveti a meghatarozandé komponensek toltésszamat: a bromid, klorid, nitrit, nitrat
ionokra kapott meredekségek gyakorlatilag a kisérleti hiban beliil megegyeznek, a
kétszeres tOltésti szulfation meredeksége pedig kétszerese az egyszeres toltési
ionokhoz képest.
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3. abra. A bromid (1), klorid (2), szulfat (3), nitrit (4), nitrat (5) és foszfat (6) kalibracios
diagramjai HD (a,), illetve EK (b, és c,) injektalast alkalmazva. (c) esetben a mintaoldatok
2 mM natrium-karbonatot is tartalmaztak.

Koriilmények: 64,5 cmx50 um 1.D., BGE: 5 mM kromat, 0,2 mM CTAB, pH: 8,0, U: —25
kV, A= 275 nm (indirekt UV), HD injektalas: 50 mbar15 s, EK injektalas: —2,5 kV'15 s.

Mint azt mar kordbban emlitettem, Iényeges -eltéréseket kaphatunk a
csucsteriiletekben, ha HD vagy EK injektaldsokat haszndlunk a kiilonbozé

rrrrrrrr

tartalmazd mintaoldatok elemzésére. A 4. abra illusztrdlja a mintaoldat
matrixtartalmanak (0-5 mM nitrat) hatasat a 0,05 mM klorid EK, illetve HD
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injektalasaval torténd elemzésére. A diagrambol az is jol latszik, hogy a kis
vezetOképességli mintdk EK injektalasakor nagyon érzékeny meghatarozasokra

nyilik lehetdség.
»
30 - ——EK
—O—HD
k=3
< 20 -
=
-
(o]
w
o 10 -
i r
E O—o—0 \;
D T T T T 1

nitrat (mM)

4. abra. A 0,05 mM kloridion mintaoldat matrixtartalmanak (0-5 mM nitrat) hatasa a EK,
illetve HD injektalasaval kapott jelnintenzitasokra. A koriilmények ugyanazok, mint a 3.
abranal.

Abban az esetben, ha a mintaoldat vezet6képessége sokkal kisebb, mint a
hattérelektrolité (5 mM kromat, 0,2 mM CTAB), a kgce/ks nagyon naggya valik,
ezért a (15) egyenlet els6 tagja elhanyagolhatd lesz. A gyakorlatban ez az
egyszerlsités akkor érvényes, ha a BGE vezetoképessége legakabb 100-szor
nagyobb, mint a minta vezetoképessége ((16) egyenlet):

n _kBGE i 1 UinitinJLeffﬂdzc (16)
©oke \t teor 4U :

Az n, és a A, csucsteriilet egymassal aranyosak, az S1 és S2 mintaoldatokbol
injektalt a komponens mennyiségei a kovetkezoképpen aranylanak egymashoz:

Aa,Sl _ na,Sl _ ksz Ca,Sl (17)

Aa,SZ na,SZ kSl Ca,SZ

A (16) ¢és (17) egyenletekbdl kovetkezik, hogy még a kis vezetOképességi
mintadkban is az injektalt mennyiség fiigg a minta vezetoképességétol és az ebbdl
eredd hiba (matrix bias) nem elhanyagolhato (ellentétben masok kovetkeztetéseivel
[119]). A (17) egyenlet szerint kiilsé kalibralas csak akkor lehet megfelel6, ha
egyarant tekintetbe vessziik a mintak és a kiils6 standard oldatok vezetoképességeit.
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Azonban, ha a (17) egyenletet probaljuk meg alkalmazni a mintak
vezetOképességének mérésén keresztiil, az elektroferogramokbdl megallapithatd
cstcsteriilet aranyok (Agasi/Aasz) nagyban eltérnek a konduktométerrel mérhetd
vezetOképességek hanyadosatol (kspCasi/KsaCas2). A probléma oka feltevésiink
szerint a konduktométeres mérésekben keresendd. Mint ismeretes, az elektrolitok
ionkoncentracioja széles tartomanyban egyenesen aranyos a vezetoképességgel.
Nagyobb elektrolit koncentracional (<100 mM) azonban a vezetéképességi egyenes
elhajlik az abszcissza felé, masrészt nagyon kis koncentracional (kvazi végtelen hig
oldatban) egy kezdeti hiperbolikus szakasz figyelheté meg.

Az oldatok vezetdképességének konduktometrids meghatdrozésakor valtdaramot
alkalmaznak, hogy elkeriiljék az elektroédok polarizaciojat és az elektrolizist.
Megvizsgaltuk annak lehetdségét, vajon a vezetOképesség meghatarozhaté-e a
mintaval toltott CE kapillarisban allando fesziiltségen mért aramerdsségen
keresztiil. Az elektromos vezetd rendszer specidlis geometridjanak kdszonhetden
(kapillaris hosszanak ¢és keresztmetszetének aranya nagy, az iondram az
elektrolittartalyok térfogatdhoz képest nagyon kicsi) a polarizacid és az elektrolizis
hatdsa a mért aramerdsségre elhanyagolhat6. Az oldat Osszetétele (vagyis az
oldattal toltott kapillaris R, ellendlldsa) a kapillarisban allandonak tekintheté a
fesziiltség alkalmazasanak kezdeti (30-40 s) szakaszaban. Ebben az id6szakban (az
elsé 1 s-ot leszamitva) az |, aramerdsség konstans. Azt talaltuk, hogy a mért
aramerdsséget az elektrolit koncentracio fliggvényeben abrazolva nagyon hasonlo
gorbét kaptunk, mint amit a konduktometrias vezetoképesség mérésével is, igazolva
azt a varakozast, hogy Kk, és I, kozott egyértelmii aranyossagnak kell lennie (I,
=U/R,). Az aramer6sség-gorbének is van egy hiperbolikus kezdeti szakasza, mint a
vezetdképesség-gorbének, de sokkal kisebb mértékben valtozik a koncentracioval.
Amennyiben a megfelel6 aramerdsségek hanyadosat hasznaltuk a (17) egyenletben
a konduktométerrel mért vezetéképességi értékek hanyadosa helyett ((18)
egyenlet), a kiszamolt n,si/Nas; értékek jol egyeztek az elektroferogramokbol
meghatarozhatd A, si/Aa s, csticsteriiletek aranyaval.

Aa,Sl — na,Sl =Ii Ca,Sl (]_8)
Aa,SZ na,SZ ISl Ca,SZ

Bar e tapasztalatra egyértelmii magyarazatot nem tudunk adni, valésziniileg arrél
van sz0, hogy a CE kapillarisban mért aramerdsségek ardnya jobban leirja a
mintaoldatok vezetoképességei kozotti kiilonbséget, mint a konduktométerrel mért
vezetOképességi aranyok.

Osszehasonlitva a 3 kiilsd kalibracios eljarassal kapott koncentraciokat, a valodi
értekekkel leginkabb egyezd eredményt ado eljaras az volt, amely az aramerdsség
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aranyokon alapult. Jelent6sebb eltérést talaltunk a valddi koncentracid értéktol,
amikor az 6sszes-ion koncentracié meghaladta a 150 uM koncentraciot, mert ekkor
a kgge/ks nem lesz annyira nagy, hogy elhanyagolhassuk a (15) egyenlet elsé tagjat.
Az 5. abran a kiilonboz6 kiils6 kalibracios eljarasok alapjan szamolt koncentraciok
eltéréseit abrazoltuk 3 kiilonb6zé komponens esetén. 130 uM Osszes-ion
koncentracioig az aramerdsség aranyok alapjan szamolt koncentraciok relativ
hibdja 3-4%-on belilli volt, ami elfogadhatonak szamit kis koncentraciok CE

meghatarozasakor.
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5. abra. Kiilonb6zo kiils6 kalibracids eljarasok alapjan szamolt koncentraciok eltérései a
valodi értékektdl 3 kiilonbozé komponens esetén (a,: Br; b,: ClI7; c,: SO42_).
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A szervetlen komponensek kapillaris elektroforézissel torténé meghatarozasa
esetén az indirekt UV detektalas univerzalis detektalasi modszernek szamit [120,
121]. Ha emellett EK injektalast is alkalmazunk, akkor mint azt korabban lattuk a
hagyoményos kalibraciés mddszerek pontatlan eredményeket adnak, de tn. belsd
univerzalis kalibracios standardot alkalmazva egy egyszerti szamitassal helyes
kvantitativ eredményekhez juthatunk. Ez a kalibracids eljaras belsé abban az
értelemben, hogy a referencia komponenst kozvetleniil a mérendé mintdhoz adjuk,
és egyuttal univerzalis is, hiszen a mintaban jelenlevé valamennyi komponens
mennyisége meghatarozhatd az egyetlen referencia komponens valaszjele alapjan.
Elénye az eljarasnak, hogy olyan komponensek mennyiségei is meghatarozhatok,
amelyek (mindségileg) nincsenek azonositva.

E belsé univerzalis kalibralds alkalmazasahoz megfelelé standardot (belsd
univerzalis standard, IUS) kellett keresniink. A belsé standarddal szemben
tamasztott altalanos kdvetelményeknek vizsgalataink szerint a tioszulfation jol
megfelel. A tioszulfat mozgékonysaganak értéke kozeli az altalunk vizsgalt anionok
mozgékonysaganak értékeihez és nagyobb, mint a leggyakrabban vizsgalt ionok
mozgékonysaga. Az 1. tablazat az ismertebb szervetlen anionok effektiv
mozgékonysagi adatait, pK és TRyyus/TRx értékeit tartalmazza. (Az irodalmi
bevezetd részben (2.1.2. fejezet) targyaltam a TR hasznalatanak fontossagat a
teljesen disszocidlt anionok kvantitativ analizisénél EK injektalas esetén.)
Méréseink soran megfeleld elvalasztast értlink el: a tioszulfation cstcsa jelent meg
leghamarabb és teljesen elvalt a tobbi komponens csucsatol. Fontos, hogy a
mintaoldatok szokdsos pH-jan a belsé standard toltése jol definialt és allando
legyen. A tioszulfat ezt a kdvetelményt is kielégiti, pH=2 felett toltése allando és
kétszeresen negativ.

A 6. dbra a tioszulfat és a tobbi vizsgalt anion (klorid, bromid, szulfat, nitrit, nitrat
¢és  foszfat) hidrodinamikus ¢és  elektrokinetikus  injektaladssal  kapott
elektroferogramjait mutatja be. Minden komponens azonos koncentracioji (25
uM), és az elektrolit 10-es pH-jan a vizsgalt anionok koziil a bromid, klorid, nitrit
¢€s nitrat egyszeresen negativ, mig a tioszulfat, szulfat és foszfat kétszeresen negativ
toltésti volt. Ezen a pH-n a redlis mintdkban a legtobb anion teljesen disszocialt
allapotban van, kivéve azokat, melyek pK értéke 10 felett van (ilyen példaul a
karbonat pK,=10,2 , a foszfat pK3=12,7 vagy az arzenit pK,=13,5). Els6 ranézésre a
két elektroferogram nagyon hasonlo, kiilonbség a leginkabb eltéré mozgeékonysagu
komponensek (példaul a tioszulfat és foszfat) csucsteriilet aranyaban lathatd. Ez a
kiilonbség kisebb olyan komponensek esetén, melyeknek a mozgékonysaga
kevésbé eltérd.
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1. tablazat. A munkank soran vizsgalt és egyéb anionok effektiv mozgékonysaga*, pK és
TRus/TRx értéke. (Az adatokat a PeakMaster 5.1 segitségével szamoltuk [34-36].)

et (MMAYKV'S)*  pK; pK; TR us/TRx
tioszulfat (IUS) -76,903 0,6 1,72
kromat (kromofor-ion) -70,975 0,745 6,49
kalium (ellen-ion) +69,541
Vizsgalt anionok:
bromid -76,316 -2 0,995
klorid -74,496 -2 0,983
szulfat -72,365 -3 1,921 0,970
nitrit -70,181 3,22 0,955
nitrat -69,701 -1,37 0,952
foszfat -53,239 2,16 7,21 0,820
Egyéb anionok:
klorat -62,878 -2,7
kloracetat -40,337 2,865
Klorit -50,238 1,96
cianid -62,878 3,47
fluorid -53,622 3,173
oxalat -67,179 1,271
perklorat -65,571 -2
permanganat -59,412 -2
perjodat -52,752 1,55
szalicilat -32,232 3,107
tiocianat -64,321 0,848
trikloracetat -34,679 0,635

* Az effektiv mozgékonysagok a BGE elektrolitra vonatkoznak (pH:10, I=15 mM)
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6. abra. A tioszulfat és a vizsgalt anionok elvalasztasa realis mintakban HD (a) és EK (b)
injektalas esetén.

Injektalasi paraméterek: HD injektalasnal 50 mbar-2s, EK injektalasnal -3 kV - 2 s.
Csucsok: tioszulfat (1), bromid (2), klorid (3), szulfat (4), nitrit (5), nitrat (6) és foszfat (7).

s

CTAB-t tartalmazott és pH-ja 10 volt.

Mivel hidrodinamikus injektalds esetén a mintaoldatban azonos molaris
koncentracioban jelenlevd komponensek azonos koncentrdcidban jutnak a
kapillarisba, ekkor az azonos toltésli €s toltésszamu komponensekre azonos
némiképp kisebb csucsmagassagot). Mivel a csucsteriiletek az adott komponensek
vandorlasi sebességeitdl is fiiggenek (a kevésbé mozgékony ionok tobb idot
toltenek a detektor celldban, ezzel nagyobb csucsteriiletet eredményezve) és a
cstcsteriiletek megvaltozasa linearis Osszefliggésben van a migracios idokkel, az
azokkal korrigalt cstcsteriileteknek elvileg meg kell, egyezniiik az azonos
vegyértékli komponensek esetén. Tehat hidrodinamikus injektalas esetén a (7-10)
egyenletek alapjan az x komponens ¢, koncentraciéja az alabbi Gsszefliggéssel
szadmithato:

A TR, -t
Cy =Cyus #L;.Itus'nx,lus (19)
1US x "
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ahol cjus a bels6é univerzalis standard koncentracidja, Ax és Ajus a vizsgalt és a
standard ion csucsteriilete, ty €és tjys pedig a vizsgalt és a standard ion migracios
ideje (hasonlé megfontolasok alapjan a [122]-es hivatkozasban bemutatott egyenlet
a ty és tys migracios idoket forditottan szerepelteti és nem tartalmazza a TR
paramétereket). Ha a vizsgalt és a standard ion toltésének nagysdga nem azonos,
egy n faktort kell bevezetniink, mely a vizsgalt és a standard ion toltésének
hanyadosa. A munkank soran, az elektrolitunk 10-es pH-jan ez a hanyados 1 (pl. a
szulfatra) vagy 2 (pl. a kloridra). Ez a formula abban a koncentracio-tartomanyban
érvényes, ahol linedris az 0sszefliggés a detektorjel és a koncentracio kozott, mely
HD injektalés esetén széles koncentracio-tartomanyban igaz. HD injektalds esetén a
kalibraciés egyenesek szabdlyos tendencidt mutatnak (a meredekségek széles
koncentracio-tartomadnyban megegyeznek az azonos toltésii ionok esetében). A
csucsteriilet és a koncentracio kozott széles koncentracio-tartomanyban lineéris
Osszefliggés van, ezért a belsé univerzalis kalibraciés egyenes megfeleld a
kiilonb6z6 komponensek mennyiségi meghatdrozasara. HD injektalds esetén kiilso
univerzalis kalibrdlds (a mintaoldat adott komponensére kapott detektorjelet
vonatkoztatjuk az univerzalis standard kalibracidos egyenesének pontjaira) is
lehetséges, mivel a mintamatrix okozta zavarohatasok (,,matrix bias” [17]) nem
1épnek fel.

EK injektalas haszndlatakor a komponensek mozgékonysdguktol (melyek a
migracios idokkel aranyosak) fliggd koncentraciokban jutnak a kapillarisba. A
nagyobb mozgékonysagi (kisebb migracios idejii) komponensek nagyobb
mennyiségben fognak a kapillarisba bejutni, de az EK injektalds éppen
kompenzalhatja azt a csucsteriilet valtozast, melyet detektor celldban a sebességbeli
kiilonbségek okoznak. Ugyanis, két kiilonb6zé mozgékonysagu komponens esetén
a nagyobb mozgékonysagi komponensbdl aranyosan tobb jut be (Auxi, x2), de a
komponensekre kapott jelteriiletek pontosan forditottan lesznek ardnyosak a
komponensek mozgékonysagaival (1/Apxix2), mivel a detektorablakban
kiilonb6z6 sebességgel fognak elhaladni. Ez azonban csak akkor lehet igaz, ha a
vizsgalt 1onok effektiv mozgékonysdga megegyezik a mintaedényben ¢és a
kapillarison belill. Az effektiv mozgékonysag fiigg a pH-t6l, a hdmérséklettdl és az
ionerdsségtol. A vizsgalt komponensek mérete és toltése 4-es pH felett valtozatlan
(lasd a pK értékeket az 1. tablazatban) és a legtobb CE késziilékben mind a
mintaedény, mind a kapillaris azonos hdmérsékletre van termosztalva
(szobahdmérsékletre). gy a felmeriild legnagyobb probléma az IUS
alkalmazhatosagaval kapcsolatosan a minta és a BGE oldatok ionerésségeinek
kiilonbozdsége.
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Eff. mozgékonysag valtozas (%)

lonerésség (mM)

7. abra. A mintaoldat ionerdssége és a vizsgalt anionok effektiv mozgékonysaganak - a
hattérelektrolitban kapott effektiv mozgékonysaghoz képesti — szazalékos eltérése. (A
szamitasokat PeakMaster 5.1 programmal végeztiik. A koriilmények és a

mintakomponensek megegyeznek a 6. abran megadottakkal.)

A 7. &bran a mintaoldat ionerdssége ¢€s a vizsgalt anionok effektiv
mozgékonysaganak - a hattérelektrolitban kapott effektiv mozgékonysaghoz képesti
— szazalékos eltérése kozotti kapcsolatot kivantuk bemutatni (a szamitasokat
PeakMaster 5.1-el [34-36] végeztiik). Lathatd, hogy az ionerdsség nincs nagy
hatassal a teljesen disszocialt egyszeres toltésti anionok mozgékonysagara. Ekkor a
mozgékonysag valtozasa nem haladja meg a 6%-ot az ionerdsségnek a 0,1-100 mM
tartomanyaban torténd megvaltozasa miatt. Ez az érték dsszhangban van Friedl és
munkatarsai [123] megallapitasaval, miszerint 1-10 mM kozott az egyszeres toltésii
ionok mozgékonysaga kozel allandé marad. Megfigyelhetd, hogy a hasonld
mozgékonysagl azonos vegyértékii anionok (bromid, klorid, nitrit, nitrat, illetve a
szulfat és tioszulfat) gorbéje szinte teljesen fedi egymast. A tObbszords toltésii
ionok mozgékonysaga az ionerdsség novekedésével nagyobb mértékben csokken,
mint az egyszeres toltésliek esetén. A vizsgalt anionok esetén az egyszeres toltésii
anionok effektiv mozgékonysaga nem szamottevéen kiilonbozik (< 6%), de a
tobbszoros toltésti anionoknal ez maximum 15-20% is lehet. Ugyanakkor az
ionerdsség valtozdsa miatt a TR hanyados (amely az ionok effektiv
mozgékonysagait tartalmazza) megvaltozasa kisebb mértékii, mint az effektiv

mozgékonysagok megvaltozasa. A TRyus (TR, = Mo Hs = Heen 1454 (10)
Higs  Hejlen — Hp
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egyenlet) gyakorlatilag nem fiigg az ionerdsségtdl, mert mind a hattérion (kromat),

mind a belsé univerzalis standard (tioszulfat) teljesen disszocialt kétszeres toltésti,

hasonlé mozgékonysag ion (us = -76,90 mm%kVs; pg = -70,97 mm?/kVs). Az

ionerésségnek nagyobb hatasa lehet a TRx-re (TR, = &-M, lasd (10)
Hx  Heen — Hp

egyenlet) egyszeres toltésii ionok esetén, de az ionerdsség valtozasa hasonldan hat a

szamlalora és a nevezdre. Ezért a —5 csak kissé fiigg az ionerdsségtol. Ennek
X

kovetkeztében EK injektalasnal (a (7)-(10) és (13) egyenleteket felhasznalva) az x
komponens cx koncentracidja IUS hasznalataval az alabbi Osszefiiggéssel
szamithato:

_ A TRy (20)
Cy =Cus A_ TR Ny 1us

1US X
ahol nx jus a vizsgalt ion toltésének és a standard toltésének a hanyadosa. (Ez azért
igaz, mert a vizsgalt ionjaink és a standard ionok is teljesen disszocidltak, igy az
Nxus a vegyértékek aranyanak tekinthet6.) A mi vizsgalataink sordn az ny us

értéke pontosan egy (példaul a szulfatra) vagy kettd (példaul a kloridra). A TFT'US

X
értéke jo kozelitéssel 1, mert a vizsgalt anionok, az IUS, a hattér co-ion és az ellen-
ion mozgékonysaga viszonylag hasonlo. A vizsgalt és mas anionos komponensek

TR
effektiv mozgékonysaga, pK értéke és —2 értéke lathaté az 1. tablazatban (az
X

értekeket a PeakMaster 5.1 [34-36] adatbazisabdl kaptuk meg vagy a szoftverrel

. . . . N TR , .
szamitottuk ki). Az 1. tdblazat adatai szerint a vizsgalt ionok ?'US hanyadosainak
X

eltérése 5%-on belilli, kivéve a foszfatot, mely sokkal lassabban migral a tobbi
anionhoz képest. Mindezek alapjan, ha az x komponens teljesen disszocialt, és az
effektiv mozgékonysaganak az eltérése a BGE ion, az ellenion ¢s az IUS effektiv
. TR
mozgékonysagatol nem nagyobb, mint 10% (igy a W'US értékek 1-t61 valod
X

eltérése legfeljebb £5%), akkor a 20. egyenlet a kovetkezéképpen egyszeriisodik:

Cy =Cs AX Ny s (21)
1Us

(Hasonl6 egyszeriisitést tehetiink a (19) egyenlet esetén is HD injektalaskor.)
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A (21) egyenlet érvényességét és alkalmazhatdsagat tanulmanyoztuk olyan mintak
elemzésével, melyek ismert mennyiségben tartalmaztak a vizsgalt anionokat
matrixanyagok nélkiil (2. tablazat) és nagyobb mennyiségii matrixanyaggal (3.
tablazat). Mindegyik esetben a tioszulfiatot hasznaltuk belsé univerzalis
standardként, de barmelyik vizsgalt anion alkalmas lehetett volna erre a célra. A
kapott eredmények bizonyitjak, hogy a javasolt kalibracios eljaras a (21) egyenlet
alkalmazasaval legfeljebb 5%-os eltérés ad az aktualis valos értékektol.

T

esetén. Bels6 univerzalis standardként (IUS) a tioszulfatot hasznaltuk.

anion
Csucsteriilet Valos koncentraciéo A (21) egyenlettel szamitott
(uM) koncentracio (uM)

tioszulfat* 3,271 240 -

bromid 0,674 100 98,0

klorid 2,681 400 393

szulfat 2,730 200 200

nitrit 2,641 400 387

nitrat 5,470 800 802

fosztat 1,443 100 106

*1US

crcr

sre

anionok A (21) egyenlettel szamitott koncentracio™ (uM)
+ karbonat (uM) a mintaban 0 1000 10 000
bromid 25,0 25,0 23,4
klorid 24,1 23,9 24,1
szulfat 23,7 27,1 27,6
nitrit 23,4 24,7 26,3
nitrat 23,1 25,1 27,6
foszfat 24,5 28,1 -

*1US: 25 puM tioszulfat
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5.1.2 Kapillaris elektroforézis alkalmazasa szervetlen vegyiiletek
meghatarozasara [111-1X]

Bar a CE egy viszonylag 1) mddszer, mostanaig az egyatomos, kis méretii ionoktol
a nagy molekulatomegii biomolekulakig sokféle anyag elvalasztasat leirtdk mar, s
azt is megallapitottdk, hogy a CE kivaloan alkalmazhato szervetlen vegyiiletek
meghatarozasadhoz [23]. Mivel a t6ltéssel rendelkezd részecskék elvalasztasdhoz a
legegyszeriibb CE technika, a kapillaris zonaelektroforézis (CZE) alkalmazhatd
kiilonosen elénydsen, nem meglepd, hogy az ismertetett modszerek majd
mindegyikénél ezt a technikdt hasznaljdk a szervetlen vegyiiletek
meghatarozaséhoz.

A fémionok, kis méretli szervetlen anionok mozgékonysaga altaldban nagy. A
z6nak direkt fényelnyeléses detektalasa azonban sokszor nem alkalmazhato, mivel
ezen ionok tobbsége nem nyel el fényt az UV vagy a lathat6 tartomanyban. Emiatt
vagy indirekt fényelnyeléses detektalast vagy masfajta detektalasi modszert (pl.:
vezetoképességmérés, ICP-MS stb.) kell haszndlni. A vizoldhaté szervetlen
kationok, anionok és azok komplexei meghatarozasdnak elsdsorban az ivéovizek,
illetve a kdrnyezeti, klinikai és ipari mintak esetén van nagy jelentGsége.

Az alkadli- és alkalifoldfém ionok vizes oldatbeli toltés-méret viszonya kell6en
kiilonbozik ahhoz, hogy CZE modszerrel konnyen, gyorsan, a legegyszeriibb
elektrolit rendszerben elvalaszthatok legyenek. Gyakran imidazol tartalma oldatot
haszndlnak hattérelektrolitként, az imidazol kis hulldamhosszaknal valdé nagy
elnyelése és megfelelé ionmozgékonysaga miatt [22]. Az dtmenetifém, ritkafoldfém
ionok elvalasztasakor altalaban komplexképzoket (pl. EDTA, tejsav) adagolnak az
elemzend6 mintdhoz vagy a pufferelektrolithoz. A CZE-t a lantanoidak
elvalasztasdhoz példaul eldnydsebben lehet haszndlni mint az ionkromatografiat,
mert jobb elvalasztasi hatékonysagot, cstucsfelbontast és rovidebb mérési idot lehet
elérni. CZE-vel akar az 0Osszes lantanoidat el Ilehet valasztani, ami
ionkromatografias modszerrel nehéz feladat [23]. A CZE-nél a mintael6készités
rendkiviil egyszerli, kdrnyezeti mintdk esetén altalaban csupan a minta sziirésére
van sziikség az elemzést megeldzéen. Mig a legtobb elvalasztastechnikai
moddszernél a biologiai mintak analizalasa sokkal Gsszetettebb mintaeldkészitést (pl.
fehérjementesités) igényel, a CZE-nél lehetdség van ezen mintdk kozvetlen
injektalasara/elemzésére is. (Egy 100-szoros higitdsu vérminta fehérjetartalma még
0,7 g/L felett van, mely igy még mindig jelentds matrixkomponensnek szamit a
legtobb vizsgaldé moddszer esetén. Mindemellett a fémionok nehézség nélkiil
meghatarozhatok CZE-vel, mert mozgékonysaguk joval nagyobb, mint a
matrixkomponenseknek, és igy a fehérjék csak a fémionokat kdvetden érik el a
detektort.)
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5.1.2.1 Arzénvegyiiletek [111]

A CZE kivalo felbontoerejének koszonhetden jol haszndlhatd fémspeciacios
analitikai célokra, amikor is ugyanazon fém kiilonb6z6 formainak meghatarozasa a
cél [124]. Az irodalomban tOobb szervetlen ¢és szerves arzén vegyiilet
zonaelektroforetikus elvalasztasat leirtak [125, 126]. Az As(III) és As(V) gyors, két
percen beliili elvalasztisat rovid (40 cm) kapillaris alkalmazasaval, az EOF

As(I1)

As(V)

Absorbance

Time (min)
8. abra. As(lll) és As(V) gyors CZE elvalasztasa.

