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1. Bevezetés

Az elmult évtizedekben a ni@endszerek méretét csokkéniminiatirizacios
technikdk hatalmas fétlésen mentek keresztil. Leggttr a szamitastechnikdban
és az elektronika tudomanyéaban jelentek meg adegijivmanyok. A néhany ém
nyi méreti integralt aramkorok kifejlesztésével soha nemtiateertéki technoldgiai
fejlédés indult utnak, amely napjainkig is toretlenllyfatédik. Késbb mas
tudomanyagak is atvették a miniatlrizacios tenddwatj igy fogalmazddott meg a
kémiai tudoméanyban is a 90-es évek elején egy kisthé&omplett laboratériumot
magaban foglald, miniaturizalt teljes elginzendszer (micro total analysis system,
lab-on-a-chip) létrehozdsanak koncepcidja. Az el#begység méretének
csokkentéseén tul tovabbi cél volt pontos mintatedviehebvé tevd miniatirizalt
mintaadagolok, illetve érzékeny detektalast bitfoseszkdzok kidolgozasa,
amelyhez kilonbdzteriiletekél érkez szakemberek munkajara is sziikség volt. igy
méara a mikrofluidika egy dinamikusan fajb, interdiszciplinaris tudomanyagga
nétte ki magat.

A mikrocsipek analitikai kémiai célu felhasznalésiarszamos éhye van. A
miniatdrizalt rendszerekben végrehajtott elemzésekiagyon kis térfogatll mintara
(gyakran nanoliternél is kevesebb), valamint oléasz (néhany mikroliter) van
szikség. Emellett lehttég nyilik bennlk gyors, egymast kdvetvagy akar
parhuzamos, koltséghatékony vizsgalatokra is. Kasetiiknek kdszonh&tn a lab-
on-a-chip rendszerek hordozhat6ak, olcso és gagdssgballitasuk pedig széles
kori elterjedéstiket is éegiti. Annak ellenére, hogy a mikrofluidikaban rapa
részteruleten sikerllt mar attorést elérni, mégudw fejlesztésekre van szikség a
mintabeviteli és detektalasi modszerek teriiletéppe ezért a lab-on-a-chipek
létrehozasa, tanulmanyozasa és alkalmazasa tovidlibtanziven folyik.

Munkank soran alapkutatas jeliegizsgélatokat terveztink és a mintabeviteli
modszerek fejlesztéséhez kapcsoldédva célidtik ki egy olyan egyszér
eszkodzokkel végrehajthatd, nyoméssal td@rténddszer kidolgozasat, amellyel
lehettiség nyilik nagyon kis (néhany tized nanoliter) dgeiti mintak gyors és
reprodukalhatd, hibaktél mentes injektadlasara. Bbéada kidolgozott injektalasi
modszer felhasznalasaval elektroforetikus  elven 4kdds, hordozhato
elvalasztorendszerek létrehozésat és azok atfagdalatat terveztik.

Az érzékenyebb detektalas elérése érdekében dlmletikus mintadisitasi
folyamat (izotachoforézis), valamint kilonféle ketedelmi forgalomban elérlget
detektorok mikrocsipekhez valé alkalmazhatdsagdizigalni kivantuk.



2. Irodalmi el 6zmények
2.1. Elektroforetikus analitikai médszerek kapillarisban

Az elektroforetikus technikak a legnagyobb elvalasizhatékonysagu, manapsag
is dinamikusan fefldé6 analitikai mddszerek kozé tartoznak. Az elektréfis
alapja, hogy a toltéssel rendelkezszecskék elektromosoégrben, a rajuk hatd
vonz6 és taszitdé kolcsonhatasok révén kulo@buertékben mozdulnak el, ezaltal
lehetség nyilik egymastdl tortérelvalasztasukra.

Kohlrausch 1897-ben irta le az ionok elektrolit atlthn valé vandorlasanak
torvényszeiiségeit [1] (az ionok flggetlen vandorlasanak toyé¢énés a molaris
fajlagos vezetés elektrolitkoncentraciotol valdo dégét), lefektetve ezzel az
elektroforézis elméleti alapjait. Az elektroforéak analitikai célu felhasznalasa
Tiselius nevéheziizédik (1937), aki fehérjéket vizsgalt egy elektralittoltott U-
cHben. A c§ két végére kapcsolt feszlltség hatdsara a kompekerltéd
elektroforetikus mozgékonysaguk (tomeg/toltés anéhy alapjan részlegesen
elvalasztodtak egymastol. Uttdrielenbsédi munkajaért 1948-ban Nobel-dijjal
tintették ki. Késbb el$sorban biokémiai kutatasokban alkalmaztak az
elektroforézist, Uj hordozoként bevezették a paplldtve a kilonboé géleket
(keményié-, poliakrilamid- és agardézgél). Az élsgélelektroforézist Smithies
alkalmazta human szérum fehérjék elvalasztasara A2pélek készitése soran
felmertb problémak miatt a figyelem kélsb egyre inkdbb az oldatban torgén
elektroforézis kidolgozasa felé iranyult. 6Bk6r Hjertén végzett oldatokban
zbnaelektroforézist [3], kisérleteiben 1-3 mm Belsmébji kvarccsdveket hasznalt.
A technoldgiai fejlesztéseknek koszorieet egyre kisebb beisatmeésji csdveket
kezdtek alkalmazni: 1974-ben Virtanen 200-500 bel$ atmébju Uvegcsovekben
végzett zbonaelektroforézist [4], Mikkers és mts2Q0 um-es tefloncsoévekben
vélasztottak el egyméstdl kisméremnionokat [5]. A kapillaris elektroforézis
fejlédésében az igazi attbrésre a 80-as évekig kebetti,vmivel sokaig sikertelen
maradt a kis bets atmébtjii csdvekhez alkalmazhaté megféleérzékenység
detektorok kifejlesztése, illetve az elektroforatkelvalasztas soran fell@fEOF
elényds tulajdonsagainak kihasznalasa. Az EOF-re gadblémaként tekintettek
(Hjertén az EOF kizarasara metil-cellul6zzal bevastivet haszndlt), azonban
Jorgenson és mtsai. éppen az elektromosdtératasara fell&@p EOF dugdszer
aramlasi profiljanak