Kortlmények: le= 40 cm, U= -30 kV, puffer: 50 mM borat, 0,5 mM CTAB, pH: 9,3,

A=200 nm
1. As(V)
mall 2. PAA
12 1 3. 0-APA
3 4 4. p-APA
i 5. DMA
6. As(Ill)
= 6
o]
Q &
c 1 2
8 \ °
o 4
N
[72]
< 7
2
e
]
4 g g 10 min

1d6 (perc)
9. abra. 6 arzénvegyliilet CZE modszerrel kapott elektroferogramja.
A puffer és koriilmények megegyeznek a 8. abranal megadottakkal, de U= -20 kV, l¢= 56

cm. minta: 2 mM As(Il), As(V) és DMA (dimetil-arzénessav), 0,5 mM PAA (fenil-
arzénessav), 0-APA (o-aminofenil-arzénessav), és p-APA (p-aminofenil-arzénessav)
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iranyanak megforditasaval, borat pufferben értiik el (8. abra). A rendszer
paramétereinek kisebb megvaltoztatasaval pedig lehetdség volt tobb szerves

arzénvegyiilet meghatarozasara is (9. abra).

5.1.2.2 Higanyvegyiiletek [1V, V]

Szervetlen ¢és  szerves higanyvegyliletek  zonaelektroforézissel — torténd
elvalasztasakor a f6 probléma az, hogy a higanyvegyiiletek tobbnyire csak kevéssé
disszocialnak, gyakorlatilag toltésnélkiili vegyiiletek és UV tartomanyban is alig
van elnyelésiik. Mivel a CZE elvalasztas a részecskék eltérd toltés/méret ardnyan
alapul, a higanyvegyiileteket toltéssel rendelkez6vé ¢és UV-ban elnyeld
komponenssé kell alakitani, ami megfeleld vegyiiletképzéssel oldhaté meg [127,
128]. A szarmazékképzéshez tiolcsoportot tartalmazd ionos anyagokat, igy
ciszteint, glutationt, 2-merkapto-nikotinsavat és merkapto-ecetsavat hasznaltunk.
9,3-as pH-n valamennyi szarmazékolt Hg-vegyiilet anionos (a cisztein, a glutation
¢és a merkapto-nikotinsav izoelektromos pontjai: 6,2; 2,8 és 7,2). A négy vizsgalt
higanyvegylilet kiilonboz6 szarmazékképzok segitségével végzett elvalasztasakor
kapott elektroferogramokat a 10. abran mutatjuk be. Valamennyi bemutatott
elektroferogramon megfigyelhetd a mintdban szabad formaban jelen levo
szarmazékképzo is. Az eredmények azt mutattak, hogy a vizsgalt komplexképzok
mindegyike megfeleld lehet a higanyvegyiiletek CZE elvélasztasdhoz, és csak
viszonylag kis mértékli eltérések mutatkoztak az egyes komponensek kimutatési
hataraiban, a meghatarozas id6tartamaban, illetve az elvélasztas hatékonysagéaban.
A kiilonboz6 higanyvegyiiletek ciszteines komplexeire UV spektrofotometrias
detektalassal (A= 200 nm) elérhet6 1 pg/mL koriili kimutatasi hatarok 1ézer indukalt
fluoreszcens (LIF) detektalassal akar 2-3 nagysagrenddel is javithatok megfeleld

szarmazékképzés utan (pl. fluoreszeein izotiocianat segitségével).
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10. abra. Higanyvegyiiletek kiilonb6z6 szarmazékképzokkel megvalositott elvalasztasanak
CZE elektroferogramjai

a, komplexképzo: 1,8 mM 2-merkapto-nikotinsav (MNA), b, komplexképzd: 7,5 mM
merkapto-ecetsav (MAA), ¢, komplexképz6: 4 mM glutation (GLU), d, komplexképz6: 5
mM cisztein (CYS) (Korilmények: kapillaris: 64,5 cm x 50 pm, 25 mM borat, pH= 9,2,
+25 kV, 100 mbars, A= 200 nm, Et-Hg (etil-Hg): 108 pg/mL; Me-Hg (metil-Hg): 172
ng/mL; Ph-Hg (fenil-Hg): 57 ug/mL; in-Hg (Hg®"): 50 pg/mL)

Mivel a cisztein pl-je 6,2, a higanyvegyliletek ciszteines komplexei savas kozegben
kationosak, mig pH=6,2 f616tt negativ t6ltéstick. Mind a kationos, mind az anionos
Hg komponensek elvalaszthatok ugyanazon koriilmény mellett (a negativ toltési
komponenseket is elviszi az EOF a katdd irdnyaba). A 11. dbra diagramja mutatja
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négy Hg vegyiilet migraciés iddinek fliggését a futtatopuffer (25 mM foszfat) pH-
jatol. Amint az varhaté volt, a migracios idok kiilonbségei annal nagyobbak, minél
tavolabb van a puffer pH-ja a pl-t6l. 6-7 pH-tartomanyban teljes elvalasztas nem
volt lehetséges. Legnagyobb elektroforetikus mozgékonysaga (akar negativ, akar
pozitiv) a Hg komponensek koziil a Hg?*-nek van, mivel a Hg?* 2 t5ltést hordozo
ciszteinnel képez vegyiiletet.

£
S
—o—Et-Hg
9 1 —o— Me-Hg
——Ph-Hg
—H—in-Hg
EOF
6 -
3 . . . .
S 6 7 8 9

pH

11. abra. Négy Hg vegyiilet és az EOF migracids idejének fiiggése a futtatopuffer (25 mM
foszfat) pH-jatol (EOF markerként benzil-alkoholt hasznaltunk, a meghatarozasok

koriilményei megegyeznek a 10. abranal megadottakkal.).

5.1.2.3 Kromkomplexek [V1]

A kromspeciaciés CE elemzések szinte kizardlagosan a Cr(Il) és Cr(VI)
elvalasztasara iranyulnak [129-130] és csak nagyon kevés munka ismeretes Cr(l11)
kiilonb6z6 komplexeinek az elvalasztasara [131]. A CrCls vizben valo oldasakor
kapott 3 akvakomplex ([CrCly(H,0).]" dikloro-tetraakva-krom(III), [CrCI(H,0)s]**
monokloro-pentaakva-kréom(11T) €s [Cr(H20)6]*") hexaakva-krom(I1I))
elvalaszthatok CZE-vel. Az els6 két komplex direkt UV fotometriasan detektalhatod
a foszfatpufferben, de a hexaakva-krém(IIl) komplexionok fényelnyelése nagyon
kicsi, ezért indirekt UV detektalast sziikséges alkalmazni (5 mM imidazolt adunk a
futtatopufferhez). Indirekt UV detektalaskor a hexaakva-komplex negativ
csucsként, a masik két komlex pozitiv csticsként jelenik meg (12. abra). A
CrCl3.6H,0O oldasakor keletkez6/elbomlo  kiilonb6z6  Cr(III)  komplexek
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mennyisége CZE modszerrel nyomon kovethetd (12. és 13. abrak). A leglassabb
folyamat a [CrCI(H,0)s]*" bomlésa, 300 oraval a CrCls.6H,O oldasa utan (pH=1)
az oldat csak [Cr(H.0)s]**-t tartalmazott. A pH és néhany matrix komponens
hatdsa a komplexek képzddésére/atalakulasara jol vizsgalhatdo volt kapillaris

elektroforézissel.
detektalas: direkt indirekt
mAll 1 mal
20 20 1
15 15
05k
10 1
5 L 5l 2
: TR |
1) A u_/k_
: i 3 g 10 12 5 1 3 Y]
Tirne {pain) Tizne (main)
AL Al
20 0
15 13 2 .
10 2 1 5h 10 A J‘,
//’ L‘_._""_ lll‘ ——
5 A 3
| 3
N — _111 — 0
2 H 8 10 12
] 4 b _ﬁmsa‘mJ 10 12 Time (min)
mALl Al
20 20
15 15 2
2 &0k
10 o—""
5 5
3
0 o
2 | ] 1w 12 2 i [ [] 1 12
Tizre (min) Time {mir)

12. abra. A CrCl3.6H,0 s6 0,1 M salétromsavban t6rténd oldasaval kapott oldat CZE
elektroferogramjai direkt és indirekt UV detektalas alkalmazasaval. A minta oldatok
injektalasa 0,5, 5 és 60 oraval a s6 oldasat kovetden tortént. 1= [CrCl,(H,0)4]", 2=
[CrCI(H0)s]*", 3= [Cr(H,0)6]*".

Korilmények: minta: 2 mM CrC1;; A= 200 nm; puffer: 20 mM foszfat (pH: 2,2), indirekt
detektasnal a puffer 5 mM imidazolt is tartalmazott.
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crcr

salétromsavban torténé oldasat kovetden.
(Cr+: [CrC1,(H;0),]", Cr++ = [CrCI(H,0)s]*, Cr+++ = [Cr(H;0)¢]**. A meghatarozasok
koriilményei megegyeznek a 12. abranal megadottakkal.)

5.1.2.4 Gadolinium tartalmu kontrasztanyagok [V11]

Gadolinium tartalmu ionos kontrasztanyagok elvalasztasara tobben hasznaltadk mar
a CZE mddszert [132, 133], de micellaris elektrokinetikus kapillariskromatografias
moédszert elséként mi alkalmaztunk toltés nélkilli és ionos Gd**-tartalma
kontrasztanyagok [Gd-DTPA-BMA (Omniscan), Gd-HPDO3A (ProHance), Gd-
DOTA (Dotarem), Gd-AAZTA, Gd-BOPTA (Multihance) és Gd-DTPA
(Magnevist)] egyidejii meghatarozasara. A Gd tartalma kontrasztanyag komplexek
nettd elektromos toltése elsésorban a ligandum karboxilat funkcids csoportjainak
szamatol, de az elektrolit pH-jatol is fiigg, mert kis pH értéken protonalt komplexek
johetnek 1étre. A [GA(DOTA)], [GA(AAZTA)], [GA(BOPTA)]* és [GA(DTPA)]*
nettd toltése széles pH-tartomanyban negativ, de a kisérleti koriilmények kozt a
migracioés sebességiik kisebb az EOF-énél. CZE modszernél a semleges
komponensek (a Gd(DTPA-BMA) ¢és a Gd(HPDO3A)) az EOF-el egyiitt
vandorolnak, és egyszerre érik el a detektort. A négy ionos Gd**-tartalmi
kontrasztanyag esetében a migracios idok a vegyliletek tomeg/toltés aranyaban
valtoznak (14.a abra).

A MEKC moddszerrel a toltés nélkiili komponensek is elvalaszthatok, a
Gd(HPDO3A) migracios ideje azért lesz nagyobb, mint a Gd(DTPA-BMA)-¢é, mert
hidrofob és igy tobb id6t tartozkodik a micellaban, mint a pufferelektrolitban. A
micelldkban a komponensek lassabban vandorolnak a katod felé, mint a micelldkon
kiviil, az elektrolitban. A kétszeresen negativ t5ltésti komplexek ([Gd(BOPTA)]?,

crer

méret/toltés arany szerint vandorolnak (14.b abra).
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14. abra. Gd**-komplexek vizsgalata (A) CZE (25 mM foszfat pH=9,1) és (B)
MEKC moédszerrel (25 mM foszfat 70 mM SDS, pH=9,1)

Koriilmények: U= 20 kV, 100 mbar's, A= 200 nm, a komplexek koncentracidja: Gd(DTPA-
BMA): 0,90 mM, Gd(HPDO3A): 9,0 mM, [Gd(DOTA)]: 4,5 mM, [Gd(AAZTA)]: 4,5
mM, [Gd(BOPTA)]*: 0,22 mM, [Gd(DTPA)]*: 0,90 mM

Ismeretes, hogy a bels6 standardok alkalmazasa javithatja a CE mérések
precizitasat. Mivel a kisérleti koriilmények valtozasai (pl. injektalasi hibak, a
hémérséklet és a viszkozitas valtozasa, illetve az olddszer mintatartd iivegcesébol
valo Kiparolgasa) hasonléan befolyasoljak a mérendé anyagok ¢és a belsd
standardok migracidjat, ezek a valtozasok kompenzalhatok e standardok
hasznalataval. A belsd standardok alkalmazhatosaga tobb tényezotol is fiigg [134].
Annak érdekében, hogy a mérés alatt hatékonyan kompenzéaljuk az EOF
mértékének valtozasait, az alkalmazott bels6 standardnak a mintakomponenshez
kozel kell vandorolnia. Egyidejlileg 2 belsé standardot, DMSO-t és fahéjsavat
hasznaltunk, hogy lefedjik azt az idOtartomanyt, amiben a komponensek
vandorolnak. Bar viszonylag hasonld migracios idoket kaptunk korrekcid nélkiil is,
a belsé standardok alkalmazasanak elényei nyilvanvaléak (15. éabra). A 4.
tablazatban lathatjuk, hogy a belsé standardok migracios idejéhez kozel allo
kontrasztanyagok esetében a legjobb a korrekcio.
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15. abra. Gadolinium komplexek MEKC elvalasztasa reprodukalhatosaganak vizsgalata
(10 ismételt MEKC elvalasztas) hat Gd-tartalmt kontrasztanyag ¢és két bels6 standard
esetén (a) korrekcio nélkiil és (b) a migracios idoket két belso standarddal korrigalva.

IS1: DMSO (0,33 mM) and 1S2: fahéjsav (0,04 mM) (koncentraciok: 1: Gd(DTPA-BMA):
1,5 mM, 2: Gd(HPDO3A): 9,0 mM, 3: [Gd(DOTA)]: 4,5 mM, 4: [GA(AAZTA)]: 4,5 mM,
5: [GA(BOPTA)]*: 0,22 mM, 6: [Gd(DTPA)]: 2,5 mM).
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A 4. tablazatban foglaltuk Ossze a meghatarozasok analitikai teljesitoképességi

adatait. Az UV detektalas érzékenysége kiilondsen jo harom kontrasztanyag esetén
[[Gd(BOPTA)]?, [GA(DTPA)]?, Gd(DTPA-BMA)], ahol a LOD értékek 0,4 - 0,7
uM kozt alakultak. A tobbi anyag esetén az elért kimutatasi hatarok 8 és 20 uM
kozott valtoztak. Megfeleld 2 belsd standardot hasznalva az egyes komponensek
migracids iddinek precizitasara kapott 0,027-0,34 RSD% értékek nagyon jonak

szamitanak. Nem talaltunk lényeges kiilonbséget azonban a csucsteriiletek

precizitas adataiban, amikor belsd standardokat hasznaltunk vagy éppen elhagytunk

(Ez azt jelzi, hogy a mérérendszer stabilan mikodott, a komponensek nem

bomlottak, az oldatok parolgasa elhanyagolhato volt).

4. tablazat. Gadolinium tartalmu kontrasztanyagok MEKC meghatarozasanak analitikai

teljesitoképességi adatai.

Linearis RSD%, idé” RSD%,
LOD . T
tartomany jelteriilet
(uM)? (LM) IS +1S; +1S;2 | IS +1S,
nélkiil nélkiil
Gd-DTPA- 0.683 5-200 0252 0.019 0.054 | 2.20 1.15
BMA
Gd-HPDO3A 20.5 100-5000 | 0.254 0.047 0.132 | 1.28 191
Gd-DOTA 13.3 100-5000 | 0.431 0.273 0.104 | 1.79 1.98
Gd-AAZTA 8.20 100-5000 | 0.602  0.457 0.102 | 2.05 2.72
Gd-BOPTA 0.402 5-200 0692 0583 0.027 | 1.90 2.06
Gd-DTPA 0.524 5-200 1.12 1.03 0.342 | 151 1.11
'S/N=3
2c=1 mM, n=10.
A kontrasztanyagoknak klinikai mintakban valdo  vizsgalatarol tovabbi

eredményeket az 5.1.3.6 fejezetben mutatok be.
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5.1.3 Kapillaris elektroforézis alkalmazasa gyogyszerészeti és biologiai mintak
elemzéséhez, az eredmények orvosdiagnosztikai felhasznalasa [VII, IX-XVI1]
A klinikai mintak elemzésekor a cél az, hogy megadjuk az egyes vegyiiletek
szovetek) és gyogyszerkészitményekben, és ezaltal a vegyiiletek hatékonysagat,
metabolizmusat tanulmanyozhassuk annak érdekében, hogy megfelel6 modon és
mennyiségben torténjen a gyodgyszerek adagolasa. A CE moddszer eldnye mas
elvalasztastechnikai modszerekkel szemben az, hogy itt lehetéség van a nagy
fehérje- ¢és szervesanyagtartalmu klinikai mintdk kozvetlen (mintael6készités
nélkili) kapillarisba juttatasara és elemzésére [40]. A nagy viszkozitasq,
inhomogén mintak (szovetek, sputum, tumorok) minta-elékészitéséhez elegendd
csupan liofilizalast alkalmaznunk.

5.1.3.1 Nitrit- és nitrationok [X]

Nitrit- és nitrationok CZE vagy CITP meghatarozasara szamos modszert mutattak
mar be [135, 136]. A nyélban taldlhatd nitrit- €s nitrationok mennyiségének
ismerete nagy fontossagih az  orvosdiagnosztikaban [137].  Kapillaris
zonaelektroforézissel és 214 nm-en torténd UV detektalassal a nitrit €s nitrat mellett
a nyalban viszonylag nagy mennyiségben megjelend tiocianat is meghatarozhato 1—
100 pg/mL koncentracidtartomanyban. A meghatarozasok pontossaganak javitasara
molibdenat bels6 standardot is alkalmaztunk (16. abra). A kidolgozott CZE
modszerrel kiilonbozd betegektdl, dohanyos és nem dohanyos személyektdl, a
sz4jiireg kiilonbozo helyeirdl, illetve nyalmirigyekbdl (pl. a Wharton-vezetékbdl,
illetve a Stenon-vezetékbdl) vett mintakat elemeztiink. A mddszer nemcsak gyors
és olcso, hanem a minta-elokészités is minimalis, hiszen a nydlminta kozvetlentil a
kapillarisba injektalhatd. A nyalmintadkban a nitrit €s nitrdt mennyisége gyorsan
csokkent. A nitrat mennyisége gyorsabban csokkent, mivel a szdjiiregben levd
kiilonbozd baktériumok redukaljdk a nitratot nitritté. 90 perccel a mintavételezést
kovetden a teljes nitrit €s nitrat eltint a nydlmintdkbol, mig a tiocianat koncentracio
viszonylag dallandé maradt. Dohanyos ¢és nem dohanyos személyektdl vett
nyalmintdk elemzésekor azt kaptuk, hogy a tiocianat koncentracioja atlagosan 5,4-
szer volt nagyobb a dohényosokénal (dohanyosoknal atlagosan 63,1 pg/mL, nem
dohanyosoknal atlagosan 11,7 pg/mL), ugyanis a dohanyfiist cianidtartalmat a

szervezet detoxikald enzimjei tiocianatta alakitjak.
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16. abra. Nitritet, nitratot, tiocianatot és molibdenatot (mint bels6 standardot) tartalmazé
minta elektroferogramja.

Koérilmények: 50 mM foszfat puffer, pH: 6,8, -25 kV, le: 40 cm, A= 214 nm, a nitrit, nitrat
és tiocianat koncentracidja 15-15 pg/mL, a molibdat koncentracidja 25 pg/mL.
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17. abra. A szajiiregbdl (a), a fiiltémirigybdl (b), és a submandibuléris nyalmirigybdl (c)

vett nyalmintak CZE elektroferogramjai. (Koriilmények megegyeznek a 16. abranal
megadottakkal)
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5.1.3.2. Toxinok [IX]

A cianobakterialis toxinok a természetes toxinok egyik valtozatos csoportjat
alkotjak. Ezek a toxinok lehetnek felelések felszini vizekbdl ivo hazi és vadallatok
mérgezéseiért, de szamos emberi mérgezést €s haldlesetet is leirtak az irodalomban
[138]. A cianobakterialis toxinokat leggyakrabban felszinivizek vizvirdgzasaiban
(cianobaktériumok altal termelt tomegproduktum) mutattdk ki, elsésorban HPLC
modszerrel [139]. Az alkalmazott CE modszerekkel tobbnyire egy-egy toxin
varianst hataroztak meg [140].

i L

o,
1

Abszorbancia (mAU)

n

15 25 35
Id6 (perc)

18. abra. Az anatoxin-a (1), a mikrocisztin-LR (2) és a cilindrospermopszin (3) standardok
keveréke (a), egy tavi vizviragzas minta (b) és 10 pg/mL toxin standardokkal adalékolt viz-
viragzas minta (c) CZE elektroferogramjai (Koriilmények: 25 mM borat, pH: 9,3, A= 230
nm)

CZE és MEKC modszereket alkalmaztunk felszinivizek vizviragzasaibol szarmazo
cianobaktérium extraktumok toxintartalmanak meghatarozéasara. A 18. és 19. abran
a mikrocisztin-LR (MCY-LR), cilindrospermopszin (CYN) és anatoxin-a (ANA-a)
toxinoknak modelloldatban és vizviragzas mintdban torténé CZE és MEKC
elvalasztasakor kapott elektroferogramokat lathatjuk. Az elektroferogramokbol
kitlinik, hogy a cianotoxinok mindkét modszerrel jol elvalaszthatok a nagyszamu
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matrixkomponenstdl. A CZE-nél az ANA-a ¢és CYN gyorsan elvalaszthatok
an¢lkiil, hogy a csucsok kdzelében zavaré komponensek csucsai jelennének meg. A
MEKC moédszernél pedig a MCY-LR csticsa jelenik meg az elektroferogram egy
MEKC

modszerek egymast kovetd alkalmazdsa a komplex matrixmintak elemzésekor
sziikségessé valhat.
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19. abra. Az anatoxin-a (1), a mikrocisztin-LR (2) és a cilindrospermopszin (3)
standardok keveréke (a), egy tavi vizviragzas minta (b) és 10 ug/mL toxin standokkal
adalékolt vizviragzas minta (c) MEKC elektroferogramjai

Koriilmények: 25 mM borat, 100 mM SDS, pH: 9,3, A =230 nm

A kimutatasi hatarok spektrofotometrias detektalast alkalmazva a mikrocisztin, a
cilindrospermopszin és az anatoxin esetében 1-4 pg/mL kozott alakultak. Az
eredmények azt mutattak, hogy az adott vizsgalatokhoz vételezett magyarorszagi
eredetli cianobakterialis vizviragzas mintakbol a MCY-LR toxin meghatarozhatd
volt, de a masik két toxin a hazai felszini vizekben nem volt kimutathato. A 3 toxin
részletesebb tanulméanyozéasat és kornyezeti mintakban valé meghatarozasait Dr.
Vasas Gabor kutatdcsoportjaval vald egyiittmiitkodésben végeztiik [XXXI, XLII,
XL, XLVI].
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5.1.3.3 Kefalosporinok [XI-X1V]

A kiilonb6z6 kefalosporinok elvalasztasara tobb CZE [141, 142] és MEKC [143,
144] modszert is kozoltek. Az altalunk kidolgozott CZE eljaras 14 kiilonbozo
kefalosporin meghatarozasara alkalmas. Megvizsgaltuk az elvalasztas kiilonbozo
koriilményeinek hatdsat az elvalasztisra és meghatdroztuk a kidolgozott modszer
analitikai  teljesitoképességi adatait. A  kefalosporinok detektalasat UV
spektrofotometridsan 200 és 270 nm-en végeztiik.
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20. abra. A vizsgalt 14 kefalosporin CZE elvalasztasa két kiilonb6z6 idskalan.
Korilmények: 25 mM foszfat puffer, pH= 6,8, +25 kV, 100 mbars, kapillaris: 64,5 cm X
50 um, A= 270 nm, a kefalosporinok koncentracidja a keverékben 30 pg/ml, COX:
cefoxitin, CZO: cefazolin, CFM: cefamandol, CFP: cefoperazon, CTR: ceftriaxon, CFR:
cefuroxim, CFC: cefaclor, CFL: cefalexin, CFD: cefadroxil, CZI: ceftazidim, CTA:
cefotaxim, CIX: cefixim, CFB: ceftibuten, CCC: cefalosporin C)
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Nagy matrixtartalmia mintakban (klinikai mintak, fermentlevek, stb.) a 270 nm-en
vald detektalas az elényOsebb, ekkor a kimutatasi hatarok (jel/zaj viszony, S/IN=3)
0,42 és 1,62 ug/ml kozott alakultak (a klinikai mintdk antibiotikumtartalma
altalaban ezen értékek felett van). A kidolgozott modszer precizitasa megfelel a
modern analitikai modszerektdl elvart értékeknek, hiszen a migracios id6k szorasa
1,0 RSD%, jelteriiletek szérasa pedig 1,8 RSD%-nal kisebb.

Az antibiotikumok a vizes oldatokban kiilonb6zd bomléastermékekké alakulnak at.
Cefuroxim esetében az oldatkészitést kovetden 150 oraig kovettiik a fokomponens
¢és a bomlastermékek koncentraciojanak valtozasat szobahdmérsékleten. A
cefuroxim bomlésa sordn négy ismeretlen bomlastermék keletkezett (D1, D2, D3 és
D4). Mig az eredeti antibiotikum mennyisége csokkent, addig a bomlastermékek
mennyisége novekedett. Amikor az eredeti komponens teljesen elbomlik a D1
(9,209 perc) bomlastermék is eltlinik az oldatbol. A D2 (14,916 perc) bomlastermék
az antibiotikum feloldasat kovetden tiz 6ra mulva jelenik meg, a D3 (11,949 perc)
¢s D4 (10,665 perc) bomlastermékek egyszerre, a feloldast kovetden Otven ora
mulva képzédnek (21. abra). A bomlastermékek kémiai szerkezetét MS modszerrel
azonositottuk [145].
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21. abra. A cefuroxim bomlasa soran az oldatban jelenlevé bomlastermékek (D1, D2, D3,
D4) mennyiségének idobeli valtozasa. (Az els6 injektalasok az oldatkészitést kdvetd 20
percen beliil megtorténtek, az igy kapott jelteriilet (CFR) nagysagat vettiik 100 %-nak.)

(Korilmények ugyanazok, mint a 20. abranal.)

55



%{lé)fll’@?@: I\/IIQ‘_ doktori értekezés

A kidolgozott modszert alkalmaztuk biologiai mintdkban (vizelet, sebvaladék,
liquor, szérum, sputum) is a kefalosporinok meghatarozasara. A fehérjementes,
illetve kis fehérjetartalmtt mintdkat (vizelet, liquor, sebvaladék) direkt
injektalasukat kovetéen CZE-vel analizaltuk. Az elektroforézis utan haromlépcsés
posztkondicionalast (NaOH, SDS, puffer) alkalmaztunk. A magas fehérjetartalmt
mintdk (szérum) elemzését direkt injektalasukat kovetéen SDS-t tartalmazo
pufferben végeztiik. A posztkondicionalési Iépésekkel a mérések sordn a kapillaris
falara erésen adszorbealodott anyagokat (fehérjéket, sdkat) lehet eltavolitani, €s igy
a mérések reprodukalhatosdgat javitani. Az SDS jelentdsen csokkenti a fehérjék
elvalasztasra gyakorolt zavard hatasat, javitva ezzel a mérés szelektivitdsat és
reprodukalhatosagat [146-148].

A bioldgiai mintak f6 Osszetevoi (fehérjék, sok) rendszerint csak 240 nm alatt
nyelnek el, ezen a hullamhosszon végezve a detektaldst a nagy mennyiségben
jeléhez képest, 270 nm-en detektdlva azonban a kefalosporinok csucsai sokkal
intenzivebbek, és a fehérjék elnyelése itt elhanyagolhato (22. abra).

=1 200 nm

CZO

.1 270 nm

CZO

22. abra. Human szérum minta elemzése SDS tartalmu pufferben két kiilonb6zo
hullamhosszon (Kériilmények ugyanazok, mint a 20. abranal, de a puffer 100 mM SDS-t is
tartalmazott, a cefazolin koncentracioja 45 pg/ml.)

A szérum, mint nagy mennyiségii fehérjét tartalmazd minta kromatografias (HPLC,
GC) elemzésekor altalaban elengedhetetlen a mintak elézetes fehérjementesitése
[149, 150]. Négy antibiotikumot (ceftazidim, ceftriaxon, cefotaxim, cefuroxim)
tartalmazd szérum elemzése esetén, a ceftriaxon a szérum legnagyobb csticsa, az
albumint kovetden jelenik meg az elektroferogramon, mig a tobbi harom
kefalosporin a kiilonb6z6 szérumfehérjék (y, B, a1, 02), széles zoénajaban vandorol
(23.a.b. abra). A négy kiilonb6z6 kefalosporin  jol azonosithatd az
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elektroferogramon, de a jelek kiszélesedtek, a csticsok magassiaga Kisebb az
desztillalt vizzel (1:5) javitott mind a csucsok alakjan és a meghatarozas
érzékenységén (23.c.d abra). A higitott szérumban a kefalosporinok hamarabb
jelennek meg az elektroferogramon, mivel a kefalosporinok és fehérjék kozotti
kolesonhatdsok mérséklodtek és a kisebb fehérjetartalmi mintdkbol kevesebb
fehérje adszorbealddik a kapillaris falra, emiatt az EOF-et modosito hatas is Kisebb.

10 mAU

2 3 4 5
1dé6 (perc)
2 mAU
C
CFR CTR
CTA
czi
D LA_A_~..J“J\N~
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23. abra. Human szérum mintak CZE elemzése, A: nem higitott szérum, B: nem higitott
szérum 4 kefalosporin hozzaadasa utan, C: 6tszérosére higitott szérum, D: 6tszordsére
higitott szérum 4 kefalosporin hozzaadasa utan, kefalosporinok koncentraciéi B, D esetben:
50 pg/ml (Kériilmények ugyanazok, mint a 20. abranal.)
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Klinikai mintdk elemzésekor a higitas tobbnyire nem célravezetd megoldas, mert a
meghatarozando gyogyszer koncentracidja a kimutathatdsagi hatar ala csokkenhet.
Amennyiben azonban anionos feliiletaktiv anyagot, SDS-t adalékoltunk a puffer
elektrolithoz, az SDS a fehérjék feliiletére torténd adszorpcidjanak koszonhetéen a
fehérjék nettd negativ toltésre tesznek szert, igy joval késébb, az antibiotikumoktol
elkiiloniilten jelennek meg az elektroferogramon, ¢és nem zavarjdk az
antibiotikumok meghatarozasat. Az SDS hasznalatdnak tovabbi elénye, hogy a
negativ toltésii fehérje-SDS asszociatumok nem adszorbealodnak a (negativ toltésii)
kvarckapillaris falara.

Mig a szérum-, liquor-, sebvaladék- és vizeletmintak mintael6készités nélkiil a
kapillarisba injektdlhatok és elemezhetk, addig a sputum (tracheobronchialis
valadék) és mas nagy stiriségli klinikai minta direkt injektaldsa nem tett lehetové
reprodukalhaté méréseket nagy viszkozitasuk és inhomogenitasuk miatt (migracios
id6k csusztak, a kapillaris eltomédott). A hidrodinamikus injektalas (100 mbar's)
mellett kiprobaltuk az elektrokinetikus (20 kV's) injektalast is, de mindkét
mintainjektalasi modszer esetén gyakran eldugult a kapilldris. A direkt injektalasok
nehézségei miatt ezért ezen mintaknal elGzetes mintaclokészitést kellett
alkalmaznunk. A nagy viszkozitasi sputum mintak hatékony mintaelokészitésére
liofilizalasi eljarast dolgoztunk ki. A kidolgozott mintakezelési modszer
helyességérdl a nagy viszkozitdsu mintakban visszanyerési vizsgalattal gy6zddtiink
meg.

Mivel a CE alkalmas kefalosporinok kvalitativ és kvantitativ meghatarozasara
klinikai mintakban, ez az orvosi gyakorlatban segitséget nytjthat a racionalis
gyogyszerterapia megtervezésében. Az idegsebészeti gyakorlatban profilaktikusan
adott antibiotikum terapidval a posztoperativ fertdzéseket kivanjadk megeldzni.
Munkank soran profilaktikusan cefazolinnal kezelt, gerinc- és agymiitéten atesett
beteg szérumaban, kivezetett sebvaladékaban és agy-, gerincveldi folyadékban
egyes testfolyadékokban az antibiotikum szintje elérte-e az eredményes terapiahoz
sziilkséges MIC (baktérium pusztuldsahoz sziikséges legkisebb antibiotikum
mennyisé¢g, minimalis gatld koncentracio) értéket.

valtozasat kovettiik szérumban €s dréncsében Gsszegyiilé sebvaladékban (24. abra).
A cefazolin koncentracioja a beadast kovetéen 4-12 ora elteltével csokkent a
kiilonb6z6 korokozokra meghatarozott MIC érték (0,25-16 pg/ml) ala [151].
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24. abra. 1 g cefazolin beadasat kdvetGen a betegtdl 0,5-12 oraval késobb vett
szérummintak CZE elektroferogramjai (Koériilmények ugyanazok, mint a 22. abranal.)

Az agymiitét hosszabb iddt vesz igénybe, mint a gerincmiitét, ezért agymiitét soran
egyszer adott antibiotikum nem biztosit védelmet a baktérium kolonizacid
kialakulasa ellen. Kozvetleniil a miitét kezdetén €s a miitét harmadik 6rajaban adott
1 g intravénas cefazolin viszont kikiiszoboli a fertdzésveszélyt, mert az
antibiotikum szintje nem csokken a MIC érték ald a szérumban, liquorban, vagy a
dréncsOben 0sszegylilé sebvaladékban (25. abra) a miitét kb. 8-10 6ranyi id6tartama
alatt. Ezen mintdkban a meghatarozott kefalosporin koncentracié a klinikai
gyakorlatban segit a hatékony gyogyszeres terapia kialakitdsdhoz, mert mint azt
eredményeink alatdmasztjak, a megfeleld gyogyszerszint elérése a szérumban nem
feltétleniil biztosit a kdzponti idegrendszerbe keriild baktériumok ellen is védelmet.

59

Beadas elott

0,5 6ra

1 6ra

2 6ra

36ra

6 6ra

12 6ra



%{lé)fll’@?@: I\/IIQ‘_ doktori értekezés

80 ~

szérum

60

40 A

Koncentracio (mg/l)

20 A

O T
0 5 1d6 (6ra) 10 15

e ey

idegsebészeti miitét kezdetén €s a miitét harmadik 6rajaban adott 1 g cefazolin beadésat
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Egy agymiitéten atesett, posztoperativ labadozasa sordn tiidégyulladast kapott,
intravénasan ceftriaxonnal (60 mg/kg/24 h) kezelt beteg szérum-, liquor- és sputum
mintajaban meghataroztuk a ceftriaxon mennyiségét (26. abra). A ceftriaxon
jelenlétét a mintakhoz adott ceftriaxon (Standard addicios) mérése is megerdsitette.
A ceftriaxon mennyisége a szérumban a legnagyobb, ettdl kisebb a liquorban és a
sputumban a legkisebb, ami j6 egyezést mutat a gyogyszer kiilonbdzé matrixokban
val6 penetracidjanak és eloszlasanak varhaté mértékével (26. abra).

60



%{lé)él’@?@: M]Tﬂ_ doktori értekezés

A CTR
I 5 mAU
B
CTR
C
CTR
D CTR
3 4 5 6
Idé6 (perc)

26. abra. Ceftriaxonnal kezelt (60 mg/kg/24h) betegbdl szarmazé klinikai mintak direkt
injektalast koveté CZE elemzése, A: szérum, B: liquor, C: sputum, D: sputumhoz
hozzaadott ceftriaxon standard (Koriilmények ugyanazok, mint a 22. abranal.)

Az antibiotikum kezelés ellenére a vart terdpids hatds sokszor elmaradt, ¢és a
mortalitdsi adatok néttek a tiidogyulladasban szenvedd betegek korében. Ez a
probléma felvetette a gyogyszeres terapia soran adott kefalosporinok
antibiotikum intravénds beadédsat kovetden hat draval kés6bb levett szérum és kopet
mintdkban az egyes kefalosporinok koncentracidit. A cefazolin, cefamandol,
cefuroxim, ceftazidim, és a cefepim koncentracidja a kopetben 0,4-0,8 pug/ml alatt
maradt (mar nem tudtuk detektalni), mig a ceftriaxon koncentracidja 1,3-1,9 pg/ml
kozott alakult. A ceftriaxon azért is volt kimutathatd legnagyobb mennyiségben a
sputumban, mert ezt az antibiotikumot hosszl ideig kapta a beteg, akkumulalédott,
tovabba a ceftriaxonnak a legnagyobb a felezési ideje (8 ora), szemben a tobbi
vizsgalt antibiotikummal, melyeknél ez az érték jelentdsen kisebb (1-3 ora). A
baktériumok pusztuldsdhoz sziikséges minimalis gatlé koncentraci6 (MIC) a
vizsgalt kefalosporinok esetében nagyobb, mint 2 pg/ml [151]. A méréseink azt
mutatjak, hogy a pneumoniaban szenvedé betegek tracheobronchialis valadékaban
(sputum) az egyes antibiotikumok szintje elmarad a szérumban mért értéktol, és a
baktériumok pusztulasdhoz sziikséges MIC értéktl. Az antibiotikum kis mértékii
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penetracioja a tracheobronchialis valadékba lehet az oka annak, hogy a terapia nem

mindig hozott javulast a betegek allapotaban.

S5.tablazat. Kefalosporinok koncentracidja betegektol vett szérumban és sputumban

Koncentracio (ng/ml)

Mintaszam

Szérum Sputum
cefazolin 14 79,5 £13,8 <0,5
cefamandol 4 41,5 £10,6 <0,6
cefuroxim 5 26,9 +4.9 <0,4
ceftazidim 4 9,5+3.4 <0,8
ceftriaxon 6 64,9 £28.9 1,9 +£1,3
cefepim 5 20,7 +4,1 <0,5

A kapillaris elektroforézis modszer alkalmazasanak alapja pK meghatarozasanal az,
hogy az elektroforetikus mobilitas fiigg a komponens ionizaltsagi allapotatol [152-
154]. A CE hasznalatanak pH-potenciometriaval szembeni elénye, hogy a minta kis
CZE-vel torténd pK meghatarozashoz az ionerdsség, és a homérséklet allandod
érteken valo tartdsa fontos, mivel mindkettdé befolydsolja az effektiv
elektroforetikus mozgékonysagot [155, 156]. Munkank soran 6 kivalasztott
kefalosporin pK értékét CZE-vel hataroztuk meg. A CZE méréseket allando
hémeérséklet és ionerdsség mellett pH 2,0-11,0 kozotti tartoményban végeztiik.

A pK érték megadja, hogy a komponensnek az adott pH értéken milyen lesz a
toltése. EQy amfolit a pK értékénél magasabb pH-n negativ toltést, ezért az EOF
utan jelenik meg az elektroferogramon, mig a pK értékénél alacsonyabb pH-n
pozitiv toltést lesz, és igy az EOF el6tt vandorol az elektroforézis soran. Példaul
lagos pH-n a cefalexin karboxil csoportja deprotonalodik és anionos karakterének
koszonhetéen a toltés nélkiili marker, az EOF utan jelenik meg az
elektroferogramon. A pH csokkentésével a cefalexin effektiv mozgékonysaga nd,
4,5-60s pH-n ikerionos lesz és a toltés nélkiili markerrel egyiitt egy cstcsként
eludlodik. A pH tovabbi csokkentésével a cefalexin aminocsoportja protonalodik,
effektiv mozgékonysaga pozitiv eldjelivé valik, és az EOF ¢létt jelenik meg az
elektroferogramon (27. abra).
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A szamolt effektiv elektroforetikus mozgékonysagi adatokat abrazolva a pH
fliggvényében megkaptuk a cefalexin mozgékonysagi gorbéjét, melybdl Matlab
program segitségével kiszamoltuk a pK értékeket (28. abra). Az elsé pK érték
(2,93) a karboxil csoport, a masodik pK értek (7,18) az amino csoport
deprotonalddasahoz tartozik. Ezek az értékek megfelelnek a vegyiilet szerkezetébdl
adodo sav-bazis tulajdonsagnak, valamint egyezést mutatnak kordbbi irodalmi
adatokkal [157].
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27. abra. A puffer pH-janak hatasa a cefalexin migracios idejére (elektroforetikus
mozgékonysagara)

Koriilmények: 48,5 cm (41 cm a detektorig) x 50 um-es kapillaris, 50 mM foszfat puffer,
+25 kV, 100 mbar-sec, 25 °C, A= 270 nm, cefalexin koncentracidja: 0,1 mg/ml, EOF
marker: benzil alkohol.
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28. abra. A cefalexin elektroforetikus mozgékonysaga a pH fiiggvényében (Matlab)
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29. abra. A cefalexin CZE meghatarozasa kiilonb6z6 matrixokban. (A koriilmények
megegyeznek a 27. abranal megadottakkal, de 25 mM foszfatpuffert (pH= 6,8)

hasznaltunk)

64



%{lé)fll’@?@: I\/IIQ‘_ doktori értekezés

A CE alkalmazasanak tovabbi elénye, hogy nemcsak tiszta, vizes oldatban, hanem
tobb komponensti bioldgiai mintakban, gyogyszeripari termékekben és szerves
oldészerben is lehetséges a pK meghatarozasa. Mindezek mellett bomlékony,
szennyezett anyagok pK-ja is meghatarozhato. Kiilonboz6 matrixokban valo
vizsgalatok azért lehetnek fontosak, mert gyogyszerészeti kutatasok,
farmakokinetikai vizsgalatok soran gyakran nem tiszta vizes oldatokat hasznéalunk.
A pK-nak CE-vel torténé meghatarozasakor nem sziikséges a vizsgalando
komponens extrakcidja ¢€s tisztitasa. A cefalexin elektroforetikus véandorlasat
Osszehasonlitva 0,9 %-0s NaCl-oldatban, fermentlében és szérumban, azt
tapasztaltuk, hogy a matrix kiilonféle komponenseinek nincs jelentds hatasa a
cefalexin migracids idejére, csak a cstcs alakja torzult (29. abra). A sdoldat
esetében a kloridion nagy elektroforetikus mobilitdsa miatt torzult a cefalexin
csucsanak alakja (leading). A szérum ¢és fermentlé esetén a fehérjék és egyéb
szerves komponensek kapillaris falara vald adszorpcidja okozta a cefalexin cstics
alakjanak valtozasat. A cefalexin kiilonb6zé maétrixokban felvett elektroforetikus
mobilitdsi gorbéi hasonldak a tiszta vizes oldatban meghatdrozott mobilitasi

gorbéhez (30. abra), tehat a szamolt pK értékek sem kiilonboznek szamottevoen.
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30. abra. A cefalexin elektroforetikus mozgékonysaga a pH fliggvényében kiilonb6zo
matrixokban (A koériilmények megegyeznek a 29. abranal megadottakkal.)

A hat kefalosporint tartalmazo oldat kiilonbdzé pH-n késziilt elektroferogramjai
alapjan szamolt effektiv mozgékonysagi adatokat felhasznalva szamoltuk ki a pK
értékeket, ¢és Osszevetettik a pH-potenciometriaval meghatarozott értékekkel,
valamint az irodalmi adatokkal (6. tablazat). Eredményeink igazoljak, hogy a CZE
jol alkalmazhaté pK meghatarozasahoz.
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6. tablazat. Kefalosporinok CZE-vel és pH-potenciometrikusan meghatarozott pK

értékeinek 6sszehasonlitasa

Irodalmi adatok

Sajat mérések

CZE? potenciometria® CZE potenciometria
cefalexin 3,11+£0,16° 2,34 +0,09 2,93+0,11 2,53 +£0,01
6,79 + 0,27b 7,08 £0,06 7,18 £ 0,07 7,13 +0,01
cefaklor 2,69+0,09° - 1,74 +£ 0,38 <15
7,38 £ 0,66b 7,19 £ 0,06 7,19 £0,03 7,07 £0,02
cefadroxil 2,86 +0,18"  2,65+0,05 2,52 +£0,14 2,48 £0,03
7,14 +0,20° 7,59 +0,18 7,65 + 0,07 7,37 +0,02
_ ; 9,64 + 0,01
cefotaxim 2,09 £0,21 2,09+0,21% 2,93° - 2,30 £ 0,01
3,07° 3,20+ 0,19 3,37 +£0,03
10,87° - -
cefoperazon - - 3,13+0,27 -
- - 8,99 +£0,44 9,15+0,02
cefoxitin - - 3,15+0,24 2,75+ 0,04

%Y, Mrestani és mtsai., [157]
®Y, Ishihama és mtsai., [153]
‘M, Aleksic és mtsai., [158]

5.1.3.5 Temozolomid [XV-XVI]

A temozolomid (TMZ), egy rakellenes gyogyszer [159] meghatarozasara els6ként
alkalmaztuk a MEKC moddszert. A temozolomid eldszor gyors kémiai reakcidval
monometil-triazénoimidazol-karboxamidda (MTIC), majd ebbdl 5-amino-imidazol-
4-karboxamidda (AIC) alakul at [160, 161]. Mivel az atalakulasok viszonylag
gyorsak, megvizsgaltuk annak lehetdségét, hogy egy CE késziilékkel milyen
koriilmények kozott (pl. a kapillaris detektalasi végénél injektalva ("short-end”
injektalds), extra hidrodinamikai nyomast vagy magasabb (40°C) homérsékletet
alkalmazva) érhetjiik el a lehet6 leggyorsabb elvalasztast (31. abra). A Kidolgozott
MEKC modszerrel a TMZ és bomlastermékei akar 1,2 percen belil is
meghatarozhatok voltak megfeleld felbontas mellett (31.b. abra).
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31. abra. A temozolomid és bomlastermékei (TMZ, MTIC és AIC) elvalasztisa MEKC
modszerrel hagyomanyos injektalas (les: 60 cm) (a,); "short-end" injektalas (les: 8 cm) (b,);
"short-end" injektalas (les: 8 cm) és +50 mbar nyomas (c,); illetve "short-end" injektalas
(lefe: 8 cm), +50 mbar nyomas és 40°C (d,) alkalmazasaval. Az egyes injektalt mintak
esetén a komponensek mennyiségének aranya eltérd volt, de a migraciés sorrend nem
valtozott.

Koriilmények: 25 mM foszfat, 45 mM SDS, pH=6,8, U=25 kV, 100 mbar.s, A=214 nm,
minta: 180 ng/mL TMZ (a 3 komponens aktualis koncentracidja a mérések alkalmaval nem
volt azonos a TMZ és az AIC bomlasa miatt).

6-8 pH-tartomanyban a pH kis valtozésa is jelentds hatassal volt a 3 komponens
koncentracioeloszlasara. A 32. abran a TMZ vizben val6 oldasat kovetoen (0,5-952
perc) kapott MEKC elektroferogramok lathatok. Mig ezen a 6,8-as pH-n a TMZ ¢és
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a MTIC felezési 1d6i 28, illetve 13 perc, addig 9,1 pH-n ugyanezen értékek 9,
illetve 11 perc voltak. Az elektroferogramokon lathatd, ahogyan a TMZ ¢és a MTIC
mennyisége folyamatosan valtozik iddvel, ugyanakkor az AIC mennyisége 4 Ora
elteltével allandosul. Kovetkeztetésképpen levonhatd, hogy az AIC allanddsuld

cres

mint a MTIC-nél mérhet6 maximalis koncentracio.
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32. abra. TMZ vizben valo oldasat kovetden (0,5-952 perc) kapott MEKC
elektroferogramok

Koriilmények: 25 mM foszfat, 45 mM SDS, pH: 6,8, U= 25 kV, |l 8 cm, 100 mbar.s, A=
214 nm, Cotmz: 180 pg/mL.

68



ﬁlé)él‘@?@: I\/lfﬂ_ doktori értekezés

A gyogyszervegyiiletek stabilitasa a gyogykészitményben, oldatban, bioldgiai
matrixokban, kiillonb6zé pH-kon és homérsékleteken eltérd, ennek vizsgalata CE
modszerrel egyszerii és gyors. A kapott LOQ értékek (0,31 ug/mL és 0,93 ug/mL
az AlC-re, illetve a TMZ-re) és a betegektol vett szérummintakra kapott
eredmények igazoltdk, hogy a modszer kozvetlen mintainjektalassal és egyszeri
UV detektélassal is alkalmas TMZ terapias koncentracidinak szérummintakban
valo meghatarozasara.

A 33. abran egy olyan daganatos beteg vérének elektroferogramja lathato, akitdl a
400 mg-os TMZ adag bevétele utan egy oraval vettek vért. A szérumot (1 ml)
azonnal 10 pl cc.HCl-oldattal kezelték. 200 nm-en végezve a detektalast (33.a abra)
a szérum tobb komponense detektalhatd, 325 nm-en (33.b abra) viszont csak a
TMZ cstcsa jelenik meg. A tobbi komponensnek ezen a hullamhosszon nincsen
elnyelése, ezért klinikai mintdknal ezen a hulldmhosszon érdemes detektalni. A

33.c abran a TMZ spektruma lathato, ez alapjan biztonsaggal lehetett azonositani.

z
N ©
1 M
0 THZ 200 nm

3 TMZ
E[ 325 nm

4
oy}
-
o
L)

33. abra. Daganatos betegt6l vett vérminta elektroferogramja 400 mg-0s Temodal kapszula
bevétele utan egy oraval (a) 200 nm és (b) 325 nm-en detektalva. (¢): a temozolomid
spektruma. (A kisérleti koriilmények megegyeznek a 32. abra koriilményeivel)

A TMZ koncentracid in vivo szérumbeli koncentracidja kovetésének jelentésége
abban rejlik, hogy megallapithatunk egy idéintervallumot, amig a vérben megfeleld
a TMZ koncentracidja. A betegeknek ez id6 alatt meg kell kapniuk a sugarkezelést,
hiszen a sugdrzas segiti a TMZ atjutdsat a véragygaton. A 34. abran bemutatott
TMZ koncentraciégorbékrol is leolvashatéd csticskoncentracok (8,2-10,1 pg/mL) és
Tmax €értékek (44-65 perc) hasonldak a masok altal [162, 163] kozolt értékekkel.
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34. abra. Két beteg vérében a TMZ koncentraciogorbéje (A kisérleti koriilmények
megegyeznek a 32. dbra koriilményeivel)

Kisebb TMZ koncentraciok (<1 pg/mL, ami kb. a TMZ csucskoncentracié 10%-a
alatti koncentracionak felel meg) meghatarozasahoz etil-acetatos extrakcios
elédusitast alkalmaztunk.

A szilard halmazallapotu tumor mintak esetében a mintainjektalashoz sziikség volt
mintakezelésre, liofilizalasra. A Kkis mennyiségli (<1 g) agytumor mintakat a
liofilizdlasuk utdn extrahélassal tisztitottuk, dusitottuk a meghatarozandé
komponensre nézve. Az oldoszer eltavolitdsa utan a csupan 10 pl-nyi térfogatba
oldott anyagot elemeztiik (35. abra). Az agytumorban talalt TMZ koncentraciok
0,061-0,117 png/g voltak. A TMZ koncentraciok tumormintakban torténd
meghatarozasaval igazolhato volt, hogy a TMZ eljut a célhelyre, az agytumorba.

5 ] 7 2 min 9

35. abra. Liofilizalt és extrakcioval dusitott agytumor minta (a,) és a 0,4 ug/mL TMZ-vel

adalékolt minta (b,) MEKC elektroferogramjai. Az agytumort 165 perccel azutan operaltak

ki, hogy a beteg 400 mg TMZ dozist kapott. (A kisérleti koriilmények megegyeznek a 32.
abra koriilményeivel, de , l: 60 cm; 200 mbar's; A=325 nm)
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5.1.3.6 Gd-alapu kontrasztanyagok [V11]

A szabad Gd**-ion rendkiviil toxikus, ezért in vivo vizsgalatok soran poliamino-
polikarbonsav ligandumokkal képzddé stabil komplexeit hasznaljak, amelyek nem
metabolizalodnak a  szervezetben. A  Gd(DTPA-BMA)-t  (Omniscan)
alkalmazasaval elvégzett MRI vizsgalatok soran a betegek vizeletmintdiban
Gd(DTPA-BMA)-n kiviil nem talaltak mas Gd**-vegyiiletet [164]. Mas kisérletek
azt mutattak ki, hogy a GA(DTPA-BMA) tobb, mint 90 %-a foként vesén keresztiil
valasztodik ki a szervezetbdl, amelynek felezési ideje t1,=1,5 ora [165, 166].
Vizsgalatainkhoz 16 mmol Omniscan dozissal kezelt betegektdl a vizsgalat elétt, a
vizsgalat utan 40 és 180 perccel vett vizelet-, és szérummintakat hasznaltuk. Mint
azt korabban mar kimutattuk, a kiilonb6z6 kromatografias modszerekkel
ellentétben a CE-nél a szérum- és vizeletmintakat kozvetleniil injektalhattuk a CE
kapillarisba.

50 mAU

Gd-DTPA-BMA

Gd-DTPA-BMA

min

36. abra. 16 mmol Omniscan-nel kezelt betegektdl vizsgalat el6tt (a), vizsgalat utan 40
perccel (b) és vizsgalat utan 180 perccel (c) kapott vizeletmintak elektroferogramjai (A
koriilmények megegyeznek a 14.b abranal megadottakkal.)

A 36. abran lathato, hogy a Gd(DTPA-BMA) jol elkiilonil a vizelet tobbi
Osszetevoitdl. A mintdkhoz Omniscant adtunk, igy meggy6zddhettiink arrél, hogy
milyen migracios idénél vandorol a vizsgalt komponens.
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Mivel vizeleturitések alkalmaval

koncentracidja kiilonb6z6, a kontrasztanyag csucsat a vizelet egyéb Osszetevdinek

kapott  vizeletmintak komponenseinek
csucsaihoz viszonyitva vizsgaltuk. Ezen mérésekbdl arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a Gd(DTPA-BMA) mennyisége a kontrasztanyag beadasa utan 3
oraval fokozatosan csokkent. Az Omniscan-el kezelt betegektdl a vizsgalat utan 40
¢és 180 perccel kapott vizeletmintakban a Gd(DTPA-BMA)-tartalom 12,43 + 0,29
¢s 3,74 + 0,10 mM volt.

Mivel a pufferelektrolithoz adott SDS a fehérjék feliiletéhez kotodik, ezért a szérum
mintdkban talalhatd6 Gd-tartalmu kontrasztanyagot kozvetleniil elemezni tudtuk,
hiszen a kontrasztanyag az SDS-el asszociatumokat képez6 fehérjék eldtt vandorol
(37. 4bra). igy, bar a szérumban a Gd(DTPA-BMA)-nal nagysagrendekkel nagyobb
Ezért a Gd*>* tartalmu komplexek MEKC meghatarozasanal a szérummintékat csak
centrifugdlnunk kellett, hogy eltavolitsuk azokat a szilard részecskéket, amelyek
eltomithetnék a kapillarist. Az Omniscan-el kezelt betegektdl a gydgyszerbeadast
kovetéen 40 és 180 perccel levett szérummintakban a Gd(DTPA-BMA) tartalom
0,12+ 0,015 mM és 0,075 £ 0,0032 mM volt.
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37. abra. 16 mmol Omniscannel kezelt betegektdl a gyogyszer beadasa elétt (a), illetve 40

perccel (b) és 180 perccel a gydgyszer beadasa utan levett szérummintak (c, d) MEKC
elektroferogramjai. (A koriilmények megegyeznek a 14.b. abranal megadottakkal.)
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5.2 Elektroforetikus elvalasztasok mikrocsipben

5.2.1 Nyomassal torténoé injektalas Kkidolgozasa mikrofluidikai csipekhez
[XVII-XIX]

A mikrofluidikai kutatdsaink egyik célja az volt, hogy injektalasi moddszert
dolgozzunk ki a néhanyszor szaz pikoliternyi térfogata folyadékmintak csipbe valo
injektalasdhoz, hogy ily modon érhessiink el hatékony zonaelektroforetikus
elvalasztast. Ellentétben az irodalomban taldlhaté nagyszamu, EK elven torténd
injektalasi modszerrel [71-75] (a 38. abran egy két komponensii festékkeverék ilyen
modszerrel tortént EK injektalasat és CZE elvéalasztasdt mutatjuk be), munkénk
soran olyan 1j, nyomadssal torténd injektalasi eljards kidolgozésat tliztiik ki célul,
melynél nem jelentkeznek az EK injektdlasokra jellemzd, mennyiségi
meghatarozasok pontossagat csokkent6 hibak (lasd 2.1.1 fejezet).

- 400V
| ‘
|
fold
fold  —— —— —— - 800V
fold “_.jh - 800V

I
,1

— == '——: - 800V

ey

fold

38. abra. Két komponensii festékkeverék EK injektdlasanak és CZE elvalasztasanak
1épései. Elészor a keresztalak(i csatornarendszer rovidebbik csatorndjanak két végére
kapcsolunk fesziiltséget oly modon, hogy a negativ toltésii elektrodot a mintat tartalmazo
csatornavéghez illesztjiikk. Miutan a fesziiltség hatasara a fold elektrod felé aramld minta
kitolti a keresztezodést, fesziiltséget kapcsolunk a masik (hosszabbik) csatornavégekre ugy,
hogy a negativ elektrodot a rovidebb csatornavéghez kapcsoljuk, igy a keresztezodésben
levé paranyi mintarészlet "kiszakad" a szeparacios (hosszabbik) csatornaszakaszba,
mikozben a komponensek eltéré sebességgel vandorolnak a fold elektrod felé. (A PDMS
mikrocsip csatornainak szélessége 50 um, a pufferelektrolit: 25 mM foszfat, pH: 6,8, az
alkalmazott fesziiltség 400 V, illetve 800 V, minta: kék és sarga ételfesték keveréke)
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5.2.1.1 Magneses szeleppel torténd mintainjektdalas [XV11-XV111]

A mikrofluidikai kutatasok egyik legfontosabb iranya a kezdetektdl a kiilonb6zo
mikrofluidikai komponensek (keverék, pumpak, kapcsoloelemek, szelepek)
kifejlesztése. A mikroszelepek segitségével a csatornakban a folyadékok aramlasat
lehet manipuldlni (leédllitani vagy Gjrainditani), aminek eredményeképpen nagyon
kis térfogatii folyadék részletet is bejuttathatunk egy szeparacids csatorndba.
Mindezidaig sokféle aktiv vagy passziv miikodésii mikroszelepet leirtak, melyek
mechanikai, nem-mechanikai vagy kiilsé rendszertieck [167-175]. Az altalunk
kifejlesztett mikroszelep azon az elven alapul, hogy egy folyadékcsatorna vékony,
rugalmas PDMS fala 6sszenyomhat6d egy magnes és egy fémtest segitségével, igy
egy folyadékcsatorna reverzibilisen nyithato vagy zarhato.

(b) magnes i PDMS membran

magnes

39. abra. Egy olyan PDMS-b6l késziilt mikrocsip fényképe, amelyben egy keresztalak
folyadékcsatorna két oldalcsatornajan magneses szelep miikodtethetd (a,). A PDMS
membran rugalmassagat illusztrald mikroszkopos fényképfelvétel (b,). Egy 30 pm
vastagsagt PDMS membrant egy magnesnek a membran (fémtest) iranyaba torténd
mozgatasaval deformaltuk. A magneses szelep keresztmetszeti fényképe mikodés
(csatorna elzarasa) kozben (c,).

A magneses szeleppel ellatott mikrofluidikai csip két egymasra illesztett PDMS
lapbol all. A fels6, vastagabb PDMS lap tartja a magneses Szelepek fémtest részeit,
és ehhez a laphoz lehet csatlakoztatni a folyadék pumpacsovek, illetve az
elektrodok csatlakozasait is. A lyukasztassal kialakitott ~1 mm atmér6ji (a
szelepek fémtestjeinél kissé nagyobb) nyilasokba helyezhetok el a fémtestek (jol
magnesezhetd fémhuzal 3-4 mm hosszu, 0,7 mm atmérdjii darabjai). Az also6
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vékonyabb PDMS lap (membran) tartalmazza a keresztalakGi mikrofluidikai
csatornat, melynek magassaga 25 um, szélessége 100 um. A két PDMS lapot
mikroszkép alatt helyeztilk megfeleld pozicioban egymasra, majd egy vékony
tiveglapkahoz (200 pum vastag mikroszkdpias fedélemez, VWR) irreverzibilisen
rogzitettiik levegd plazma segitségével. A magneses szelep mitkodtetéséhez 3 x 3 x
1,5 mm méretii NdFeB allandé magnest (K&J Magnetics, Inc., Jamison, PA, USA)
hasznaltunk.

A magneses szelep mikddtetése soran egy 25 wm vastagsagu, a mikrofluidikai
csatorna folott talalhato, rugalmas PDMS réteg deformalasa torténik egy allando
magnes felé mozgd paranyi fémtest altal (40. abra). A csatorna nyitasahoz a
magnest kb. 5 mm tavolsagra kell elhtzni a mikrocsip aljatol, mig a szelep
zarasdhoz a magnest a mikrocsip (az iiveg feddlemez) aljahoz kell tolni. A
magneses Szelepet jelenleg manualisan mukodtetjiik, de elvileg automatizalt
mikodtetés is lehetséges elektromagnesek alkalmazasaval. A magneses szelepek
kozotti tavolsag legalabb 4 mm kell legyen, a paranyi magnesek erdterei kozotti
lehetséges zavarasok elkeriilése miatt. A magnes segitségével elérhetd maximalis
deformaciot oly modon tanulmanyoztuk, hogy egy 30 um vastagsaga PDMS
membrant egy magnesnek a membran (fémtest) irdnydba torténd mozgatdsaval
deformaltuk, a membran legnagyobb deformalédsat jelentd pozicid a nyugalmi
ponttol 7 mm-re volt (39.b abra).

NYITAS
b~ fém
felso PDMS lap (h=5 mm)
= . alsé PDMS lap (h= 0.05 mm)
L S folyadékcsatornakkal (h= 0.025 mm)
> — \ iveglap (h= 0.2 mm)
ZARAS
// <
| —— e—
==

40. abra. PDMS-bél késziilt mikrocsip csatorndjanak magneses szeleppel torténd

nyitasanak és zarasanak elve
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crer

kiilonboz6 vastagsaghh membranokat spincoater segitségével készitettiik (kiilonbozo
sebességgel forgattuk meg a késziilék forgd lapkdjara ontott nyers PDMS
folyadékot). A kapott PDMS film vastagsdga forditottan ardnyos a forgatas
sebességével [175]. A 41. abra mutatja, hogy a PDMS membran esetén elérhetd
deformacié nagyban ndvekszik, amennyiben a membran vastagsaga 100 pum ala
csokken. Ezek alapjan hatékony magneses szelep abban az esetben mitkddtetheté a
csipben, ha a folyadékcsatorna feletti PDMS réteg vastagsaga nem haladja meg az
50 um-t. Bar a nagyon vékony PDMS membrannal a szelep hatékonyan
mikodtetheté, a gyakorlatban 50 um-nél Iényegesen vékonyabb, csekély
mechanikai stabilitasa polimerfilmet rendkiviil nehéz athelyezni a spincoater
forgolapkéjardl az tiveg feddlemez hordozoéra, ezért a magneses szelephez 50-75

um vastag PDMS réteget készitettiink (a csatorna magassaga 25 um).

Deformacié (mm)

0 100 200 300 400 500

PDMS réteg vastagsaga (um)

41. abra. Kiilonboz6 vastagsagi PDMS rétegek esetén elérheté maximalis deformacid. A
maximalis deformaciot ugy hataroztuk meg, hogy a magnest a fémtestet tartalmazo PDMS
membran felszinéhez vittik, majd a magnest lassan addig mozgattuk a membrannal

ellentétes iranyba, mig a magnes és a PDMS réteg el nem valt egymastol.

A magneses szelep miikodésének hatékonysagat a 42. abran bemutatott
mikroszkopos fényképfelvételekkel igazoljuk. Egy mikrofluidikai csip keresztalaka
csatornaja két oldalcsatorndjaban alakitottunk ki magneses szelepeket. Az atlatszo
vizet és a kék festéket allandd sebességgel aramoltattuk perisztaltikus pumpéval.
Mikozben az egyik magneses szelep nyitott allapotd, a masik magneses szelep
egymast kovetd nyitasaval és zarasaval az egyik csatornaszakaszban mintadugot
alakithatunk ki. Jol megfigyelhetd, hogy a szelep zarasakor a festék egyaltalan nem
szivarog at a szelepen keresztiil (42. abra). A szelepet egy egyenes csatornaban
elhelyezve 100 kPa nyomas 30 percig torténd alkalmazasaval a festék nem jutott at
a zart szelepen.
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A kialakitott mintadugok hossza a magneses szelep nyitasanak és zarasanak idébeni
spektrofotométerrel detektaltuk (43. abra). A szelep kelléen gyors (1-2 S)
zarasa/nyitdsa nanoliter nagysagrendii mintadug6t eredményez, mely alkalmas lehet
a mikrocsipben torténd elektroforetikus elvalasztasokhoz is.

A magneses szeleppel nem teljes (részleges) zaras is elérhetd, ilyenkor az
aramoltatott folyadék atjut ugyan a szelep alatt, de a szelep alatti sztikiilet alkalmas
kromatografias részecskék (pl, 10 um atméréji C18 részecskék) visszatartasara €s
igy kromatografias toltet kialakitasara (lasd 5.2.3. fejezet).

Bl . B ©
2 [ |

D‘A
Magneses i ) .
csap zarva nyitva zarva
helyzete

42. abra. Mikroszképos fényképek egy mikrocsip keresztalaki csatornarendszere két
oldalcsatornajaban kialakitott magneses szelep mitkkodésérdl. A vizet (A) és festéket (B) 0,5
uL/perc sebességgel pumpaltuk a nyillal jel6lt iranyokbol. Mikozben a jobboldali (C)
csatornaszakaszon talalhaté magneses szelep nyitott, az also (D) csatornaszakaszon levo
magneses szelepet egymast kovetéen nyitjuk (b, c) és zarjuk (a,), igy az alsé (D)
csatornaszakaszban mintadugot alakithatunk ki.

0,02 14

Abszorbancia

0 50 100 150
1d6 (s)
43. abra. Festékminta sorozatos injektalasa magneses Szelep segitségével keresztalaki

folyadékcsatornat tartalmazé mikrofluidikai csipben. A kialakitott mintadugokat
(Brillantkék) az atlatszo csipen keresztiil szaloptikas spektrofotométerrel detektaltuk.
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5.2.1.2 Folyadékmegosztisos mintainjektdalds [X1X]

Mikrocsip elektroforézis esetén (éppen ugy, ahogyan kapillaris elektroforézisnél is)
az optimalis injektalasi eljarassal szemben tamasztott fontos kovetelmény, hogy a
mintabevitel ne legyen hibaval terhelt, a fesziiltség alkalmazéasa pedig azért is
keriilend6, mivel az elektrodon torténd elektrokémiai folyamatok valtozast
okozhatnak a mintadsszetételben, illetve az elektrolizis miatt a puffer pH-jaban is.
A PDMS mikrocsipekbe torténd injektalasra olyan modszert fejlesztettiink ki,
amely hidrodinamikus elven alapult és egy egyszerii perisztaltikus vagy
fecskendopumpa segitségével megvaldsithatd. A mintaoldat aramlasa, a kis
mintadugo kialakulasa és a zonaelektroforézis szemléltetése érdekében festékeket
hasznaltunk. Az altalunk kidogozott, nyomassal torténd injektalas elve hasonlit a
gazkromatografias (GC) gyakorlatban hasznalt split (megosztasos, lefuvatasos)
injektalashoz [176, 177]. (A GC-nél split injektalaskor a gézfazisba vitt minta az
injektorban Osszekeveredik a vivogazzal, majd két részre oszlik: a kisebbik része a
vivogazzal a kromatografids kolonnara jut, a tobbi egy nyilason keresztiil
kifavodik. A megosztasi arany altalaban 1:10 és 1:1000 kozotti.) A split injektalas
elvét az LC-ben gyakorlatilag nem hasznaljak.

Az altalunk kidolgozott folyadékmegosztasos mintainjektalas a Hagen-Poiseuille
torvényen ((5) egyenlet) alapul, mely szamszertien jellemzi az aramlasi viszonyokat
a mikrofluidikai csipben (vizszintes csatorna, laminaris aramlés). A torvénybol
kovetkezik, hogy a csatorna szélességétdl rendkiviil nagymértékben (d a negyedik
hatvanyon szerepel) filigg a csatorndba injektalt minta térfogatinak (térfogati
aramlasi sebességének) eloszlasa a kiilonbozd szélességli csatornak kozott. Az is
nyilvanvald a torvény alapjan, hogy forditott aranyossag all fenn a szeparacios

inlet

- 0L

l outlet 3

v, |1 (szeparacids csatorna)

outlet | 4d

outlet 2

44. abra. A folyadékmegosztasos mintainjektalas elve. Mikrofluidikai csip
keresztezOdésének mintazata és az aramlasok iranyanak megadasa az inlet fel6l kis nyomas
(0,1-1 bar) segitségével beinjektalt folyadék esetén (V: folyadéktérfogat, d:
csatornaszélesség, L: csatornahossz)
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csatornaba jutott minta térfogata és a csatorna/kapillaris hossza kozott, tehat az
egyforma szélességli csatornak koziil a hosszabb csatorndba jut kevesebb minta. A
44, abran lathato, hogy az injektalasi port (inlet) fel6l érkezé mintatérfogat hogyan
oszlik meg a kiilonbdzd szélességli és hosszusagu csatorndk (outlet 1-3 felé mend
csatornaszakaszok) kozott.

A 44, abran bemutatott csatornakeresztezOdésben érvényes térfogataramlasi
viszonyok leirasa a (22) egyenlet alapjan torténhet:

4

d;°
v, L, (22)
Voo d' df df
L3 L2 Ll

Amennyiben a mikrocsipben a szélesebb csatorna szélessége négyszer nagyobb a
tobbihez (keskenyebbekéhez) képest, a szeparacios csatorna hossza pedig tizszerese
a tobbi csatornaénak, azaz

d1:4d és d():dz:dg:d, illetve (23)

L3:10L és L0:L1:L2:L, (24)

akkor mindezekbdl kovetkezik, hogy

V, = Vo ,azaz V, = Vo (25)
4" .10 2560

Ez azt jelenti, hogy ha a csatornaba beinjektalt minta térfogata (Vo) 1 pl, akkor a
szeparacios csatornaba jutott minta mennyisége (Vs3) csupan 0,39 nL, amely a 10
cm hosszusagu csatorna térfogatanak 0,26 %-a (260 um hosszisaghh mintadugo, a
csatorna mélysége mindeniitt 30 pm), ami optimalis térfogat a kapillaris
elektroforetikus elemzések tapasztalatai alapjan. Az ilyen elméleti megfontolasok
utan elkészitett mikrocsipben a mintainjektalas bemutatasara két komponensbdél allo
festékkeveréket hasznaltunk, hogy az aramlasi viszonyokat, a kialakulé mintadugot,
valamint a mintabevitelt kovetd elektroforetikus elvalasztast mikroszkoppal
kovethessiik.
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45. abra. Nyomassal tortén6, folyadékmegosztas elvén alapuld mintainjektalas (a-d) és az
injektalast kovet6 zonaelektroforetikus elvalasztas (e-f) mikroszkopos fényképei.

Koriilmények: 25 mM foszfat, pH= 6,8, az elektroforézishez alkalmazott fesziiltség: 800 V,
minta: kék és sarga ételfesték.

A kidolgozott injektaldsi modszer jelentdségét az adja, hogy jelenleg alig ismert
olyan mintabeviteli modszer, amellyel pusztan nyomas alkalmazasaval, egyszer(i
eszkozok felhasznalasaval lehetne ilyen kis térfogati minta beinjektalasat elvégezni
mikrofluidikai csipekbe. A csatornak szélességének és hosszainak valtoztatasaval
az elézdekhez képest kisebb vagy nagyobb mintadugd injektalasa is megoldhato.
Egy nagyobb mintadug6 injektalasat kovetden elektrodusitast érhetiink el, vagy a
zonaelektroforetikus  elvalasztds helyett izotachoforetikus dusitasra nyilhat
lehetéség. Kis minta mennyiségnél (rovid mintadugd hossziisdgnal) gyors, rovid
csatornahosszon torténé elektroforetikus elvalasztast lehet elérni. Fontos kiemelni,
hogy az injektalt mintadugd térfogata elvileg nem fligg a pumpa sebességétol,
kizarolag a csatornak atmérdinek aranya és hossza, illetve az eredeti minta térfogata
szamit.

A folyadékmegosztasos injektalas precizitasat az hatarozza meg, hogy milyen a
mikrocsip inlet portjdba egy mikroinjektor segitégével bejuttatott elsddleges
mintarészlet injektalasanak precizitdsa. Manualis, két alldsa mikroinjektort
(Rheodyne 7520) alkalmazva a 0,5 uL térfogatt mintanak az inlet portba
injektalasahoz, a csatorndk keresztez6désében kialakitott és a szeparacios
csatornaba juttatott ~0,5 nL térfogati minta tobbszori injektilasdnak szoérasa a
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csticsmagassagok ¢és cstcsteriiletek esetén 4,8, illetve 3,7 RSD% (N=6) volt (46.
abra).
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46. abra. Egy mintaoldatnak a folyadékmegosztasos modszerrel torténd tobbszori
injektaldsa és a mikrocsip szeparacios csatorndjaba juttatdsaval kapott jelek. (minta: kék
ételfesték (brillantkék FCF); mikrocsipbe bejuttatott mintatérfogat: 0,5 uL; szeparacios

csatornaba juttatott és detektalt mintatérfogat 0,5 nL; a szinintenzitds-valtozas detektalasa a
mikroszkop kamerajaval tortént.)

A 45. abran bemutatott elvalasztasnal a festékkeverékben talalhato sarga és kék
komponensek a 6,8-as pH-ju elektrolitban anionosak, ezért mindketté a pozitiv
elektrod felé mozog fesziiltség hatasara. Mivel a sarga festék elektroforetikus
mozgékonysaga nagyobb (a toltés/méret ardnya nagyobb), igy az elektroforézis
soran a kék komponens el6tt halad az anod felé (45. abra e-f). Bar az elvald
komponensek azonos iranyba, az elektroozmotikus aramlas (EOF) iranyaval
ellentétesen mozognak, a komponensek eredé mozgékonysaga az EOF valtozasaval
nagymértékben valtozhat, akar a vandorlasuk iranya is megfordulhat (A hidrofob
falu PDMS mikrocsipben az EOF viszonylag kicsi).

Ismert, hogy a PDMS anyaga képes adszorbealni a legkiilonb6zébb anyagokat, igy
a mintaban, illetve a pufferben 1évé komponenseket is (errdl részletesen lesz szo6 a
5.3 fejezetben). Emiatt az elemzések soran a feliileti toltésviszonyok allanddéan
valtozhatnak, ami az EOF valtozasaval jarhat. Bar az irodalomban ellentmondasos
kozlések taldlhatok a kezeletlen PDMS feliileti toltését illetden, a legtobb
munkaban csekély katodirany EOF-t irtak le [178-181], és magunk is hasonlo
tapasztalatokat szereztink ezzel kapcsolatban. A  jol  reprodukalhato
elvélasztasokhoz a csatorna falanak egységes, allando toltésti és mindségi feliilettel
kell rendelkeznie. Ennek kialakitdsdhoz kiilonboz6 anionos (natrium-dodecil-
szulfat (SDS)), kationos (cetil-trimetil-ammonium-bromid (CTAB)), illetve
neutralis (metil-celluloéz) feliiletaktiv anyagokat alkalmaztunk (47. abra). A

crer
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mikrocsip csatornajat és az elvalasztasok kozott féloranként az atoblitést
megismételtiik. A megkotddott felilletmodositokat szerves olddszerrel (pl. metanol)

konnyen, vizzel csak lassan lehet eltavolitani.
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47. abra. A vizsgalt komponensek (sarga (S ) (tartrazin) és kék (K) (brillantkék FCF)
ételfesték) és az EOF mozgékonysagainak illusztralasa és a csatorna falanak kiilonb6z6
detergensekkel val6 el6kondicionalasa (mosasa) utan kapott elektroferogramok. A csip
csatornait 1 mM SDS-sel (a), CTAB-vel (b) és metil-celluldzzal (c) oblitettik az
elektroforézis eldtt 1 percig. Az alkalmazott puffer: 25 mM foszfat, pH 6,8, szeparacios
tavolsag: 10 mm. Az elvalasztott zonak szinintezitasat a mikroszkop kamerajaval mértiik.

Az SDS anionos detergens 1évén negativ toltésiivé teszi a PDMS feliiletét, ezaltal
megndvelve a katéd iranya EOF sebességét. Ilyen koriilmények kozott a
komponensek vandorlasanak iranyai modosulnak az anionos detergenssel nem
kezelt csipben tapasztalthoz képest: az EOF nagyobba valhat az anionok
elektroforetikus sebességénél, igy az EOF iranyaval megegyezden vandorolnak a
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komponensek. Ebben az esetben a komponenseket akkor detektalhatjuk, ha (az
elozoektdl eltérden) a szepardcidos csatorna végére a negativ fesziiltséget
kapcsoljuk. Mivel a kevésbé anionos kék komponens mozgékonysaganak és az
EOF mozgékonysaganak (el6jeles) Osszege nagyobb, mint a sarga komponensre
vonatkoz6 ugyanezen érték, a kék komponens halad a szeparacids csatornaban eldl,
melyet a sarga komponens kovet (47.a. dbra).

A kationos detergenssel torténd feliiletkezeléskor a toltésnélkiili vagy negativ
toltésti csatorna fala pozitiv toltésiivé valik a CTAB adszorpcidja miatt. Ez azt
eredményezi, hogy az EOF értéke nemcsak csokken, hanem iranyt is valthat, azaz
az elektroozmotikus dramlas anod iranyu lesz. Mivel a sarga és kék komponensek
is az andd iranyaba vandorolnak, a sebességek Osszegzédnek. Az elektroforézis
soran a nagyobb elektroforetikus mozgékonysagu sarga komponens halad eldl, a
kék pedig utana (47.b. abra). Ebben az esetben a jelentdssé valt EOF hozzaadodasa
a komponensek vandorlasdhoz nem elényds, mert a gyorsabban mozgd
komponensek hamar, a teljes elvalasztodas eldtt elérik a detektalas helyét.

A toltéssel nem rendelkezd metil-celluloz polimer részecskék a PDMS falara
adszorbedlodva megsziintetik a negativ feliileti toltést ¢és ezdltal az
elektroozmotikus aramlas is gyakorlatilag megsziinik a rendszerben. Igy az
elektroforetikus elvalasztds szempontjabdl kizardlag a komponensek eltérd
elektroforetikus mozgékonyséagai lesznek a meghatarozok. A szeparacios csatorna
végére a pozitiv fesziiltséget kapcsolva a rovid szeparacios szakasz ellenére a teljes
elvalasztas megtorténik, vagyis a legjobb elvalasztasi hatékonysagot a metil-
cellulozzal torténd felilletmodositas utan végzett elektroforézis soran kaptuk (47.c.
abra).

A 48. abran bemutatott mikrocsip elektroforetikus elvalasztasokat a csatorna
keresztez0dését6l 10 mm tavolsagra detektaltuk. Ez volt az a legkisebb tavolsag
ahol a komponensek éppen teljesen elvaltak egymastol, és ehhez csupan 15 s-ra
volt sziikség (48.a. abra). A felbontds természetesen ndvelhetd, ha a
keresztez6déstél tavolabb detektaltunk, de a hosszabb szeparacios tavolsaghoz
aranyosan nagyobb elemzési id6 is tarsul (48.b. abra).

A hagyomanyos CE-nél a késziilékek geometriai elrendezésébdl adodoan a
lehetséges legkisebb effektiv elvalasztasi hosszisag 85 mm (Gn. "short end"”
injektalast alkalmazva az Agilent késziilékeknél). Itt, a nagyobb effektiv hosszusag
alkalmazadsa miatt nagy felbontas érhetd el, de ehhez legaldbb 130 s analizisid
sziikséges. (48.c. abra). A 48. abra elektroferogramjain lathatd, hogy mind a csipen,
mind a CE-vel végzett elemzéseknél nagyon hasonld az elvalasztasi profil, ami
érthetd 1is, hiszen az alkalmazott pufferrendszer, illetve az elvalasztas
mechanizmusa (CZE) megegyezett, kiilonbség csak az EOF eltéré hozzajarulésa,
vagy az esetlegesen fellépd, eltérd fali adszorpcids hatasok miatt varhato.
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48. abra. Etelfestékek (FD&C red#40 és FD&C blue#1)) CZE elvalasztisaval PDMS
mikrocsipen 10 mm (a) és 45 mm (b) elvalasztasi hosszsagnal, illetve Agilent CE
késziilékben, kvarckapillarison 85 mm effektiv hossziisag mellett (c) kapott
elektroferogramok. (Az alkalmazott puffer: 25 mM foszfat, pH 6,8. A PDMS mikrocsip
csatorndjat az elektroforézis elétt 1 mM metilcellulozzal blitettiik at 1 percig. Az
elvalasztott zonakat a mikroszkop kamerajaval (a, és b,), illetve 200 nm-es hullamhosszon
fotometridsan (c,) detektaltuk)

A kidolgozott mintainjektalasi eljarassal nemcsak a legkiilonb6zébb vegyiiletek
injektalhatok toltésiiktdél €s méretiiktol fliggetleniil a mikrocsip csatorndjaba, de
emellett sikeresen injektaltunk akar nagyobb méretii részecskéket, sejteket is (49.
abra). Kisérleteinkbdl azt allapitottuk meg, hogy a kiilonbozo sejtek fesziiltség
hatasara eltéré sebességgel, vagy akar eltéré iranyokba mozoghatnak, illetve, hogy
az azonos faju, de kiilonbozd életkoru sejtek elektroforetikus mozgékonysaga is
kiilonb6z6.
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49, abra. Nyomassal torténd, folyadékmegosztas elvén alapuld mintainjektalas
alkalmazasa sejtek (Microcystis aeruginosa) szeparacios csatornaba juttatasara (a,). A 0,5
nL térfogata Kis mintadugoban aramoltatott sejtek a csatornaban (b,). (A csatorna
szélessége 50 um)
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5.2.2 Miniatiirizalt kapillaris elektroforetikus rendszer kialakitasa [XX-XXI]
Munkank sordn egy olyan mikrocsip alapu kapillaris elektroforézis rendszert
fejlesztettiink ki, melynél a mintainjektalas a mikrocsipben, az elektroforetikus
elvalasztas pedig - hasonldéan, mint a hagyomanyos CE késziilékekben - egy
kvarckapillarisban torténik (50. abra). Célunk az volt, hogy ne csak az
elektroforetikus elvalasztast miniatiirizaljuk, de a komplett rendszer hordozhato, kis
méretli legyen (attol, hogy egy elektroforetikus elvdlasztds paranyi mikrocsipben
torténik, maga a teljes berendezés még sokszor sulyos, nagyméretii (pl. Bioanalyzer
2100, Agilent)). A hordozhaté miniatiirizalt CE rendszer (uCE) kiépitéséhez 0]
tipusu injektorra, illetve a nagyfesziiltségli tapegység és a detektor miniatiirizalasara
volt sziikség. Ennek megfeleléen a rendszer felépitéséhez az egyetemi spin-off
cégiink (CEtox Kft.) altal kifejlesztett, akkumulatorrol tizemeltethetd, kis méretd,
nagyfesziltségi (0,2 - 2,5 kV) tapegységet ¢és miniatiirizalt szaloptikas
spektrofotométert (Avantes) hasznaltuk.

A miniatiirizalt CE rendszer hordozo6jaként szolgadlo PDMS alapt mikrocsipben a
néhany nL-nyi mintadug6 kialakitasahoz az 5.2.1.2 fejezetben ismertetett, Kis
nyomassal torténd, folyadékmegosztas elvén alapuld mintabevitelt alkalmaztuk.
Mivel a mintainjektalast egy 200 pm ¢és harom 50 pm széles csatorna
keresztezddésében végeztiik (50.c abra), és mert a keresztez6dés utan a KI porthoz
csatlakozo kvarckapillaris husszor hosszabb, mint a tobbi csatorna, a BE portnal
beinjektalt 2 pl minta hozzdvetdlegesen Otezredrésze (~0,5 nL) tavozik a
keresztez6désbol a szeparacios kapillaris felé (KI port felé).

A PDMS mikrocsip nem csupan a mintainjektalast teszi lehetdvé nanoliter
tartomanyban, de a rugalmas miianyaghoz a kvarckapillarisok végei - maximum 1
bar nyomas alkalmazasa esetén - szivargdsmentesen, egyszerlien csatlakoztathatok
(a port atméréje kb. 300 pum, valamivel kisebb, mint a kvarckapillaris kiilsé
atmérdje (360 um)), igy maga a milanyag mikrocsip tartja a kapillarist (20 cm
hosszu, belsé/kiilsé atmérék: 50 um/365 pum) (50.a abra). A Pt elektrodokat a CE
kapillaris két végéhez kozel, a mikrocsip KI2 és KI portjaiban helyeztiik el (50.b.
abra). Az elektrodnal viszonylag nagy puffertartalyt érdemes kialakitani, mert az
elektroforézis soran jelentkezd elektrolizis megvaltoztathatja puffer pH-jat, és igy
az EOF mértékét.

A spektrofotometrids detektadlds megvalositasa gyakorlatilag megegyezett a
hagyomanyos CE késziilékeknél ismert konstrukcioval, ugyanis ez kozvetleniil a
kvarckapillarison tortént. A spektrofotometrias detektor optikai szalait (egyik a
fényforras fel6l a fényt vezeti a detektorcellaként hasznalt kapillaris szakaszhoz, a
masik a kapillarison éathaladt fényt tovabbitja detektorba) egy haromagu PEEK
adapterben az also részén egy 400 pum atmérdjii lyukat furtunk a CE kapillaris
kivezetéséhez) egyvonalba pozicionaltuk ugy, hogy kozottik csupan a kapillaris
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volt. Az optikai szalak érintették a kapillaris feliiletét (50.d abra), hogy a fény minél
nagyobb része jusson a kapillaris belsejébe, vagy azon til a masik (detektald)
optikai szalba.

optikai szalak
BE
a, / - \\. b!
: & \
“~ CE kapillari Kl ~
apians CE kapillaris |
pumpacsovek Kl
e}
BE Ki2
O 0
elektrodok ll Kl
KI3
ICE kapillaris
d, : c, |
: e .
BE | K12
optikai szal . . optikai szal
1
‘ KI3
csatoma\)_? PDMS

50. abra. A miniatiirizalt kapillaris elektroforetikus rendszer felépitése (a). A PDMS
mikrocsipben (b,) torténik a folyadékmegosztas elvén (c,) alapuldé mintainjektalas. A CE
kapillaris végén egy PEEK adapterben, szaloptikak segitségével torténik a detektalas (d). A
CE kapillaris, pumpacsovek, elektrodok csatlakoztatasa kozvetleniil a rugalmas miianyag
portjaiba torténik (a,).

Az 0Osszedllitott PDMS-alapa mikrocsip - kvarckapillaris (LWCE) rendszerbe a
korabban, a hagyomanyos CE technikara kidolgozott analitikai modszerek elvileg
valtoztatas nélkiil atviheték, hiszen az elvalasztoegység (kvarckapillaris) és az
elektrolitrendszer (puffer) ugyanaz. A rendszert a korabbi munkankban mar
részletesen optimalt és vizsgalt hat kefalosporin antibiotikum CZE elvalasztasaval
[XI, XI] teszteltiik, és nagyon hasonld koriilmények kozott, CE késziilékben
elvégzett elemzéssel hasonlitottuk Ossze (51. abra). A uCE rendszerben a
kefalosporinokat 8,5 perc alatt alapvonalon sikeriilt egymastol elvalasztani. A rovid
effektiv kapillarishosszak ellenére az elméleti tanyérszamok mindkét rendszerben 5
000-15 000 kozott valtoztak. A két kiilonbozo rendszerben végzett elvalasztas soran
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megjelend csucsok sorrendje, a csucsok alakja hasonld. A két elemzéskor a
csticsmagassagok aranyaban jelentkezd eltérések a kefalosporinok vizes oldatban
vald bomlasaval magyarazhatoak. A uCE rendszernél az eclérhetd6 kimutatasi
hatarok 110-276 mg/L kozott alakultak, amelyek kb. két nagysagrenddel maradnak
el az Agilent CE késziilékekkel elérhetd LOD értékekhez képest. Az Osszeallitott
UCE rendszerben tapasztalt rossz érzékenység oka, hogy a fényforras feldl érkezo
fény széttart a szaloptikabdl kilépve, igy a fény egy része nem jut a kapillarisbeli
folyadékra, illetve szorddik a kapillaris falan, jelentds hattérzajt okoz a detektalas
soran. (A modern CE késziilékekben a fénysugarat pontosan a kapillaris belsejébe
fokuszaljak.) A jovoben a fény megfeleld fokuszalasat és a csatorna kozvetlen

kozelében rés kialakitasat tervezziik.
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51. abra. Kefalosporin antibiotikumok CZE elvalasztasai (a,) CE késziilékben (Agilent) és
a (b,) miniatiirizalt CE rendszerben.
Koriilmények: 50 mM foszfatpuffer, pH= 6,8, U= +15 kV, A= 270 nm, minta: 2 mg/mL
cefadroxil (CFD), cefaclor (CFC), ceftazidim (CZI), cefuroxim (CFR), ceftriaxon (CTR),
cefixim (CIX)
CE: Le= 22 cm, 50 mbar " 2s,
LUCE: Les= 18 cm, folyadékmegosztasos injektalas (0,5 uL. — ~ 200 pL)
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A kétféle modszert Gsszehasonlitva megallapithatd, hogy az egyszerii és olcséd
eszk6zokbol, illetve az altalunk tervezett/elkészitett mikrocsip és kidolgozott
injektalasi modszer alkalmazasaval Osszedllitott miniatiirizalt €s hordozhaté
kapillaris elektroforézis rendszer alkalmas akéar kémiailag nagyon hasonlo
komponensek gyors, hatékony elvalasztasara. Az elvalasztasi hatékonysagokat
jellemz6 elméleti tanyérszam értékek jo egyezést mutattak a két rendszer esetén
(amit jo eredménynek tartunk a miniatiirizalt rendszer hazilagos Osszeallitasat
tekintve). Természetesen jobb hatékonysag lett volna elérhet6, igaz joval hosszabb
analizis 1d6 alatt, amennyiben a hagyomanyos CE-nél altalanosan hasznalt, 2-3-szor
hosszabb kapillarisokat hasznalnank.

A kifejlesztett miniatiirizalt CE rendszerben a folyadékmegosztasos mintabevitelt
alkalmazva ugy van Iehet6ség sorozatos mintainjektalasra, hogy az az
elektroforézis kozben akar megszakitas nélkiil is végezhetd (a CE késziilékekben
egyidejlileg mintainjektalast és elektroforézist nem tudunk végezni). Megvizsgaltuk
annak lehetdségét, hogy egy kétkomponensii mintat (cefadroxil és cefuroxim)
tobbszor egymas utan injektalva a komponensek reprodukalhatéan elvalaszthatok-e.
A folyamatos elektroforézis mellett a mintakat két perces idokozonként injektaltuk
be (52. abra). A 3-4 masodpercig tartd injektalas (kétallasu mintainjektor injektalas-
toltés pozicidi kozotti idétartam) alatt lekapcsolhatjuk az elektroforetizalo
fesziiltséget, hogy pusztan a hidrodinamikai hatasok érvényesiiljenek az injektalas
pillanatdban (e rovid idotartamu nyomas jelenléte a szepardcios kapillarisban
elhanyagolhatd hatasti az elvalasztasra). Azonban az elektroforetizald fesziiltség
fenntartasa mellett is injektalhatunk, ugyanis a folyadéknak a bemeneti portbol a
csatornak keresztezOdésébe torténd 4aramoltatdsa dontéen a nyomas hatasara
torténik, a fesziiltség hatdsa - a mikroszkopos vizudlis megfigyelés alapjan -
elhanyagolhat6. Az elektroferogramon lathaté, hogy az elemzés idejének
elérehaladasa soran egyre novekszik a két komponens cstcsa kozotti tavolsag,
annak ellenére, hogy mindig azonos idOkdézonként injektaltunk, a 4. injektalast
kovetden a CFD cstcsa pedig mar részlegesen 6sszeolvad az el6z6 sorozat utolso
komponensével. Ez a jelenség az EOF folyamatos és gyors valtozasaval
magyarazhaté, a folyamatosan csokkend EOF egyre lassabban szallitja a
komponenseket a detektor felé. Az EOF gyors valtozasara pedig az adhatott modot,
hogy PDMS mikrocsipbe kialakitott elektrolittartalyok térfogatai tal kicsik (100
uL), igy viszonylag rovid idejii elektroforéziskor az elektrolittartalyban fellépd
elektrolizis is képes megvaltoztatni az elektrolit pH-jat, ami aztan bejutva a
szeparacios kapillarisba eltéré mértékit EOF-et és elektrolit pH-t eredményezett,
emiatt a komponensek migracios sebességei valtoznak. Ezen vizsgalatok hivtak fel
a figyelmet arra, hogy a mikrocsip, illetve a miniatiirizalt rendszerekben a teljes
kapillaris/csatorna rendszer térfogatat kb. 1000-szeresen meghaladd térfogatu

elektrolittartalyokra (a mi rendszeriinben kb. 500 uL) van sziikség.
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52. abra. Sorozatinjektalas miniatiirizalt CE rendszerben.

Koriilmények: 50 mM foszfat, pH: 6,8, L= 18 cm, +20 kV, folyadékmegosztasos
injektalas 2 percenként (0,5 uL— ~200 pL), A= 270 nm, n= 4, minta: 2 mg/mL cefadroxil
(CFD), cefuroxim (CFR).

5.2.3 Kromatografias toltetek kialakitasa mikrofluidikai csipekben [XXII-
XXVI]

A mikrofluidikai analitikai kutatasok egyik irdnya a kromatografids elvalasztasi
technikdk miniatiirizalasa, a kiilonféle kromatografias toltetek csipben wvald
kialakitasa  ¢és  alkalmazisa. @A  kialakitott tOlteten  természetszeriien

elektrokromatografis elvalasztasra is lehetdség van.

5.2.3.1 Egycsatornas toltetek kialakitasa [XX11-XX1V]

Tobb olyan eljarasrol is beszamoltunk, ahol a hagyomanyos kromatografias
allofazisok (pl. C18) PDMS-bdl késziilt csipbe torténd integralasa frit kialakitasa
nélkiil lehetséges. A kromatografids toltet kialakitasa ugy torténik, hogy a
folyadékcsatorna kivalasztott pontja felett a rugalmas PDMS csip tetejét enyhén
lenyomjuk (kemény targgyal [XXII] vagy magneses szeleppel [XVII, XVIII]),
aminek hatdsara a csatorna magassaga az adott helyen az eredeti magassag 10-20%-
ara csokken (a 35 um magas csatorna megkozelitéleg 6 um-re szikil). Az ily
moédon  ideiglenesen  kialakitott  sziikiilet felé  aramoltatott  részecskék
visszatartodnak, mig a folyadék szabadon ataramlik (53.a abra).
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53. abra. Kromatografias toltetek kialakitdsa a PDMS mikrocsip 50 pm széles, 35 um
magas csatornajaban a rugalmas mikrocsip csatornajanak 6sszenyomasaval és a
kromatografias részecskék (5 um, C18) aramoltatasaval a kialakitott sziikiilet felé (a).
Mikroszkopos fényképek a kialakitott toltetekrdl (b, c). A (b) fényképen a sziikiiletet egy a
kép jobb szélén talalhaté magnes szeleppel alakitottuk ki.

Az elkésziilt toltet esetén kiilonbozd stabilizalo hatasokat figyeltiink meg. Az egyik
ilyen hatds az un. zaroko-hatas (54. abra), ahol a sziikiilet felé aramoltatott
részecskék koziil az eliilsd részecskék megszorulnak a csatornaban és ezek tartjak
vissza a mogottiik jovo részecskéket, egyfajta zaroko szerepét betdltve.

54. abra. A kromatografias részecskéknek egy csatorna sziikiileténél jelentkez6

visszatartasakor fellépd zarokd-hatas sematikus illusztralasa

Egy masik ilyen stabilizalé hatas az un. bilincs-hatas (55. abra). Ekkor a folyadék
pumpalasakor (kb. 2-3 bar nyomas hatasara) a csatorna fala kiszélesedik. Ezt a
megnovelt térfogatot a részecskék teljes mértékben kitoltik, majd amikor a folyadék
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pumpalasat leallitjuk, a rugalmas fali csatorna Gjra 6sszehuzodik, a toltet koriil egy
folyamatos fesziiltség, 6sszeszorito eré alakul ki. Ez a fesziiltség a f6 oka a toltetek
stabilitasdnak a rugalmas anyagu csipekben.

55. abra. A kromatografias részecskék csatornaban valo visszatartasakor fellép6 bilincs-
hatas sematikus illusztralasa

A toltet stabilitdsdhoz a részecskék és a hidrofob tulajdonsdgu fal kozott jelentkezd
erds kolcsonhatasok is hozzajarulnak. A PDMS fal kozelében 1évé kemény szilika
kromatografids részecskék deformaljadk a rugalmas fal alakjat, részlegesen
behatolnak a falba ¢és ezek, mint valamiféle horgonyok rogzitik a toltetet a
csatornaban (horgony-hatas) (56. abra). E legsz¢€lsé részecskék beagyazddasanak
mértéke nagyban fiigg a toltés soran alkalmazott nyomas nagysagatol, illetve a
PDMS fal elasztikussdganak mértékétdl. (A PDMS elasztikus, rugalmas sajatsagait
a magneses szelep kidolgozasa kapcsan az 5.2.1.1. fejezetben tanulmanyoztuk.)

;ﬁ"' | " - 3"1.

|
-
/-.
-
e

56. abra. A horgony-hatast illusztralé mikroszkdpos fénykép. A kromatografias toltet
legkiils6 részecskéi (5 um, C18) deformaljak a rugalmas fal alakjat, részlegesen behatolnak
a falba.

A folyadékkromatografidban a fal-hatas annak a kovetkezménye, hogy egy merev
(kolonna) fal kozvetlen kozelében az allofazis részecskéi kozotti iires terek
nagyobbak, mint a toltet belsejében (57. dbra), emiatt a mobilfazis a fal mellett
gyorsabban aramlik [182, 183]. E fal-hatas kovetkezménye az elvalasztott
komponensek savjainak kiszélesedése, ami a puha, konnyen deformalhat6 PDMS
falt csatorndkban kialakitott toltetekben nyilvanvaldan kisebb.
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57. abra. A fal-hatas illusztralasa kemény anyagt kapillarisokban/kolonnakban (a), illetve
puha PDMS-bél késziilt mikrocsipek (b) esetén.

Kutatasaink folytatasaként a kromatografias részecskéket nem egy ideiglenes,
hanem egy maradando kialakitast sziikiilet segitségével tartottuk vissza [XXIV]. A
szlikiilet a fotolitografids maszkra rajzolt vonal hatdséara jott létre (58.a abra). (A
sziikiilet a maszkon létrehozott vonal miatt alakul ki az 6nt6forma készitése soran.)
A sziikiilet helyén a csatorna atméréje kb. 20 um szélesre sziikiilt, mikdzben a
csatorna magassaga is jelentésen csokkent. Ez a sziikiilet a folyadék szempontjabol
szintén atjarhatd volt, de az aprd részecskék megragadtak benne, igy tartva vissza
az egész toltetet (58.d abra). A hagyomanyos, 5-10 um méretii kromatografias
részecskéken kiviil 0j, C18 modositott szilika aerogélbdl is ki tudtunk alakitani
tolteteket (58. abra). A golydsmalomban elporitott aerogélt metanolban
szuszpendaltuk, ekkor 1 um-nél kisebb részecskéket kaptunk.
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58. abra. A fotolitografias maszkra rajzolt 4 um széles vonal (a,) segitségével alakithato ki
sziikiilet a mikrocsip csatornajaban (c,). A toltéskor a kromatografias részecskék (C18
szilika aerogél) metanolos szuszpenzidjat O port feldl aramoltatjuk a sziikiilet felé. A

mintaoldatokat az | port felél injektaljuk a mikrocsipbe, mikozben az O1 és O2 portok felé

folyik el a felesleg (b). A szlikiilettel nyert kromatografias toltet mikroszkopos
fényképe (d,).

Legujabban a kromatografias részecskék visszatartasara azt a modszert hasznaljuk,
hogy mar a csatornamintazat tervezése soran megrajzoljuk a szlikiiletet a
csatornakban a kivalasztott helyekre [XXV]. A sziikiileteknél az 50-100 um-es
csatornaatméré a 10%-ara csokkent, ami elégnek bizonyult a részecskék
visszatartasahoz, viszont a folyadék szempontjabol atjarhatd volt. Ahhoz, hogy 5-
10 um szélességli csatornasziikiileteket alakithassunk ki a mikrocsipben, kelléen
nagy felbontds elérésére volt sziikség a mikrofabrikalasi eljards soran. Az
ont6forma készités sordn részletesen vizsgaltuk és optimaltuk a fotoreziszt
vastagsaganak (és ezért a spincoater sebessége, forgatas ideje); valamint a
besugarzds  intenzitdsdnak, id6tartamdnak és  tdvolsdgdnak  hatdsat a
csatornamintazat elért felbontasara [184].

Mivel a sziikiilet hidrodinamikai ellenallasa elhanyagolhatd, a folyadék koénnyen
ataramoltathaté a sziikiileten, de a kromatografias részecskék visszatarthatok.
Amint az eldbb, az 54. dbra kapcsan mar roviden targyaltam, amikor a kelléen
nagy slriiségli szuszpenzid kromatografids részecskéi elérik a sziikiilet elejét, az

eliilsé részecskék egymasnak tdmaszkodva lezarjdk a szlikiiletet ("zarokovek") és
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visszatartjadk a mogottiik jovo részecskéket (éppen ugy, ahogyan az épitészetben a
zaroko az osszehajlo boltivet mintegy bezarja és azoknak nyomasat felfogja és
kiegyenliti). Amint az elsé részecskék visszatartodnak a sziikiiletben, az ezt
kovetéen érkezd részecskék hozzaépiilnek a mar visszatartott részecskékhez,
folyamatosan ndvelve a toltet hosszat. A zardkdhatést illusztraljuk az 59.a-d dbran
(25 pum széles, 25 um hosszt) szikiiletet tartalmazo 100 um szélességi
mikrofluidikai csatornaban aramoltatott 10 wm méretii C18 moddositott szilika
részecskék esetére. Hasonld zaroko-hatasrol (keystone effect) szamoltak be masok
kemény falu, elszlikitett (kihtizott) kvarckapillarisokban [185, 186]. A zarokOhatas
fontos kdvetkezménye, hogy a visszatartand6 részecskék méreténél akar haromszor
nagyobb méretii szlikiilet is alkalmazhat¢ a toltetek kialakitasdhoz.

A kiilonb6z0 magassagu csatorndk olyan ontéformak segitségével alakithatok ki,
melyek készitése soran kiilonb6z6 vastagsagu fotoreziszt réteget visziink fel a Si
hordozora (kiilonb6zd forgatasi sebességet ¢és 1dot haszndlva). A kiilonb6zo
vastagsagu fotoreziszt azonos id6tartamu besugérzasaval kiilonbozo szélességi
sziikiilet nyerhetd, a vékonyabb fotoreziszten szélesebb lesz a sziikiilet (59.e-g
abra). Természetesen minél szélesebb a sziikiilet, annal kisebb a toltet stabilitasa.
Ha a sziikiilet nagyobb, mint a visszatartando részecske méretének négyszerese, az
igy kapott toltet nem lesz elég stabil, nagyobb nyomas alkalmazasa esetén a toltet
Osszeomlik (59.e 4bra). 5 um-es részecskék esetén, ha a sziikiilet hossza legalabb
10 wm, a sziikiilet hosszanak nincs hatasa a toltet kialakitasara. (Az 59.b-g és a
60.b-d abrak mutatjak, hogy a toltet eliilsé részecskéi csak nagyon kis részen
foglaljak el a sziikiilet eliilsé szakaszat.) Amikor a C18-as részecskéket a csupan 15
um magassagu csatornaban aramoltatjuk, a részecskék nem tudnak aggregalodni
nagyobb méretli részecskékké (59.e abra), de egy magasabb csatornaban az
aggregaciora nagyobb az esély (59.g abra) és ekkor a toltet kialakitasa is konnyebb.
Mindezek alapjan a sziikiilet optimalis szélessége, magassaga és hosszlsaga,
mellyel a részecskék bizonyosan stabilan visszatarthatok, legfeljebb kétszer
nagyobb, mint a visszatartando részecske. Ha a részecskék nagyobb részecskékké
aggregalodnak (1%-ndl nagyobb slirliségli  szuszpenzidk esetén gyakran
tapasztaltuk C18 részecskék esetén), akkor nagyobb sziikiiletek is alkalmazhatok.

A 15 és 40 pum magassagi csatorndkban visszatartott részecskék kiilonbozo
vastagsagu tolteteket eredményeztek (59.h és 59.i abrdk). A 15 um magas csatorna
1-2 rétegben toltheté meg 10 um méretli C18 részecskékkel, ezért a toltet csaknem
atlatsz6 (59.e 4abra), lehetdéség nyilik szines anyagok kozvetlen, vizudlis
detektalasara a tolteten. A 40 um magas csatorna 4-5 rétegben tolthetd. Az 59. dbra
fényképei igazoljak, hogy az azonos méretli kromatografids részecskékbol a
pumpaléas hatasdra a rugalmas falu csatorndban homogén, tomor és stabil toltet
nyerhetd.
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59. abra. 10 um méretii C18 részecskék aramoltatasa 30 um-es szikiilet felé. A zaroko-
hatast illusztrald mikroszkopos fényképek 0,5 s-onként késziiltek (a)—(d). 15 um (e), 30
um () és 40 um (g) magassagh csatornakban kialakulo toltetek mikroszkopos fényképei.
15 pum (h) és 30 um (i) magassagi csatornakban kialakitott (ily moédon ugyanilyen
vastagsagu) toltetek mikroszkopos fényképei. A mikrocsipek elkészitésekor a litografias
maszk ugyanaz volt, de az 6nt6formakon a fotoreziszt kiilonb6z6 idejii besugarzasa miatt a
csatornamintazat magassaga eltért. A litografias maszkon a sziikiilet 25 pm széles és 25 um

hosszu volt.
a., b’ C’ d’
60. abra. Csatornaszakaszok kromatografias részecskékkel toltésének folyamata

(csatornaatméré: 100 pwm, kromatografias részecskék mérete: 5 um)
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5.2.3.2 Tobbcsatornds toltetek kialakitdsa [XXV-XXVI]

A tobbcsatornds mikrofluidikai rendszerek tervezése soran el0szor meg kellett
vizsgaljuk, hogy milyen kozel keriilhet egymashoz két (példaul 50 um széles)
csatorna, hogy azokban folyadékokat nyomdssal aramoltatva a csatornak koézott ne
legyen atszivargéds. Az altalunk tervezett csatornamintdzatoknal minden esetben
legalabb 50 pm (egy csatornanyi) tavolsag valasztja el egymastol a csatornakat.

i athe Dul L s s SR o Sum e TR S

61. abra. Harom, egymassal kapcsolatban 1év6, parhuzamos csatornabol allo mintazatot
tartalmazo ontéforma fényképe (felso kép), €s az dntéforma segitségével készitett PDMS
mikrocsip csatornaiban kialakitott kromatografias toltetek egy részletének mikroszkopos

felvétele (a csatornak szélessége 100 um) (also kép).

Mint azt az 5.2.3.1 fejezetben targyaltuk, a szikiileteknek a részecskék
visszatartdsara vonatkozo hatékonysaga fiigg a szlikiilet szélességétdl és a csatorna
magassagatol. Az ontéformak készitése soran a fotorezisztek kiillonb6zo idejt (azaz
energiamennyiségll)  besugarzasa kiilonbozd  szélességli  szilikiileteket
eredményezett ugyanazon litografids maszk alkalmazasa esetén. Amennyiben a
maszk 20 um-es sziikiiletet tartalmazott, az 1, 2 és 6 percig tarté fénybesugarzas
kiillonboz0, azaz 5, 10 és 30 um szélességii sziikiiletekhez vezetett (62.a-c abra). A
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hosszabb besugarzasi 1d6 novelte a csatornak teljes szélességét, igy csokkentette a

kapott csatornamintazat felbontasat.

c |100pm|
| 5 '
‘ |

| | | ; |

N~ -/ ' /

62. abra. Az 6nt6forma készitése soran kiilonboz6 (1 perc (a); 2 perc (b) and 6 perc (c))
besugarzasi idok alkalmazasaval kapott, tobbcsatornas rendszerek mikroszkopos fényképei

(A litografias maszk ugyanaz volt, 25 um széles és 25 um hossza sziikiiletet tartalmazott.)

A mikrofluidika altal nyujtott elényok egyik legfontosabbika, hogy sok analitikai
rendszer - példaul kromatografias elvalasztoegységek - helyezhetok el egyetlen
mikrocsipen, igy egyidejlileg tobb kromatografids elvalasztas is végrehajthato. A
63. abran a parhuzamos kromatografids toltetek kialakitdsdra alkalmas
tobbcesatornds mikrocsipek készitésére hasznalhato litografids maszkmintazatok
fobb tipusai lathatok. Egyrészt lehetdség van arra, hogy tobb, kiillonbdzd mintat
egymastol fiiggetleniil injektaljunk a mikrocsip egy-egy toltetére (63.a, b, és e,
abrak), bar 10 kiilonb6zé mintdhoz 10 pumpacsd kezelése meglehetdsen nagy
kihivas (63.e, és h, abrak). Ugyanakkor lehet6ség van arra is, hogy egyetlen
mintaoldatot injektaljunk a mikrocsipbe (63.c, d, és f, abrak), amely aztan tobb
egyenld részre oszthatod a toltetek eldtt. A 3-tdltetes rendszerekben a szeparacids
csatornak végei Osszefuthatnak (egyesiilhetnek) egyetlen kimeneti portba (63.b, és
C, abrak), vagy maradhatnak egymastdl teljesen fliggetlenek (63.a, és d, abrak).
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Utobbi esetben a parhuzamos csatornak egymastol fliggetleniil (egyik a masik utan)
tolthetok meg kiilonbozd kromatografias részecskékkel. Mivel mar egy néhany mm
hosszisagu toltet is alkalmas lehet komponensek elvéalasztasara vagy dusitisara
[XXII], nagyszamu (pl. 10-12) parhuzamos toltet helyezhetd el egyetlen
mikrocsipen (63.e, f, h, i, abra). A mikrocsipen elhelyezheté toltetek maximalis
szamat tulajdonképpen nem is maguk a toltetek, hanem a csatlakozd portok szama
korlatozza. A 63.h 4&bran lathatdé mikrocsipen 10 csatornara kiilon-kiilon
injektalhaté egy-egy minta. Altalanos szabalyként azt alkalmaztuk, hogy a
ki/bemeneti portok egymastol legalabb 4 mm tavolsagra legyenek.

Nagy szamu csatorna egyidejiileg tolthetd, ha kozds kimeneti portjuk van, ahonnan
a kromatografias részecskék szuszpenzidjanak egyetlen beinjektalt részlete
aramoltathat6 a csatornak sztikiiletei felé.

8 f’

gt g

63. abra. Tobb, parhuzamos csatornat tartalmazo, parhuzamos kromatografias
elvalasztasokra alkalmas mikrocsipek litografias maszkjainak mintazatai (a)—(f). A
mintazatok sziikiileteinek nagyobb nagyitasa (g). Egymastol fiiggetleniil, 10 parhuzamos
csatornaba injektalhato mintak egyidejl elvalasztasara alkalmas mikrocsip fényképe (a
csatornak kék festékkel vannak megtoltve) (h). 12 kromatografias toltetet tartalmazo
mikrocsip részletének fényképe (i).
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Az egyetlen minta beinjektalasara alkalmas, k6z0s kimeneti porti sokcsatornas
rendszerek parhuzamos csatornaiban a folyadék aramlasi sebessége fokozatosan
csokken csatornardl csatornara (63.i abra). EPANET szoftverrel [187] végzett
szamitasok alapjan a 12 csatornds rendszerben a két sz€ls6 csatornaban az dramlési
sebességek aranya 2,2, amit kisérleti eredményeink is igazoltak (Az EPANET
szoftver csérendszerekben folyd viz aramlasanak modellezésére alkalmas.).

Vinax! Viin= 2.2

max

N‘l%

64. abra. 12 parhuzamos csatornat, illetve egyetlen bemeneti és egyetlen kozos kimeneti
portot tartalmazd mikrocsipben (a,) aramoltatott folyadék sebességeloszlasanak
modellezése EPANET szoftverrel (b,). A csatornaszakaszokon feltiintetett sebességek 1ab/s
egységben értendok.

Mivel az analitikai feladatoknal fontos lehet, hogy az aramlasi sebességek azonosak
legyenek a parhuzamos csatorndkban, az EPANET szoftver segitségével olyan
csatornamintdzatokat terveztliink, amelyekben ez megvalosithatd. Az egyik
lehetéség a "fiiggdleges" parhuzamos csatornak feletti "vizszintes" csatornaszakasz
alakjanak optimaldsa (65. dbra). Az 4ramlasi sebességek 1%-nal kisebb eltérését
kaptuk a parhuzamos csatornak kozott, amikor a "vizszintes" csatornaszakasz egyik
vége (d;) nyolcszorosa volt a masik végének (d,) (lasd 65.a-d abra).
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65. abra. 12 parhuzamos csatornat, illetve egyetlen bemeneti és egyetlen k6zos kimeneti

portot tartalmazé mikrocsipek csatornamintazatai (a,-d,). A d; és d, a "fliggéleges"

parhuzamos csatorndk feletti "vizszintes" csatorna két vége szélességeinek felel meg (lasd
d,). A d1/d2 aranya rendre 1 (a,), 2 (b,), 4 (c,) és 8 (d,) volt. A folyadék bejuttatasa a jobb

fels6 portban tortént (c, rajzon "BE"-ként jeldlve) €s az alsé kozos porton tavozott (c,

rajzon "KI"-ként jelolve). A csipekben aramoltatott folyadék sebességeloszlasanak

modellezése EPANET szoftverrel tortént. A parhuzamos csatornakban szamolt legkisebb

és legnagyobb sebességek hanyadosat a mintazat alatt tiintettiik fel, és abrazoltuk a di/d,-t61

valo fliggését (e,).
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5.2.3.3 Kromatogrdfias és elektrokromatogridfias elvalasztasok mikrocsipben
[XXT-XXVI]

A mikrocsipben kialakitott kromatografias toltetek teszteléséhez ételfestékeket
hasznaltunk. 1 pL festék(keveréket) juttattunk be a mikrocsip mintabemeneti
portjaba, amely aztan 3-felé oszlik el egy keresztalaki csatornakeresztez6désben
(66. abra), a 3 kiilonb6z6 agban a folyadékok aramlasi sebessége az egyes
csatornakban jelentkez6 hidrodinamikus ellenallastol fligg. Mivel a kromatografias
toltetet tartalmazo csatornaagban az ellenallas joval (pl. 1000-szer) nagyobb, mint a
tobbi nyilt csatornadgban, csupan a sziikséges 1 nL-nyi mintarészlet jut a toltetre.

Os 1ls 2s

3s 4s 5s

66. abra. 1 nL-nyi térfogati mintadugo kialakitasa mikrocsipben a kromatografias toltet
el6tt. A keresztezédésbe balrol beinjektalt (kb. 1 uL) minta 3-felé oszlik a keresztalaku
csatorna-keresztez6désben, a jobb oldali csatornaagban a nagyobb hidrodinamikai
ellenallast kromatografias toltet felé a folyadék aramlasa sokkal kisebb, mint a masik két
csatornaagban, igy 4 s-al a keresztez6désbe injektalast kovetden a szeparacids csatornaban
kialakul a kb. 1 nL-nyi térfogati mintarészlet (a jobboldali csatornaban talalhaté toltet nem

latszik a képeken). A csatornak szélessége 50 pm.

Hasonloan torténik az injektalas a sokcsatornas mikrocsipekben is. Itt is csatornak
keresztezddéseit hasznalhatjuk arra, hogy csak a keresztezddésbe bejutd eredeti
minta téredékei jussanak az egyes csatornaszakaszokba (lasd 66. abra). Abban az
esetben, ha ugyanazt a mintat akarjuk nagyszamu csatornaba bejuttatni, akkor
hasznalhatjuk a 67. abran lathatd csatornamintazatot, amelynél egyetlen 1 uL
mikrocsipbe injektalt minta kb. 1 %-a aramlik a sziikiilet utani nagy hidrodinamikai
ellendllasi kromatografias toltetek felé, a 12 toltetre kb. 1 nL térfogatu
mintarészletek jutnak.
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67. abra. 12 csatornas, sziikiileteket tartalmaz6 mikrocsipek készitéséhez alkalmas

litografias maszk részlete. Egyetlen mikrocsipbe injektalt minta nagyrésze a jobb oldali
csatornavég felé aramlik és a szikiilet utani nagy hidrodinamikai ellenallasa
kromatografias toltetekre azonos és kellden kis térfogatu (kb. 1 nL) térfogata
mintarészletek juttathatok.

Az elkésziilt toltet kromatografias tulajdonsagainak vizsgalatat festékkomponensek
tolteten valdo megkdtésének, disitasanak vizsgalataval kezdtiik. Hig kék ételfesték
oldatot vittiink fel a toltetre 300 s-on keresztiil (kb. 100 nL térfogat minta). A kék
komponens folyamatosan kotédott meg a tolteten, amit aztan a desztillalt vizes
folyadékaram csak minimalisan mozgatott (68. abra). A megkotott festéket metanol
segitségével 8 s alatt (kb. 2 nL effluens térfogatban) teljesen le lehetett elualni a
toltetrdl, igy a dusitasi faktor 50-nek adodott.

68. abra. Az aerogéltolteten megkotott kék festék mikroszkopos fényképe (A C18
modositott szilika aerogélbdl késziilt télteten 100 nL. minta injektalasa 300 s-on keresztiil.)

A komponensek megkdtése/dusitdsa mellett a tolteten tobb komponens egymastol
vald elvalasztasa is lehetséges. A kék ¢és sarga festékek keverékét injektalva a
toltetre a kék komponens megko6tddott, mig a sarga komponens szabadon athaladt
rajta. A vizes mobilfazist metanolra cserélve a megkotott kék komponens is
elualodott, igy 20 s-on beliili elvalasztas volt elérhetd (69. abra).
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69. abra. Sarga (1) és kék (2) ételfestékek elvalasztasa C18 modositasu szilika
aerogéltdlteten. A viz mobilfazist metanolra cseréltiik, amint a minta zonéja elérte a toltetet
(v=0,2 nL/s)

A két festék izokratikus koriilmények kozott is elvalaszthatd volt, 35% metanol-viz
eleggyel a festékek egymas utan elualoédtak a toltetr6l. A toltet 0,5 mm hosszh
szakasza mar elegendé volt az 1 nL térfogata (250 um hosszisagi) minta
komponenseinek elvalasztasahoz (70. abra). Nagy elvalasztasi hatékonysagot rovid
tolteten csak ugy lehet elérni, ha az injektalt mintadugé hosszat (liy), illetve a
detektalasi hosszat (lget) minimalizaljuk. Az lget @ mikroszkdpos szinintenzitassal
konnyen minimalis értéken tarthatd, hiszen néhany képpontban (pixelben) is
mérhetok az RGB értékek. Az elméleti tanyérmagassag (H) megadhato:

2Dm Iinjz + Idet2 (26)

H=H,,+H, +H,. = +
diff inj det 12Leff 12Leff

ahol Hygitr, Hinj és Haer a diffuziotol, az injektalasi mintahossztol és a detektalasi
hossztdl fiiggd hozzajarulasok a teljes tanyérmagassaghoz [188], Dy, a komponens
diffuzios egyiitthatoja, u a linedris sebesség €s Lesr az elvalasztas effektiv hossza.

Viszonylag nagy nyomast alkalmazva (kb. 3 bar, ami a perisztaltikus pumpaval
elérhetd maximalis nyomas) igen gyors elvalasztast értiink el. 7 s-nal gyorsabb
elvalasztast akkor kaptunk, amikor kozvetlenill a toltet legvégén (le=0,5 mm)
detektaltunk. Mivel a tdltet vastagsaga az atlatsz6 PDMS mikrocsipben csupéan 35
um, és a szilika aerogélrészecskék toltete maga is viszonylag 4atlatszo, a festékek a
tolteten is vizualisan megfigyelhetok, szinintenzitasuk detektalhat6 (70.a-d abra).

Mig a csupan 200 pum hosszusagh tolteten athaladva (70.e abra, le=0,2 mm) a
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komponensek még nem valtak szét teljesen, addig 300 um (70.¢ abra, 1¢=0,3 mm)
toltetszakasz utdn az elvalasztds mar teljesnek vehetd. A detektalast a 0,5 mm
hosszisagu toltettél 0,5 mm-rel tavolabb végezve az elvalasztis hatékonysaga
romlott a diszperzios hatasok miatt (70.e abra, ler=1 mm).

a,
b, &
l=0,2 mm
J‘\/\—‘~\ l=0,3 mm
C,
- /‘\i l=0.5 mm
3 _—_/A/\/
lg=1 mm
d,
AT 0 2 4 6 8 10
1dé (s)

70. abra. Mikroszkopos fényképek kék és sarga ételfestékek 0,5 mm hossza C18
szilikaaerogél tolteten torténd elvalasztasarol, 35:65% metanol-viz mobilfazist alkalmazva.
(Az a és d felvételek kozotti id6tartam 8 s, az aramlasi sebesség 2 nL/s volt.) Az elvalasztas

kromatogramjait a toltet elejétél mért kiilonbozo (0,2; 0,3; 0,5 és 1 mm) tavolsagokra a

szinintenzitasok regisztralasaval kaptuk ().

A kialakitott toltetek kromatografias vizsgalatat 3 kefalosporin antibiotikum
(ceftriaxon, cefazolin ¢és ceftazidim) elvalasztdsa esetén is elvégeztik. A
komponenseket eldszor foszfatpufferes vivokozegben vittiik a C18-as toltetre
nyomas segitségével, de a komponensek elvalasztdsa nem volt teljes (71.a abra).
Abban az esetben, amikor ugyanazon a tdlteten ugyanazt a mintat injektaltuk és
fesziiltséget is alkalmaztunk elektrokromatografias (CEC) elvalasztast hasznalva, a
komponensek szeparacidja teljess¢é valt (71.b abra). A kromatografids &s
elektrokromatografias elvalasztasok soran az elualt komponensek sorrendje eltért,
jelezvén, hogy az elvalasztasok mechanizmusa eltért a két modszer esetén. Mivel a
kefalosporinok elvalasztasakor a zonaelektroforézis hozzajarulasa a CEC
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elvalasztasban jelentésebb, mint a forditott fazisi kromatografids hozzajarulas,
eldszor a legkisebb (negativ) toltési komponens eludlodik, mig az RP-LC

elvalasztasok esetén eldszor a leginkabb polaris komponens elualédik.

(a)
2,3
1
(b) 5
<
IS
&
8 2
0 200 400
Time (s)

71. abra. Kefalosporin antiobiotikumok elvalasztasa C18-as tolteten LC (a) és CEC (b)
modszerrel

Koriilmények: 1: ceftriaxon, 2: cefazolin, 3: ceftazidim, c= 10 mg/mL, a szaloptikas
fotometrias detektalas 265 nm-en tortént, 2 mm-re a téltetet kovetOen, elektrolit: 50 mM
foszfat, pH= 6,8, CEC: U=750 V, LC: 0,4 nL/s

Az 5.2.3.2 fejezetben bemutatott tobbcsatornas mikrocsipek toltetein végrehajthatod
elvalasztasokat is festékkeverékekkel teszteltiik. Amint azt az elézdekben is
részleteztem, mig a kék festék a C18 tolteten teljesen visszatartodik (72.a abra),
addig a sarga festék akadalytalanul athalad rajta (72.b abra). A viz mobilfazist
metanolra valtva a kék festék gyorsan elualhatd (72.c abra), igy a két festék 30 s-on
beliil elvalaszthatd. Az elvalasztott komponensek detektalasa - a toltet elejétdl 0,5
mm-re - az RGB szin intenzitdsok mikroszkop kamerajaval torténd mérésén alapult.
Mivel a 72. abran bemutatott tobbcsatornas kromatografias toltetet tartalmazo
mikrocsipben az dramlasi sebességek fokozatosan valtoznak tdltetrdl toltetre, igy
egyetlen minta (ételfesték keverék) beinjektalasa a mikrocsipbe 12 kiilonb6z6
sebességli, egyidejii elvalasztast eredményez. Ezaltal a van Deemter diagram
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konnyen felvehetd, és az optimalis aramlasi sebesség meghatarozhatd (72.e abra).
A legjobb hatékonysagot (0,75 um tanyérmagassag) 0,0176 mm/s (4,2 nL/min)
aramlasi sebesség mellett kaptuk (a 72.a-c. dbrdkon jobbrol a 3. toltet). A kapott
1330000/m elméleti tanyérszam hasonlé nagysagrendii, mint amit Hansen és mtsai.
kaptak masfajta kromatografidss mikrocsipen [189, 190]. Bar a parhuzamos
tolteteken az aramlasi sebességek tartomanya viszonylag sziik (0,014-0,024 mm/s),
a bemutatott kisérletben a van Deemter diagram gorbéjének minimuma vilagosan
meghatarozhato.

Az mikrooszlopok kozotti reprodukalhatosagot 3 parhuzamos, azonos C18 toltetet
tartalmazd mikrocsipben hataroztuk meg, mivel itt az aramlasi sebességek a
tolteteken azonosak voltak. A kék festék eltiicidja soran a retencids idok szérasa 3,6
RSD% volt (N=6). A komponenst 13-szor injektalva egy mikroinjektor-csappal a
kapott szoras 5,6 RSD% (csucsmagassag), illetve 5,1 RSD% (retencids 1d6) volt.
Mivel a C18-moédositott szilikarészecskék széles korben hasznalt forditott fazist
allofazisok a HPLC ¢és SPE moddszereknél, a bemutatott mikrocsip alapa
kromatografids rendszernek sokféle alkalmazdsa (pl. elddusitds, tisztités,
elvalasztas) lehet. A csipben alkalmazott toltet (5 wm C18) visszatartasi kapacitasa
a kék festékre (brillantkék FCF) nézve 7,5 x 107 mol/(tltetymm-nek adédott. A
mikrocsip csupdn 1 mm hosszsagu toltetén 50x dusitast tudtunk elérni egy
mikroliternél is kisebb mintatérfogat felhasznalasaval.

12 mikrotdltetet (C18, 5 pum) tartalmazé mikrocsipek egy altalunk kifejlesztett
valtozataval els6ként demonstraltuk a mikrocsip alapti kromatografidnak a
langatomabszorpcids spektrometridval (FAAS) vald kapcsoldsdnak lehetdségét
elemspecieszek gyors elvalasztasara vagy duésitasara és meghatarozasara. A
kapcsolt rendszert Cr(VI) meghatarozasaval teszteltiik. A mikrot6lteten adszorbealt
Cr(VI)-ot 30 uL metanollal elualtuk a toltetek végén kialakitott edénykékbe. Az
effluenst diszkrét oldatként Un. mikroinjektalasi technikdval porlasztottuk a
spektrométerbe. 12 minta elvalasztasahoz/dusitasahoz és FAAS meghatirozasédhoz
kevesebb, mint 5 percre volt sziikség, mivel az elvalasztasok/dusitasok és eluciok
parhuzamosan (egyiddben) végezheték. A mikrotdltet (C18, 5 um részecskék, 20
mm x 1 mm x 0,1 mm) kapacitasa 0,45 ug/mm-nek adédott a Cr(VI)-ra nézve. A
80 uL térfogatih mintaoldatot vive a mikrocsip toltetére és a 30 uL-nyi metanolos
effluenst porlasztva a FAA spektrométerbe a kimutatasi hatar 0,0031 pg/mL-nek
adodott.
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72. abra. Mikroszkopos fényképek kék és sarga festékek keverékének elvalasztasarol 12
parhuzamos C18-as tolteten (p: 0,5 bar, V: 0,5 puL). A mikrocsipbe injektalt egyetlen minta
12 egyenld részre oszlik a toltetek el6tt (a). Mig a kék festék teljesen megkotodik a toltet
elején, a sarga festéket a vizes mobilfazis szallitja (b). A mobilfazist metanolra cserélve a
kék festék is elualddik (¢). A kromatogramokat a téltet elejétél 0,5 mme-re (nyillal jel6lve),
a szinintenzitasok mérésével kaptuk (d). Az elméleti tanyérmagassagnak a linearis aramlasi
sebességtdl valo fiiggését bemutatd (van Deemter) diagramot a kék festéknek a
parhuzamos tolteteken valo elicioi alapjan hataroztuk meg (e).
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5.3 Feliileti plazmon rezonancia spektroszkopia alkalmazasa
elektroforetikus rendszerekben egyes komponensek detektalasahoz,
illetve feliileti adszorpcids vizsgalatokhoz [ XXVII-XXVIII]

A kapillaris elektroforetikus elvalasztas és a feliileti plazmon rezonancia (SPR)
spektroszkopias detektalas sikeres kapcsolasdhoz tobb problémat kellett megoldani.
A hatékony elektroforetikus elvalasztashoz elengedhetetlen, hogy kell6en kis
térfogatt mintadug6t lehessen bejuttani az elvalasztd kapillarisba. A kapillaris
végén (off-capillary) torténd detektalas pedig nagyon kis térfogati detektorcella
alkalmazasat kivanja meg. Az altalunk Kkifejlesztett miniatiirizalt kapillaris
elektroforetikus rendszert mikrofluidikai platformok segitségével kapcsoltuk az
SPR szenzorhoz.

Két egyszerti mikrofluidikai platformot terveztiink és készitettiink el PDMS-b6l a
CE-SPR  kapcsoldas megvaldsitasahoz. Az egyik PDMS egységben a
folyadékmegosztasos injektalasi modszert alkalmaztuk a néhany nL-nyi mintadugo
kialakitasara és a CE kvarckapillaris bemeneti végéhez valo tovabbitasara (73.a és
73.c abra). Az 5.2.1.2 fejezetben részletezett folyadékmegosztas elvén torténd
injektalast egy 200 pum ¢és harom 50 pm széles csatorna keresztezddésében
végeztiik. Mivel az outlet-1 négyszer szélesebb csatorna mint a tobbi, és mert a
kvarckapillaris tizszer hosszabb, mint a tobbi csatorna, a csatornaba beinjektalt 2
uL minta hozzavetdlegesen 2500-ad része (0,8 nL) tavozik a keresztez6désbol a
szeparacios kapillaris felé (outlet-2).

A masik mikrofluidikai platform egy nagyon kis térfogatt atfolyocella szerepét tolti
be az SPR detektalasnal (73.b abra), amit kozvetleniil az SPR szenzorra helyeziink
¢s ami egyuttal a CE kapillaris kimeneti végéhez is csatlakozik. Ez az atfolyocella
két PDMS lapbol késziilt. Az alsd, vékonyabb (2 mm) lap 0,3 mm atméréji
nyilasaba a CE kvarckapillaris vége szorosan csatlakoztathato. A fels6 PDMS lap 3
mm sz¢les nyilasa elektrolitos edényként szolgalt azt kdvetden, hogy a két PDMS
lapot (a két nyilast egymasra illesztve) plazmakezeléssel irreverzibilisen rogzitettiik
(73.b abra). A PDMS atfoly6 cellat az SPR aranyfilmmel bevont szenzorlapkajara
simitottuk. A PDMS kis feliileti energiaja (20 erg/cm2 [191]) lehetévé teszi, hogy a
cellat reverzibilisen kossiik a szenzor feliiletéhez a mikrocsatornak torzulasa, és a
CE-SPR mérésekhez sziikséges legfeljebb 1 pul/s sebességgel aramoltatott folyadék
elszivargésa nélkiil.

A két PDMS platform nem csupan a nanoliter tartomdnybeli mintainjektalast és
detektalast teszi lehetové, de tartjdk a (15 cm hossza, S0 um x 365 um) CE
kapillarist is (73.c abra). A Pt elektrodokat az egyik PDMS platform outlet-3
portjaba, illetve az detektorcella elektrolitedényébe helyeztiik. Hasonlo
miniatiirizalt CE rendszert fejlesztettiink ki on-line UV spektrometrias detektalassal
(5.2.2 fejezet, [XX]).
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73. abra. PDMS mikrocsip a mintadugé kialakitasahoz és CE kvarckapillarisba valo
bejuttatasa a folyadékmegosztas elvén alapuld injektalasi modszerrel (a,). Az SPR szenzor
feliiletére helyezett, a CE kimeneti kapillarisdit fogaddé PDMS platform, ami magaba
foglalja az SPR detektaldshoz sziikséges atfolyocellat is (b,). A miniatiirizalt CE-SPR

rendszer elrendezése (c,)

Az SPR detekalast a szeparacios kapillaris végén (off-capillary) lehet alkalmazni.
Bar az SPR csupan az aranyfilmmel bevont szenzorlapka feletti 100-200 nm vastag
folyadékfilmet "érzékeli", az egyes gyartok atfolyocellainak belsd csatornatérfogata
viszonylag nagy, 0,2-2 pL [192-194]. Mint ismeretes, a kapillaris elektroforézisnél
a detektalasi hossznak (lgt) nem szabad meghaladnia az elvalasztott zona hosszat.
Mivel a CE-nél tipikusnak szamit6 5 mm hosszu zéna térfogata 10 nL, a 10 nL-nél
nagyobb belsé térfogatu detektorcellak jelentds diszperziot okozhatnanak a
detektalaskor.

Az altalunk kidolgozott rendszerben rendkiviil kicsiny térfogata atfolyocellat
fejlesztettink ki. Azt talaltuk, hogy ha a szeparacios kapillaris végét az SPR
szenzorra helyezett PDMS platform nyilasaba toltuk egészen a szenzorlapkaig,
akkor a kapillarisban aramoltatott folyadék elérve a kapillaris végét onnan lassan,
egyenletesen szivargott a kapillaris kortil folfelé, a kisebb hidrodinamikai ellenallas
felé (73.b abra). A CE-SPR alkalmazéasoknal szokasos 1 pL/s sebesség alkalmazasa
alatt nem tapasztaltunk a szenzorlapka sikjaval parhuzamosan szivargast, a CE
mérések sordn ez nem is varhatd, hiszen az outlet elektrodot a kapillarist koriilvevo
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elektrolittartalyba helyeztilk (73.b abra). Az igy kialakitott "atfolyocellaban" a
detektalasi térfogat tulajdonképpen a PDMS lap nyilasaban a kapillarisvég alatti
vékony szivargd folyadékfilm. Abban az esetben, amikor a kapillaris vége
érintkezik a szenzor feliiletével, a kapillaris alatti folyadékfilm vastagsdga 10 um-
nél vékonyabb, igy a detektorcella térfogata 1 nL-nél is Kisebb.

A CE Kapillarist folfelé mozditva novelheté a detektorcella térfogata (1 mm-el
elmozditva a kapillarist folfel¢ a cella térfogata 100 nL-re nd). A megnovelt
cellatérfogat a mintazonak nagyobb diszperzidjat okozza, azaz az adott komponens
kimosasa a cellabol hosszabb oOblitést kivan meg. A 74. abrabol kitlinik, hogy a
legnagyobb SPR jelet a legkisebb térfogati detektorcellaval kaphatjuk (az érzékeld
felillet és a minta térfogata ugyanaz volt a mérések soran). Ez a nagyon Kis
térfogati SPR detektorcella lehetové teszi, hogy a szokéasos detektor cellak
alkalmazaséhoz sziikséges mintatérfogat 1/10-részének megfeleld térfogata (0,02
mL) mintat azonos érzékenységgel detektdlhassunk (0,002% etanolra nagyon
hasonlé kimutatdsi hatart kaptunk mindkét detektorcellaval). A 75. éabran
bemutatott kalibracidos diagram alapjan megallapithatd, hogy az SPR detektalas
érzékenysége nem fiigg a szenzor érzékeld feliiletének nagysagatol. Ezek a
kisérletek azt IS igazoljak, hogy a kidolgozott PDMS cella minimalis
(szubnanoliteres) belsd térfogatanal fogva kivalo 0sszekotdelem (interfész) lehet az
SPR ¢és a CE kozott, illetve jol alkalmazhatd mikro dramlasi injektalasos analizishez

(uFIA), ahol legfeljebb néhany mikroliternyi minta all rendelkezésre.

150 A

50 A

0 ! ! 1

0 100 200 300
S

74. abra. Az SPR rendszerbe injektalt 2 uL 2%-os etanol SPR jelei (a,) 1 nL, (b,) 100 nL,
illetve (c,) 300 nL térfogata PDMS atfolyocellat alkalmazva (az atfolyocella térfogata az
SPR szenzorlapkaja és a kvarckapillaris (100 mm hossza, ID: 0,05 mm, OD: 0,37 mm)
vége kozotti térfogatnak felel meg). A mintat perisztaltikus pumpaval 0,05 pL/s
sebességgel aramoltattuk at a PDMS 4tfolyocellan, a vivéfolyadék viz volt.
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75. abra. Az etanol kalibracios diagramjai 1 nL, ultra-kis térfogatu atfolyocellat (m) és a
gyart6d (Biosensing Instrument Company) 1000 nL térfogata cellajat alkalmazva (o). Az
elébbi detektorcellahoz 20 pL, az utébbihoz 200 pL térfogati mintat injektaltunk.

A CE-nél széleskorlien alkalmazott, UV tartomdnyban nem fényelnyeld
puffereknek (pl. foszfat, borat) jelentés SPR jele van. Ezek a komponensek nem
adszorbealodnak az SPR szenzor feliiletén, igy a mért SPR jel az oldatbdl
szarmazik. A PDMS platformban folyadékmegosztas elvén alapuld injektalassal
[XIX] kapott ~1 nL mintatérfogatot bejuttatva a szeparacios kapillaris elejére +2,5
kV fesziiltséget kapcsoltunk a kapillarisvégekre (73.c abra). Mivel az
elektroforetikus elvéalasztds nagyrészt a kvarckapillarisban (5%-nal kisebb részben a
PDMS csatornaban) torténik, hasonlé koriilmények mellett lehet optimalis
elvalasztast végezni, mint a hagyomanyos CE késziilékekben kvarckapillarissal. A
tesztkomponensek vagy anionosak (sarga és kék ételfesték) vagy toltésnélkiiliek
(propilén-glikol) voltak, ezért az EOF miatt a katod felé vandorolnak. A
hagyoméanyos, UV spektrométerrel felszerelt CE késziilékekben csak két
komponenst lehetett detektalni, a kromoforcsoportot nem tartalmazé propilén-glikol
fotometridsan nem volt detektalhato.

A rovid szepardcios tavolsag (15 cm) ellenére a 3 komponens esetén megfeleld
felbontas volt elérhetd (76. abra), ami igazolja, hogy a PDMS platformban
kialakitott megfeleléen kicsi mintadugd a detektorcelldba jutva minimalis
diszperziot szenvedett. Az SPR detektalds univerzalis jellegének koszonhetden a
festékek (LOD: 10 mM) mellett a nem UV-aktiv propilén-glikol is detektalhato
volt (LOD: 8 mM). Bar a kapott kimutatasi hatarok koncentracidé egységben
kifejezve nem szamitanak érzékeny detektalasi lehetOségnek, de abszolut
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mennyiségben a kimutathaté anyagmennyiség csupan 20 pmol-nak felelt meg a
festékek esetén. Hasonldé LOD adatokr6l szamoltak be egy masik CE-SPR

munkaban nagy térésmutat6 indexti komponensek esetén [195].
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76. abra. Kereskedelmi forgalomban levé zold ételfesték (1: 100 mM propilén glikol; 2: 50
mM FD & C blue#1; 3: 50 mM FD & C red#40) elektroferogramja ultra-kis térfogata
detektorcellas CE-SPR rendszerben végezve az elvalasztast és detektalast.

Koriilmények: elektrolit: 25 mM foszfat; pH, 6.8; +2.5 kV, kapillaris: 50 pm x 15 cm.

Az SPR leginkdbb az olyan anyagok érzékeny detektalasara alkalmas, amelyek a
szenzor feliilet¢thez kotddnek. (Az SPR érzékenysége a szenzor feliiletétdl
tavolodva exponencialisan csokken, 500 nm tavolsagra SPR jelet pedig mar
gyakorlatilag nem kapunk [196].) A komponensek adszorpcidja viszont nagyban
csokkenti mindenféle elvalasztas, igy a CE elvalasztasi hatékonysagat is. A 76.
abran bemutatott elvalasztds mintaoldatanak komponensei koziil egyik sem kotodik
a szenzor feliiletéhez, ami kisebb detektalasi érzékenységet, de megfeleld felbontést
eredményezett. A CE-SPR rendszert ezért a kevéssé adszorbealodé komponensek
vizsgalatara érdemes hasznalni, az elemzések érzékenységét pedig elddusitd
modszerekkel (elektrodusités, izotachoforézis) lehet javitani.

Az SPR-t kis méretii ionok és neutralis vegyiiletek, gydgyszermolekulak, fehérjék
és detergensek PDMS feliileteken megvaldsulo reverzibilis vagy kvazi irreverzibilis
adszorpcids folyamatainak valds idejii, jelolésmentes vizsgalatdra is hasznaltuk
[XXVIII]. Az SPR szenzort oktanban oldott 0,2% (w/v) PDMS-el oblitettiik, igy
100 nm-nél vékonyabb PDMS filmet alakitottunk ki. E PDMS film felett
aramoltattuk a FI rendszerbe dugészeriien beinjektalt mintaoldatokat. Azt talaltuk,
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hogy az elektroforetikus elvalasztasok iddskaldjan a hidrofob részeket tartalmazo,
de kis méretli neutrdlis vegyiiletek nem adszorbealédtak a pordzus, hidrofob
PDMS-re, mig a nagyobb, vizoldhatd, polimerek (fehérjék, celluloz) kvazi
irreverzibilisen adszorbedlédtak ra. A kidolgozott eljards alkalmas volt
komponensek adszorpcios/deszorpcios kinetikajanak vizsgalatara is (A teikoplanin
PDMS feliileten torténd nem-specifikus adszorpcidjat vizsgalva a disszociacids
allando (Kg) 32 + 2 uM-nak adodott.).
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77. abra. (a,) Az SPR szenzor (aranyfilmmel bevont iiveglapka) és a PDMS filmmel
bevont SPR szenzor felilletére vitt 10 pL térfogatt vizeseppek fényképei (A hidrofob
PDMS-el bevont szenzoron a vizcsepp érintkezési szoge sokkal nagyobb). (b,) 2,5 %(v/v)
etanol SPR jele az alapvonal SPR jelnagysag fiiggvényében kiilonb6z6 vastagsagh PDMS
filmmel bevont szenzor alkalmazasakor. Az alapvonal mDeg jelnagysiga aranyos az SPR
szenzoron levé PDMS filmvastagsaggal. (c,) 2,5% etanol SPR jele a PDMS-el bevont
szenzorral mérve, majd a PDMS-t oktanollal lemosva a mérést megismételtik. A nyilak
jelzik, amikor az etanol mintak elérik a szenzort.

A PDMS-el bevont szenzorral végzett SPR-el gyorsan és kozvetlenil tudtuk
vizsgalni a PDMS-bdl késziilt mikrocsipek csatorndinak feliiletén a kiilonbozo
anyagok adszorpcigjat (78. abra). E vizsgalatok fontossagat az adja, hogy az
elektrolitbol vagy a mintabol a csatorna faldra torténd adszorpcid alapvetden
meghatarozza az elektroforetikus elvalasztds soran kialakuld elektrozmotikus
aramlas sebességét, vagy akar az 4ramlds iranyat, illetve az elvalasztasok
hatékonysagat (komponensek adszorpcioja elnyulod cstcsokat eredményez). A CE-
nél feliilletmodositasra hasznalatos detergensek vizsgalatat mutatja a 78. dbra.
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78. abra. PDMS filmmel bevont SPR szenzorral kiilonb6zé molekulékra kapott
szenzorgramok. A dugodszerlien a szenzor feliiletére injektalt mintaoldatokra kapott jelek
alakjabol az adszorpcid erésségére lehet kovetkeztetni. (Mintak: 25 mM KCl, 0,5%
DMSO, 2,5% etanol, 0,05% benzil-alkohol, 0,1% benzol, 10 mM KH-ftalat, 2 mM
brillantkék, 1 mM fluoreszcein, 0,1 mM vankomicin, 0,01 mM teikoplanin, vivokozeg: 60
pL/perc viz, mintatérfogat: 200 pL))

A neutralis detergens hidroxipropilmetil-celluloz (HPMC) nagyon erdsen
adszorbealodik a PDMS feliiletére. A kvazi irreverzibilis réteget folyamatos, 2 6ras
vizzel vagy pufferrel torténé mosassal sem tudtuk eltavolitani, igy a HPMC-vel
statikus bevonatok kialakitasara nyilik lehetdség. Bar a HPMC dinamikus
bevonatként valo alkalmazasat mar tobben leirtak [197-199, az irodalomban nem
talaltunk olyan alkalmazast, ahol statikus bevonatként hasznaltak volna, pedig ez
lenne az egyik legegyszeriib modja a PDMS feliilet hidrofillé alakitisanak. Ugy
gondoljuk, hogy a hosszii lancokbol allo6 HPMC esetén diffuz adszorpcios
mechanizmus [200] biztositja az adszorbealédott HPMC film hossza idejii
tartossagat. A diffuz adszorpcidé "polimer a polimeren” felilleteken alakulhat ki,
amikor az egyik polimer (HPMC) lanca Osszefonodik a vele érintkezd masik
polimer lancaival (PDMS). Bar a hidrofob-hidrofob kolcsonhatdsok nagyon
gyengék, de ha ugyanazon molekuldn beliil sok helyiitt alakulnak ki, akkor a
kolcsonhatas erdssége sokszorozodik. Raadasul, ha a “polimer a polimeren™
feliileteken molekuléris, egymasba dgyazodd hurkok alakulnak ki (ami lehetséges a
pordzus PDMS-en adszorbealodott dextran esetén) akkor a van der Waals kotéerok
akar egy nagysagrenddel is er6sebbé valhatnak [200]. Ezek a kdlcsonhatasok
eredményezhetik a makromolekulak, polimerek (pl. celluloz [201], fehérjék [202])

115



%{lé)él’@?@: M]Tﬂ_ doktori értekezés

erdsebb adszorpciojat a PDMS bevonatokon, a bevonat nélkiili arany vagy kvarc
feliiletekkel Gsszevetve. Az adszorbealdédott HPMC etanollal konnyen leoldhato.

A 79. abra szenzorgramjai igazoljak az ionos CTAB és SDS erds adszorpciojat a
PDMS feliiletére (410 pg/mm? és 150 pg/mm?® az SDS, illetve a CTAB esetén). A
hidrof6b PDMS az ionos detergensek alkillancaival 1ép kolcsonhatasba. Az
adszorbealodott detergensek lassti mobilizaldsa (pufferrel/vizzel valé mosasa)
legalabb négyszer olyan hosszu idét vesz igénybe, mint amennyi id alatt az
adszorbealodott réteget kialakitottuk. A CTAB és SDS esetén kapott eltérd alaku

asszociacios/disszociacios gorbék valoszintileg azzal fiigghetnek 6ssze, hogy adott

crer

CTAB és az SDS CMC értékei 0,2 mM [203] és 8 mM [204]). A 79. abran
bemutatott SPR jeleket a CTAB esetén a CMC érték felett, az SDS esetén pedig a
CMC érték koriil kaptuk. Amennyiben az oldatban micellak vannak jelen akkor
tobb detergens ion (micella) egyszerre adszorbealodhat, mig a CMC alatt a
detergens ionok egyenként adszorbealodnak [205]. A vizsgalt detergensek
mindegyike hidrofillé teszi a PDMS feliiletét.

A PDMS-el bevont kvarckapillarisban az EOF hozzavetdlegesen a felére csdkken
elektroforézis sordn [206]. Az SDS, mint anionos detergens a PDMS feliiletre
adszorbealodva noveli a feliileti toltést, igy az EOF-et is. Az SPR mérések
megmutattak (79. abra), hogy az adszorbealodott SDS réteg jonéhany percig
stabilan jelen van a PDMS feliileten akkor is, ha SDS-t nem tartalmazé oldattal
mossuk a feliiletet, ez pedig felvetette az SDS részlegesen statikus
(szemipermanens) adszorpcidjat.
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79. abra. Kiilonb6z6 detergensek SPR szenzorgramjai PDMS-el bevont szenzorlapkat
alkalmazva.

Koérilmények: mintdk: 0,1 mg/mL hidroxipropilmetil-celluloz (HPMC), 2 mM
cetiltrimetilammoénium-bromid (CTAB), 5 mM natrium-dodecilszulfat (SDS) (és
Osszehasonlitasképpen 5% etanol (EtOH)); araml. sebesség 60 pL/min; mintatérfogat: 200
pl.

Az SDS fali adszorpcidjanak hatasat a CZE elvalasztasokra a 80. abran mutatjuk
be. A 80.a abra elektroferogramjat kation, anion és neutralis komponensek
kvarckapillarisban végzett elvalasztasakor kaptuk, valamennyi komponens 8 perc
alatt detektalhatd volt. A PDMS-el bevont kvarckapillarisban az anionos
komponens még 30 perc alatt sem érte el a detektort az EOF elnyomasa miatt (80.b
abra). Ekkor az EOF markernek tekinthetd neutralis komponens migraciés ideje
73%-al nétt, ugyanilyen mértékben csokkent az EOF. A PDMS film feliiletére
szemipermanens SDS-t adszorbealtatva (50 mM SDS-t 3 percig, majd a
futtatopuffert 5 percig aramoltatva a minta injektalasat és CZE elvalasztasat
megel6zéen) az EOF csak 10%-al csokkent a bevonat nélkiili kapillarisban
jelenlevé EOF-hez képest, emiatt "visszakaptuk™ az eredeti elektroferogramot (80.c
abra). Ezek a kvarckapillaris belsejében levé PDMS filmen kialakitott
szemipermanens SDS bevonattal kapott elvalasztasok megegyeznek a PDMS
mikrocsipekben varhat6 elvélasztdsokkal. A szemipermanens bevonat alkalmazésa
akkor lehet elonyds, ha a detergens jelenléte a pufferelektrolitban (dinamikus
rétegképzés esetén) nem kivanatos, mert zavarja az elvalasztast, vagy
megvaltoztatna az elvalasztas mechanizmusat.
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80. abra. CZE elvalasztas (a) kvarckapillarisban és (b, c) PDMS-el bevont
kvarckapillarisban. A (c,) esetben a PDMS-el bevont kapillaris feliiletét SDS-el kezeltiik (3
percig 50 mM SDS oldattal, majd 5 percig foszfatpufferrel (futtatoelektrolit) oblitettiik).

Koriilmények: mintak: (1) imidazol (kation); (2) benzil-alkohol (neutralis); (3) benzoesav
(anion). Kapillaris: 50 um x 64 cm; puffer: 25 mM foszfat, pH= 6,8; U= 20 kV, A= 214
nm; mintainjektalas: 50 mbar?2 s.
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54  Mikro-spektrofotométer  alkalmazasa  mikrocsipen  torténé
detektalashoz [XXI1X]

Bar a legegyszeriibb, univerzalis €és viszonylag olcsé detektalas az UV-lathatod
spektrofotometria, ennek alkalmazasa a mikrocsipeken altalaban nem vezet kelléen
érzékeny detektaldshoz a rovid optikai fényut miatt. Emiatt az irodalomban csak
viszonylag kevés [207-216] mikrocsip alapa UV spektrometrids detektalassal
talalkozhatunk. Az optikai fényut novelésére ismeretes az a megkozelités, hogy a
sugarforras fényét nem a csatornan keresztiil (radidlisan), hanem egy egyenes
csatornaszakasz teljes hosszaban bocsatjak a csatornat kitolt6 folyadékra [215-216].
Néhany esetben optikai szdlak alkalmazasa helyett magidban a mikrocsipben
alakitottak ki az optikai fényvezet6t (waveguide) [213, 214].

A méar-méar elfeledett spektrografidas gyakorlatban a szinképlemezek mennyiségi
kiértékelésére hasznalt mikro-spektrofotométert alkalmaztuk a mikrofluidikai
csipekben komponensek fotometrids detektalasara. Bar a mikrofotométer késziilék
fizikai méretében kevéssé illeszkedik a miniatiirizalt rendszerek koncepcidjaba
(hasonl6 probléma ismeretes mas, a mikrofluidikdban hasznalatos egyéb detektorok
(pl. MS, LIF) esetén is), az egyszeri kiilsd, univerzalis detektalas lehetdsége sok
esetben eldnyds. A mikrofotométer alkalmazéasaval az analitikai fénysugar
felhasznalasanak hatékonysagat tudjuk novelni a mikrocsip 50-400 um széles
kimeneti portja belsejében, illetve a mikrofluidikai csatorna 50-100 um széles
belsejében dramld nanoliternyi térfogati mintadugdban torténd detektalas soran.
Végso soron egy mikrocsipen "kiilséleg" (nem egy kiilon detektorcellat kialakitva a
mikrocsipben) torténd abszorbancia méréshez egy projekcids mikroszkdpot €s egy
spektrofotométert kombinaltunk (81. abra). A javasolt kisérleti rendszerben a fény
és a vizsgalandd komponens kozotti kolcsonhatas azért hatékonyabb, mert a
nagyitott, kivetitett kép ernydjén allithatd résekkel maximalizalni tudjuk a fénnyel
besugarzott teriiletet (vagyis a nanoliternyi mintadugoé teljes teriiletét) a mikrocsip
csatorndjaban, igy a detektorba jutd fény el6zdleg kizarolag a mintadugén halad at
¢s nem a mintadugon, illetve a csatornan kiviili részeken (81. 4bra, jobboldali kép).
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81. abra. A mikrocsipen torténd spektrofotometrias detektalashoz hasznalt mikrofotométer
felépitése (Schnellphotometer, Carl Zeiss, Jena). A szaloptikas spektrofotométert
(Avaspec-2048-2, Avantes) a képernyd mogott helyeztiik a megfeleld pozicidba. Egy
mikrocsip csatornarészletének nagyitott, a réssel ellatott ernydre kivetitett képe az dbra
jobb oldaléan lathato.

Az érzékenység jelentOsen javithato, ha a mikrofotometrias mérést nem a 40 pm
vastagsagu folyadékot tartalmazé mikrocsatornan, hanem a csatorna Kkimeneti
portjanak belsejében végezziik, hiszen ekkor a fényut hossza a mintaban akar tobb
mm is lehet (82. abra). Természetesen ebben az esetben mar tobbszaz nanoliternyi
térfogatli mintara van sziikség a méréshez, ami mar tal nagy injektalasi térfogat a
mikrocsipen végzett elektroforetikus elvalasztasokhoz.
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82. abra. PDMS-bél késziilt mikrocsip oldal- (a,) és feliilnézeti (b,) abrazolasai. A 0,5 mm
atmér6ji E kimeneti portot vékony (0,2 mm széles, 0,05 mm mély és 5 mm hosszu)
csatornat is tartalmazé PDMS réteggel zartuk le, hogy az elmend folyadékot elvezessiik a
mikrocsipbdl. E csatorna egyik végét az E kimeneti porthoz, masik végét pedig a W
elvezetd porthoz igazitottuk. A nyilak jelzik a kiilsé mikrofotometrias detektalas lehetséges
pozicidit. A folyadékokat szallité pumpacsovek 0,3 mm atmérdjii C (vivofolyadék), illetve
a S (mintaoldat) portokhoz csatlakoztathatok.

A 83. abran a mikrofotométerrel 60 s-ig mért abszorbcids jeleket hasonlitjuk dssze
kiilonbdz6 (2-40 pm?) teriiletii réseket hasznalva a kivetitd ernyén (a kivetitett kép
a mikrocsipen levé teriilet 10*-szerese), amikor a mikrocsip csatornajaban festéket
aramoltattunk. Bar - ahogyan az a Lambert-Beer torvénybdl is varhatd - a kapott
abszorbanciaértékek nem térnek el, jelentds kiillonbségeket taldlhatunk az egyes
400 pm?-re novelve a fénnyel besugarzott teriiletet, a zaj, azaz a jel standard
devidcoja 0,015-r61 0,0017-re csokkenthetd.
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83. abra. Mikrofotométerrel mért abszorbcios jelek kiilonboz6 (a,) 2, (b,) 4, (c,) 20 és (d,)
40 pm? teriiletii réseket hasznalva a kivetitd ernyén (a kivetitett kép a mikrocsipen levé
teriilet 10*-szerese. (Minta:brillantkék FCF, A= 640 nm, standard deviaciok: 0,015 (a),

0,0049 (b), 0,0015 (c), and 0,0014 (d))

0,2 uL térfogati mintaoldatokat perisztaltikus pumpaval juttattuk be a mikrocsipbe
foszfat standardoldatok jelei a 84. abran lathatok, mely szerint még a néhany
mikromoélos  koncentracio-tartomanyban  is  reprodukéalhatéan  végezhetdk
foszfatmeghatarozasok.

A kifejlesztett rendszerben (a mikrofluidikai csip csatorndjan és a kimeneti
kimutatasi hatarait a 7. tablazatban adtuk meg €s hasonlitottuk 6ssze hagyomanyos
spektrofotometrias mérésekkel. Mig a detektalast a kimeneti portban végezve az
elérhetd érzékenység alig 6tszor rosszabb, mint hagyomanyos spektrofotometriaval
végezve, a mikrofotometrids méréshez kevesebb, mint 10 000-szer kisebb térfogatl
minta sziikséges. A kimeneti porton keresztiil végezve a detektalast, tobb mint 50-
szer érzé¢kenyebb detektalast érhetiink el, mint a folyadékcsatorna kis szakaszan
keresztiil detektalva, hiszen a kimeneti portban joval vastagabb mintaoldaton halad
at a fény.
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mikrofotométerrel detektalva (a foszfat molibdénkék komplexben volt jelen).

7. tablazat. Molibdénkék komplexben jelenlevd foszfat meghatarozasanak kimutatasi
hatarai kozvetleniil a csatornan, illetve a kimeneti portban végezve a detektalast spektro-
mikrofotométerrel. Osszehasonlitasképpen hagyoméanyos spektrofotometrids méréseket is
végeztiink (A=640 nm).

LOD (uM) A detektalashoz hasznalt
minta térfogata (nL)

csatornan detektalva®:

20 um? 50 0,6
40 pm? 38 1,2
200 Hm2 5,6 6,0
400 Mm2 53 12
kimeneti portban 0,78 120
detektalva’®
hagyoményos fotometridval 0,16 1 000 000
detektalva®

la mikrocsipen megvilagitott teriilet 20 - 400 um2
2 a kimeneti port magassaga: 2,5 mm
% a kiivettdban a mintaoldatot magassaga: 1 cm, fényuthossz :1 cm
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6. Osszefoglalas

Az értekezésben bemutatott kutatasi eredmények két fO teriiletre oszthatok: a
kapillarisokban, illetve a mikrofluidikai csipekben végzett elektroforetikus
elvalasztdsok tanulmanyozasara. Bar az elektroforetikus elvalasztasok elve
természetesen megegyezik a két rendszerben, az altalanos hasonldésagok mellett az
elvalasztasok gyakorlati megvalositdsaban (pl. mintabevitel, az elvalasztokozeg
geometridja, parhuzamos elemzések lehetdsége, alkalmazhato detektalasi
modszerek, kapcsolas mas modszerekkel, stb.) nyilvanvalo kiilonbségek is
fellelhetdk.

Mind a kapillarisban, mind a mikrocsipben végzett elektroforézis alapvetd és
jelenleg is a kutatasok egyik legfontosabb targya a nanoliter vagy annal is kisebb
térfogati mintdk reprodukélhatd, injektdldsi hibaktél mentes bejuttatisa a
szeparacios kapillarisba vagy mikrocsatornaba. Tanulméanyoztuk az indirekt UV
spektrometrias detektalassal kapott jelek nagysaga és az elektrokinetikusan injektalt
kiilonboz6 vezetoképességli mintdk koncentracioja kozotti kapesolatot. Azt talaltuk,
hogy a mérend6 mintaval megtoltdtt CE kvarckapillarisban mért aramerdsség
értékek megfeleld korrekcios tényezoket szolgaltatnak a kiilsé kalibracios
eljarashoz. Ezt felhasznalva a Kis vezet6képességli mintak mennyiségi elemzéséhez
egy egyszerl kiilsé kalibracios eljarast javasoltunk. lgazoltuk, hogy amennyiben a
mintaoldat Osszes-ion koncentracidja nem haladja meg a 150 pM-t, a kiszamolt
Nasi/Nasy értékek eltérése az elektroferogramokbol adodo A, si/Aase csucsteriiletek
aranyatol nem haladja meg a 4%-ot. A javasolt eljaras jelentésége abban van, hogy
a hig (kis vezetoképességii) oldatok kapillaris elektroforézisénél az elemzés nagy
érzékenységét biztositd elektrokinetikus injektalas alkalmazasakor is hasznalhat6 az
egyszerl kiils6 kalibraciés mennyiségi meghatarozéasi modszer.

Ismeretes, hogy elektrokinetikus injektalast alkalmazva a hagyomanyos mennyiségi
meghatarozasi modszerek hibaval terheltek, de indirekt UV detektalaskor egy un.
belsé univerzalis kalibracids standardot alkalmazva az altalunk javasolt egyszeri
szamitasos korrekcioval helyes kvantitativ eredményekhez juthatunk. Ez a
kalibraciés eljaras belsé abban az értelemben, hogy a referencia komponenst
kozvetleniil a mérendd mintdhoz adjuk, és egyuttal univerzalis is, hiszen a mintdban
jelenlevé tobb komponens mennyisége is meghatarozhatd az egyetlen referencia
komponens valaszjele alapjan. Azt talaltuk, hogy a tioszulfat, mint belsé univerzalis
standard jol alkalmazhat6é az olyan teljesen disszocidldé komponensek mennyiségi
meghatarozasara, amelyek elektroforetikus mozgékonysaga legfeljebb 10%-ban
kiilonbozik a kromofor hattérion (pl. kromation), az ellenion (pl. kdliumion) és a
belsé univerzalis standard (pl. tioszulfation) mozgékonysagatol. A javasolt
kalibracios eljarassal meghatarozott koncentracio értékek kevesebb, mint 5%-al
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tértek el a valodi koncentracio értékektdl még akkor is, ha mintaoldatok jelentds
matrixanyagot tartalmaztak. Ellentétben a hagyomanyos belsd standardos
mennyiségi meghatarozasokkal, a kidolgozott modszer esetében nincs sziikség a
mintakomponenseknek a belsd standardra vonatkozo relativ érzékenységének
meghatdrozasara, hiszen az indirekt detektdlds miatt a meghatdrozando
ionja szolgéltatja.

Bar ezeket a kalibraciés moddszereket kapillarisos rendszerekben fejlesztettiik ki,
mikrocsipekben - az elektrokinetikus injektalast az adott koriilmények kozott

végezve - ugyancsak alkalmazhatok.

A kiilonb6zé tudomanyteriiletekrdl érkezé analitikai feladatok megoldasahoz
sokféle vegyiilettipus meghatarozasara fejlesztettink ki CZE vagy MEKC
modszereket. Bar a fémek kiilonbozd vegyliletei, komplexei, specieszei rendkiviil
valtozatos formdban lehetnek jelen toltésiik, méretiik, oldékonysaguk vagy éppen
detektalhatdésaguk szempontjabol, a kapillaris elektroforézis univerzalis jellegénél
fogva jol alkalmazhat6 ezen komponensek elvalasztasara és meghatarozasara.

— Hat szervetlen és szerves arzénvegyiilet elvalasztasaval demonstraltuk, hogy
az elemek szervetlen és szerves vegyiiletei kiillonb6z6 ionos formainak
meghatdrozasara a CZE egy egyszerli és gyors (akar 2 percen beliili)
lehetdséget nyujt.

— Bar egy fémion kiilonb6z6, egymassal gyors dinamikus egyensulyban levd
komplexei elvélasztastechnikai moddszerekkel nem hatirozhatok meg,
bemutattuk, hogy a CZE az inert Cr(Ill) komplexeinek, igy a CrCls vizben
vald oldéasakor kapott 3 akvakomplex ([CrCla(H20)4]", [CrCI(H,0)s]*" és
[Cr(H,0)6]*")) elvalasztasira mar alkalmazhat6. Bar csak a két
klorokomplex detektalhato UV spektrofotometridsan a foszfatpufferben,
igazoltuk, hogy az indirekt UV detektalas alkalmazédsdval mindharom
komponens elemezhetd, az atalakuldsok sebessége meghatarozhato.

— Abban az esetben, ha a szervetlen vegyliletek csak kevéssé ionosak €s/vagy
kevéssé nyelnek el fényt, a vegyliletek szarmazékképzése vagy a MEKC
moédszer alkalmazéasa lehet célravezetd. Négy higanyvegyiiletnek (Hg”",
metil-Hg, etil-Hg, fenil-Hg) négy kiilonb6z6 tiolvegylilettel (cisztein,
glutation, 2-merkapto-nikotinsav, merkapto-ecetsav) torténd
szarmazékképzését kovetden mindegyik esetben sikeresen demonstraltuk,
hogy a komponensek elvalaszthatok és UV spektrometridsan detektalhatok.
Igazoltuk, hogy a vizsgélt szarmazékképzok mindegyike megfeleld a
higanyvegyliletek CZE elvalasztasahoz, ¢és csak kis mértékli eltérések
mutatkoztak az egyes komponensek kimutatasi hataraiban, a meghatarozas
id6tartamaban, illetve az elvalasztas hatékonysagaban.
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Hat ionos, illetve toltésnélkiili Gd tartalmu kontrasztanyag elvalasztisara
elséként dolgoztunk ki MEKC moddszert, és megmutattuk, hogy
megfeleléen kivalasztott 2 belsé standard (dimetil-szulfoxid, fahéjsav)
egyideji alkalmazasaval a komponensek migraciés iddinek kis relativ
szorasa (0,027-0,34 RSD% (c= 1 mM, N= 10)) érhet? el.

Kihasznalva a CE azon specialis elonyét, hogy komplex, jelentds matrixanyagot

tartalmazé mintak is kozvetleniil, mintael6készités nélkiil beinjektalhatok a

szeparacios csatornaba a legkiilonb6z6bb, elsésorban klinikai mintak elemzéseire

fejlesztettiink ki CE modszereket, és vontunk le gyogyaszati szempontbol értékes

kovetkeztetéseket.

A szajiireg kiilonb6zo helyeirdl, illetve nyalmirigyekbdl vett mintak nitrit,
nitrat €s tiocianat tartalmat elemezve azt talaltuk, hogy a nyalmintdkban a
nitrit és nitrdt mennyisége gyorsan csokkent, 90 perccel a mintavételezést
kovetden a teljes nitrit €és nitrat eltlint a nyalmintakbol, mig a tiocianat
koncentraci6 viszonylag dallandd maradt. Dohanyos személyektdl vett
a dohanyosokénal.

14 kefalosporin antibiotikum elvalasztasara CZE modszert fejlesztettiink,
mellyel a migracios idok 1,3 RSD%-nal kisebb relativ szérdsa és 0,42-1,62
ug/mL  kimutatdsi hatarok  voltak  elérhetd. A  kefalosporinok
betegektél szarmazd szérumban, kivezetett sebvaladékban (drain),
agyvizben (liquor), vizeletben és bronchidlis valadékban (sputum)
megmutattuk, hogy mely esetekben marad el az egyes kefalosporinok
koncentracioszintje a baktériumok pusztuldsdhoz sziikséges (MIC) érték
mogott. A kapillaris zonaelektroforézist eldszor mi alkalmaztuk viszkozus,
nagy stirliségli bronchialis valadék mintdk elemzésére. Bar e nagy stirliségli
mintdknal a liofilizalasos/visszaoldasos mintakezelés nem eredményezett
Iényeges eltérést az elektroferogramok csicsmintdzatdban a kozvetlen
mintainjektalassal torténd elemzésekhez képest, a reprodukalhatobb
elemzésekhez (0,52 RSD% ¢és 0,84 RSD% a migraciés idok, illetve a
jelteriiletek esetén (N= 10, ¢c=40 ug/mL) sziikség van erre az egyszeri
mintaelOkészitési eljarasra. Tanulmanyozva a kefalosporin antibiotikumok
idObeni stabilitdsat vizes oldatokban, ¢és kiilonb6z6 matrixokban,
megallapitottuk, hogy a vizsgalt 14 kefalosporint vizben oldva 4 ora alatt a
hatéanyagok 10-20%-a bomlott el.

A gyorsan bomlo temozolomid rakellenes szer vizsgalatira olyan MEKC
modszert dolgoztunk ki, mellyel a hatdanyag és két bomlasterméke akar 1,2
percen beliil is elvalaszthato. Demonstraltuk, hogy kozvetlen
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mintainjektaldssal a temozolomid terapias koncentracidi, valamint a
csticskoncentracio (8,2-10,1 pg/mL) és Trmax (44—65 min) érték a szérumban
UV detektalassal meghatdrozhatok. A szilard halmazallapoti tumormintak
egyszeri mintakezelés (~1 g minta liofilizalast koveté 500 pL soésav oldatba
torténd visszaoldasa) utdn kapott nagy striiségli, de homogén oldatként
kozvetleniil injektalhatok voltak a CE kapillarisba. Etilacetatos extrakcios
eljarast dolgoztunk ki, mellyel 10 pL térfogatba dusitottuk ~1 g tumor minta
temozolomid tartalmat. A temozolomidot daganatos betegektdl szarmazéd
agytumor mintakban is meghataroztuk (0,061- 0,117 ug/g), igazolva, hogy a
temozolomid atjut a tumorba.

Hat kefalosporin antibiotikum CZE moddszerrel torténd pK értékeinek
meghatarozasan keresztlil bemutattuk, hogy egyetlen mintabol, egyidejiileg tobb,
akadr bomlékony komponens pK értéke is meghatdrozhatd. Igazoltuk, hogy a
jelentés matrixanyagot tartalmazé mintadk (pl. soéoldatok, fermentlevek, szérum)
komponensei bar a kefalosporinok csucsainak torzulasahoz vezetnek, csak csekély
mértékben modositjak azok migracids iddit, igy az ilyen mintdkbol és a tiszta vizes
oldatokbdl meghatarozott pK értékek megegyeznek. A CZE tovabbi elonye a
potenciometrias pK meghatarozadsokhoz képest, hogy akkor is alkalmazhatok, ha
csak kevés (<30 pL) mintamennyiség all rendelkezésre, vagy ha a komponenssel
egylitt mas anyagok is jelen vannak. Igazoltuk, hogy a CZE-vel meghatarozott pK
értékek jol egyeznek a potenciometrids modszerrel kapott értékekkel, de azt is
kimutattuk, hogy az egymashoz kozeli pK értekek potenciometridsan nagyobb
pontossaggal hatdrozhatok meg.

Mikrofluidikai kutatasainkban olyan ujfajta mikrocsipeket terveztiink ¢és
készitettink el, melyekben elektroforetikus vagy elektrokromatografias
modszereket alkalmazva végezhetiink analitikai meghatarozasokat. Munkéankban
nagy hangsulyt helyeztink a tobb csatorndban egyidejileg végrehajthatéd
elvalasztasok kifejlesztésére, hogy ilyen médon az elemzések sebességét jelentdsen
novelhessiik (ezzel egyiitt az elemzések koltségét csokkentsiik).

A Hagen-Poiseuille torvényre tamaszkodva kidolgoztuk egy folyadékmegosztas
elvén alapulo, nyomdssal torténd injektalasi modszert a csatornak olyan mintazata
keresztezddése segitségével, ahol az egyik csatorna szélessége négyszer nagyobb
volt, mint a szeparacios csatorna szélessége. Ellentétben az irodalomban talalhaté
talnyomorészt elektrokinetikus elven torténd mikrocsip-injektalasi modszerrekkel,
a kidolgozott nyomassal torténd injektalasi eljarasnadl nem jelentkeznek az

elektrokinetikus injektalasokra jellemzd, mennyiségi meghatarozasok pontossagat
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csokkentd hibak. Ez az injektalasi modszer lehetévé teszi 100-300 um hosszisagu
mintadugok (~200 pL) kialakitasat, de a csatornak szélességének és hosszainak
valtoztatasaval kisebb vagy nagyobb mintadugok is 1étrehozhatok.

Megallapitottuk, hogy az injektalt mintadug6 térfogata a pumpa sebességétdl nem,
csak a csatornak atmérdinek ardnyatdl és hosszatol, illetve az eredeti minta
térfogatatol fiigg. A csatorndk keresztezOdésében kialakitott és a szeparacios
csatornaba juttatott ~0,5 nL térfogati minta tobbszori injektalasakor a
csucsmagassagok és cstcsteriiletek esetén 4,8, illetve 3,7 RSD% (N=6) relativ
szoras volt elérhetd. Ezt az injektalasi modszert hasznaltuk a miniatiirizalt kapillaris
elektroforetikus rendszerben, illetve a CE-SPR kapcsolt rendszernél is.

Igazoltuk, hogy a folyadékmegosztas elvén alapuld, nyomassal torténd injektalas
alkalmazhaté zdénaelektroforetikus elvalasztasok végrehajtasara a mikrocsipekben.
Bér az irodalomban ellentmondasos kozlések taladlhatok a kezeletlen PDMS feliileti
toltését illetden, megallapitottuk, hogy a hidroféob PDMS-bdl késziilt
mikrocsipekben katodiranyu elektroozmotikus aramlas 1ép fel. A csatorna egységes,
allando toltésti és mindségli feliiletét kiilonbozd detergensek fali adszorpcidjaval
alakitottuk ki. A detergensekkel csak a mintainjektalast megel6zden oOblitettiik at a
csatornarendszert, a pufferelektrolit nem tartalmazta a detergenseket. A legjobb
zonaelektroforetikus elvalasztast akkor kaptuk, amikor az elektroozmotikus
aramlast csokkentve a PDMS mikrocsip csatornai falat metilcellulozzal kezeltiik,
ekkor a két vizsgalt anionos vegyiilet 15 s-on beliil elvalaszthaté volt 1 cm-nyi
szeparacios tavolsagon.

A folyadékmegosztas elvén alapuld injektalast alkalmaztuk miniatiirizalt CE
rendszerben is, ahol az elvalasztas egy rovid kvarckapillarisban tortént, melynek
végei egy PDMS mikrocsiphez csatlakoztak. Ebben a miniatiirizalt rendszerben hat
kefalosporin antibiotikumot valasztottunk el hasonld elvalasztasi hatékonysag
mellett (N=5 000 - 15 000), mint a hagyomanyos CE késziilékben. A kifejlesztett
rendszert miniatiirizalt, sajat fejlesztésli, akkumulatorrol —mikodtethetd
nagyfesziiltségli tapegységgel és kis méretli szaloptikas spektrométerrel hasznaltuk,
igy nemcsak az elektroforetikus elvalasztast miniatiirizaltuk, de a komplett rendszer
1s kis mérettivé, hordozhatova valt.

Folyadékmegosztas elvén alapuld mintabevitelt alkalmazva megoldottuk a
kapillaris elektroforézis kapcsolasat feliileti plazmon rezonancia spektroszkopiahoz
két PDMS-bdl késziilt mikrofluidikai platform segitségével. Az egyik mikrocsipben
né¢hdny nanoliternyi mintadugo6t alakitottunk ki és tovabbitottunk a szeparacios
kvarckapillarisba, a masik kapillarisvéghez csatlakoztatott mikrocsip az 1
nanoliternél kisebb térfogati atfolyocella szerepét toltotte be. Azt talaltuk, hogy ha
a szeparacios kapillaris végét az SPR szenzorra helyezett PDMS platform nyilasaba
toltuk egészen a szenzorlapkaig, akkor a kapillarisban aramlé folyadék elérve a
kapillaris végét onnan lassan, egyenletesen szivargott a kapillaris koriil folfelé, a
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kisebb hidrodinamikai ellenallds felé. Az igy kialakitott atfolyocellaban a
detektalasi térfogat tulajdonképpen a PDMS lap nyilasdban a kapillarisvég alatti
vékony szivargd folyadékfilm. Demonstraltuk az SPR detektalds univerzalis
jellegét zonaelektroforetikus elvélasztdsnal és ramutattunk a modszerrel torténd
detektalas elonyeire és korlataira.

Az SPR spektroszkopidval kapcsolatos kutatdsaink sordn a technikdt az
irodalomban elséként hasznaltuk arra, hogy az SPR szenzor lapkat egy 100 nm-nél
vékonyabb PDMS filmmel bevonva kiilonb6zé komponensek (kis méreti ionok,
neutralis komponensek, gyogyszermolekuldk, fehérjék, detergensek) PDMS
feliiletre torténd erdsebb vagy gyengébb adszorpcids folyamatait valds idében,
jelolésmentesen vizsgdljuk. Ezekkel a vizsgéalatokkal igazoltuk, hogy példaul a
PDMS feliiletére adszorbeal6dd SDS tobb percig jelen van a PDMS feliileten akkor
is, ha SDS-t nem tartalmazo oldatot aramoltatunk a feliilet folott, és ezzel a
szemipermanens réteggel jelentdsen nodvelhetd az elektroozmotikus 4aramas
sebessége. A neutralis detergens hidroxipropilmetil-celluloz (HPMC) nagyon
erdsen adszorbealodik a PDMS feliiletére. A kvazi irreverzibilis réteget folyamatos,
2 Oras vizzel vagy pufferrel torténd mosassal sem tudtuk eltavolitani, igy a HPMC-
vel statikus bevonatok kialakitasara nyilik lehetdség. Bemutattuk, hogy ezek a
vizsgalatok jol hasznosithatok a PDMS mikrocsipekekben jelentkezd
elektroozmotikus dramlas valtozéasainak, illetve egyes komponensek adszorpcios
jelenségeinek (elnytld csucsalakok) megértéséhez.

Kifejlesztettiink egy mikrofluidikai csipekben alkalmazhaté mdgneses szelepet,
mely azon az elven miikodik, hogy a folyadékcsatorna vékony, rugalmas PDMS
fala 0sszenyomhato egy magnes ¢és egy fémtest segitségével, igy egy csatorniban a
folyadék 4ramldsa reverzibilisen elzarhaté vagy indithatd. Igazoltuk, hogy a
rugalmas PDMS membran esetén elérhetd deformacid nagyban nodvekszik,
amennyiben a membran vastagsaga 100 um ala csokken. A szelep mukodtetése
soran egy 25 um vastagsagl, a mikrofluidikai csatornarendszer folott talalhato,
rugalmas PDMS réteg deformalasa torténik egy kis méreti allanddo magnes felé
mozdul6 paranyi fémtest altal. A szelepek megfeleld nyitasaval/zardsaval nanoliter
nagysagrendii mintadugok alakithatok ki a mikrocsipben. Igazoltuk, hogy a
mikrofluidikai rendszerekben tipikus 0,01-1 upL/min &4ramlasi sebességek
alkalmazéasakor a magneses szeleppel teljes (szivargasmentes) zaras biztosithato.
Demonstraltuk, hogy a magneses szeleppel részleges zaras is elérhetd, és ilyenkor
kromatografias részecskék visszatartdsara, igy mikrokromatografias toltetek
kialakitasara van lehetdség.

A mikrocsipekben a kromatografias tolteteknek hagyomanyos fritek nélkiili
kialakitasara tobb modszert kozoltlink. Demonstraltuk, hogy a kromatografias
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részecskéket a csatorna barmely szakaszan visszatarthatjuk a rugalmas PDMS
mikrocsip csatornaja részleges Osszenyomadsaval létrehozott ideiglenes sziikiilet
segitségével. Megmutattuk, hogy a kialakitott kromatografias toltetek stabilitasat a
mikrocsipekben altalunk el6szor megfigyelt zaroko- és bilincshatas eredményezi. A
mikrocsatornaban kialakitott szlikiilet fel¢ aramoltatott részecskék koziil az eliilsé
részecskék megszorulnak a sziikiilet elején és ezek tartjak vissza a mogottiik jovo
részecskéket, egyfajta "zarokd" szerepét betoltve. Megfigyeltik, hogy a
kromatografias részecskék szuszpenzidjanak és a folyadékoknak a szikiilet felé
torténd pumpaldsakor (kb. 2-3 bar nyomds hatdsara) a csatorna fala kiszélesedik, és
ezt a megnovelt térfogatot a részecskék teljes mértékben kitoltik, majd amikor a
folyadék pumpalasat leéllitjuk (vagy sebességét jelentdsen csokentjiik), a rugalmas
fala csatorna ujra Osszehuzodik, a toltet koril egy folyamatos Osszeszorité erd
alakul ki (bilincshatas). A toltet stabilitdsdhoz az apolaris toltetrészecskék ¢€s a
hidrofob tulajdonsagu fal kozott jelentkezd erds kolesonhatasok is hozzéajarulnak. A
PDMS fal kozvetlen kozelében 1évé kemény szilika kromatografids részecskék
deformaljdk a rugalmas fal alakjat, részlegesen behatolnak a falba és ezek, mint
valamiféle horgonyok rogzitik a toltetet a csatorndban (horgony-hatas).
Szilikaaerogél részecskékbdl eldszor mi alakitottunk ki kromatografids toltetet
mikrocsipben.

Bizonyitottuk, hogy az 5-10 um méretti kromatografias részecskékbdl oly mddon is
kialakithato toltet a mikrocsipben, ha a csatornamintazat tervezése soran (litografias
maszk rajzolatdn, majd az Ontéformdn) alakitjuk ki a megfeleld szlikiiletet a
csatorna kivalasztott helyén. Megallapitottuk, hogy a részecskék stabil
visszatartdsdhoz az sziikséges, hogy a sziikiilet optimalis szélessége, magassaga ne
legyen nagyobb, mint a visszatartando részecske méretének haromszorosa, illetve,
hogy a szlikiilet hosszanak (amennyiben legalabb kétszerese a részecske méretének)
nincs hatdsa a toOltetek kialakitdsara. Ahhoz, hogy 10-20 pm szélességi
csatornasziikiileteket alakithassunk ki a mikrocsipben, kellden nagy felbontas
elérésére érdekében a mikrofabrikalasi eljarast részletesen optimaltuk. A kiilonb6z6
magassagu csatorndk olyan Ontéformak segitségével alakithatok ki, melyek
készitése soran kiilonbozd vastagsagu fotoreziszt réteget visziink fel a Si hordozora.
A kiilonboz6 vastagsagl fotoreziszt azonos idétartamu besugarzasaval kiilonbozé
szélességl sziikiilet nyerhetd, a vékonyabb fotoreziszten szélesebb lesz a sziikiilet.
Olyan 3, 10 vagy 12 kromatografias toltetet tartalmaz6 mikrocsipeket fejlesztettiink
ki, melyeknél a mikrocsipbe injektalt egyetlen minta oszlott szét tobb (azonos, vagy
kiilonbozo) toltet felé, de demonstraltuk, hogy lehetdség van egyidejlileg injektalt
tobb kiilonb6z6 minta parhuzamos elemzésére is. Nagyszamua mikrotoltet is
kialakithato egyidejlileg, ha a csatorndknak egyetlen k6zos portja feldl aramoltatjuk
a kromatografids részecskék szuszpenzidjat a csatorndk szikiiletei felé.
Megmutattuk, hogy egyetlen mikrocsipen elhelyezhet6 elektroforetikus szeparacios
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csatornak/kromatografias toltetek szamat nem maguk az elvalasztoegységek szdma
korlatozza, hanem az elektrédok és pumpacsdvek csatlakozd portjainak szdma.

Az egyetlen minta beinjektalasara alkalmas, k6z0s kimeneti porti sokcsatornas
rendszerek parhuzamos csatornaiban a folyadék aramlasi sebessége fokozatosan
csOkken csatornarol csatornara, a 12 csatornas rendszerben a két szEéls6 csatornaban
az aramlasi sebességek aranya 2,2. Igazoltuk, hogy EPANET szoftverrel
szimuldlhatok az d4ramlasi sebességek alakuldsa a komplex mikrofluidikai
rendszerekben €s a szoftver segitségével olyan csatornamintazatokat terveztiink,
amelyekben megvalosithatd, hogy az 4ramlasi sebességek azonosak legyenek a
parhuzamos csatornakban.

Igazoltuk, hogy a mikrocsipben altalunk kialakitott kromatografias toltetek
alkalmasak komponensek (festékek, kefalosporinok) gyors ¢és hatékony
elvalasztasara, dusitasara, matrixkomponensek eltavolitdsara. Bemutattuk, hogy egy
mikrocsipben csupan 200 um hosszu toltetre 0,2 nL mintat injektalva akar 7 s beliili
teljes elvalasztas is elérhet6. A kialakitott tolteten (5 um, C18) egy
festékkomponensre (Brillantkék FCF) vonatkozd visszatartasi kapacitas 7,5.107™2
mol/mm-nek adodott, és kevesebb, mint 1 pul. mintaoldat felhasznalasaval 50x
dusitds  érhetd el. Kefalosporin antibiotikumok elvélasztdsan keresztiil
demonstraltuk, hogy ugyanazon a mikrotdlteten hatékonyabb elvalasztas érhetd el,
ha fesziiltséggel (CEC) és nem nyomassal (LC) aramoltatjuk a folyadékot.

Elészor mutattuk be annak Ilehetéségét, hogy egyetlen mintaoldatot egy
mikrocsipbe injektalva, a minta egyforma részletei 3 kiilonbozo toltetre vihetok €s
valaszthatok el egyidejiileg, igy az adott analitikai feladathoz gyorsan kivalaszthaté
az optimalis kromatografias allofazis.

Egy, 12 mikrotoltetet (C18, 5 um) tartalmazo mikrocsippel els6ként demonstraltuk
a mikrocsip alapti kromatografidanak a langatomabszorpcids spektrometridval
(FAAS) valo kapcsolasanak lehetdségét elemspecieszek gyors
elvalasztasara/dasitdsara €s meghatarozasara. 80 upL térfogati mintaoldatnak a
mikrocsip kromatografias toltetén vald ataramoltatasakor megkotott Cr(VI)-ot 30
puL-nyi metanollal eludlva és a langatomabszorpcids spektrométerbe porlasztva a
Cr(VI) kimutatasi hatara 0,0031 pg/mL-nek adodott.

Jelenleg a kapillaris elektroforetikus és a mikrocsip alapi elektroforetikus
rendszerek tanulmanyozasa és fejlesztése egyarant fontos teriilete az analitikai
kémiai kutatdsoknak. Bar a kapillaris elektroforézist mar 30 éve alkalmazzak a
legkiilonbozébb teriileteken, és az utobbi években a fehérje-alapi gyogyszerek,
monoklonadlis antitestek fejlesztése és gyartasa kapcsan a technika reneszanszat éli,

¢s bar a csupan 2 évtizede elkezdett mikrofluidikai rendszerek analitikai célu
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fejlesztése jelenleg nagyobb intenzitassal folyik, jelenleg nem egyértelmi, hogy a
jovében leginkabb kapillarisban vagy mikrocsipben fognak torténni az
elektroforetikus  elvalasztasok. A kapillarisban  torténd  elektroforetikus
elvalasztasok elonye, hogy egyeldre a nagyobb méretii késziilékekben jobb
reprodukélhatdsag érhetd el (jelenleg a hatékony injektdldo moddszerek, nyomas- és
hémérsékletszabalyzd rendszerek, szenzorok még nem a sziikséges mértékben
miniatiirizaltak), az elvalasztéegység anyaganak (kvarc) feliileti tulajdonsagai
viszonylag jol ismertek. A mikrocsipben torténd elvalasztasok soran a legnagyobb
probléma az elérhetd csekély reprodukalhatosdg (kiilondsen, ha nem viszkdzus
polimer matrixszal toltjiik meg a mikrocsip csatornait) és az érzékeny, univerzalis

detektalds hianya.

Hosszabb tavra (tobb évtizedre) vizionalva, Ggy gondolom, hogy a mikrofluidikai
csipek fejlesztése eljuthat arra a szintre, hogy olyan laboratoriumi lapkak (lab-on-a-
chip) lesznek elérhetdk, amelyekbe sokféle mintakezelési, analitikai 1épést
integralnak, és a komplett rendszer (energiaforrassal, mintabevivé egységgel,
detektorral, kijelzOvel, stb.) valoban kis méretii lesz, nem csupan az egyes elemei.
Az analitikai kutatasok hosszu tava célja az lehet, hogy a barki szamara konnyen
elérhetd, csupan mobiltelefon méretl komplex analitikai eszk6zok képesek
legyenek egyetlen csepp vérbél nagyszamt diagnosztikai, akar molekularis
genetikai vizsgalatokat IS elvégezni masodpercek alatt. A remények szerint
kifejlesztésre keriild6 mikrocsipek paranyi mintak sokasagaval is képesek
parhuzamosan kémiai reakcidkat lejatszatni és komponenseket analizalni, igy akar
egy egyén teljes genomjat rovid idon beliil feltarni. A nagy gyogyszergyartod cégek
hasonld elvii, kicsit “ipari” valtozatd mikrofluidikai csipjeinek parhuzamos
elemzGegységeiben pedig egyszerre ezernyi lehetséges gyogyszervegyiiletet
szintetizalhatnak és hatdrozhatjdk meg biokémiai sajatsdgait oOrdnként csupan
nanoliternyi reagensoldatokat felhasznalva, ily modon dramaian csdkkentve a
koltségeket és fokozva az elemzési sebességet.
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7. Koszonetnyilvanitas

Egy MTA doktori értekezés egy kutatd addigi szakmai életének Osszefoglalasa, a
palya egy olyan lépcs6foka, ahova csak jonéhany korabbi 1épcséfok lekiizdésével
lehet eljutni. Még akkor is, ha maga az értekezés egy rovidebb iddszak
kozleményeire tamaszkodik, az értekezés nem sziilethetne meg a csalad, a kivalo
gimnaziumi és egyetemi tanarok, a tudomanyos munkdkban egyiittmiikodo
kollégak és hallgatok, tudomanyos alapok, alapitvanyok egylittes tamogatasa €s

hozzéjéarulasa nélkiil.

Mindenek eldtt halasan koszonom sziileimnek, feleségemnek és lanyaimnak a
megértést, hogy egylitt alkalmazkodva segitették tudomanyos palyafutasom és hogy
otthon atsegitettek a tudomanyos munka nehéz idészakain.

Koszonetet mondok témavezetésem alatt dolgozd kordbbi hallgatdoimnak,
elsdsorban Andrasi Melinddnak, Nagy Andredanak, Koczka Péter Istvannak,
Kecskeméti Adamnak, Kovacs Otilidnak, Torzsok Brigittdnak, Juhasz Péternek,
Gabor Lillanak, Dudas Enikének, Kardos Szilvianak, Széles Evanak, Pager
Csillanak, a TDK- ¢és diplomamunkdjuk lelkiismeretes elkészitéséért. Kiilon
koszonet illeti Dr. Andrasi Melindat, akinek szorgalméra ¢és preciz, gondos
munkdjara mar tobb, mint 10 éve szamithatok. E k6z6s munkék adtak az értekezés
kisérleti anyaganak legnagyobb részét.

Kutat6i palyam elején, atomspektrometrias teriileteken sokat tanulhattam diploma-,
majd doktori munkam témavezetdjétdl, Prof. Posta Jozseftél (DE), majd
posztdoktori 6sztondijaim sordn a laboratériuméba fogadd Harald Berndt (ISAS,
Dortmund) professzortol. Frank A. Gomez (CSU Los Angeles, USA) professzornak
azért vagyok halas, mert laboratériumaban sajatithattam el a mikrofluidikai
kutatobmunka alapjait. Prof. Kilar Ferenctdl (PTE) a kapillaris elektroforézis terén
kaptam sokszor tandcsokat. Ezuton is kdszondm mindannyiuknak, hogy kutatoi
palyan valo elindulasomat eldsegitették.

Tudomanyos munkamat egyetemi hallgaté koromtdl kezdve mindvégig a Debreceni
Egyetem Szervetlen ¢s Analitikai Kémia tanszékén végeztem, koszondm a
tanszékem vezetdinek, Prof. Briicher Erndnek, Prof. So6vagd Imrének és Prof.
Fébian Istvannak, hogy mindvégig tamogattak. Kiilon koszondm jelenlegi
tanszékvezetOmnek, Prof. Fabian Istvannak, hogy tamogatott 6nallé kutatoi palyam
kialakitasaban és hogy tanszéki feladataim elvégzését a 2,5 évnyi kiilfoldi
tanulmanyutak idétartamara sziineteltessem.
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Koszonettel tartozom tanszékem jelenlegi €és korabbi munkatarsainak azért a
szinvonalas és inspirdld szakmai légkorért, ami a tanszékiinkon valo kutatd- és
oktatbmunkdban mind a ma napig jelen van. Kiilondsen halds vagyok
legk6zvetlenebb tanszéki kollégaimnak, Dr. Gyémant Gyongyinek, Dr. Lazar
Istvannak, Dr. Braun Mihalynak, Zékany Laszlonak, Dr. Buglyd Péternck akiket
naponta kereshettem szakmai kérdéseimmel, problémaimmal.

Ko6szondm, hogy az értekezésben bemutatott munkak klinikai, bioldgiai, fizikai és
gydgyszerészeti teriiletein egyiittmiikodott velem Dr. Klekner Almos (DE-OEC),
Dr. Vasas Gabor (DE-TTK), Dr. Bagyi Kinga (DE-OEC), Dr. Daréczi Lajos (DE-
TTK), Prof. Gyéresi Arpad és Dr. Gabriel Hancu (MOGYE).

Ko6szonetet mondok mindazoknak a név szerint most nem emlitett hazai és kulfoldi
kollégaknak, akikkel egylitt dolgozhattam és hozzajarultak ahhoz, hogy ez a munka
elkésziilhessen.

Az értekezésben Osszefoglalt eredmények nem sziilethettek volna meg a DAAD
0sztondij, az Eurdpai Unié Marie Curie Posztdoktori 6sztondija, a HAESF
posztdoktori Osztondij, Orszdgos Tudomdnyos Kutatdsi Alap és a Cetox Kft.

tdmogatasa nélkiil.
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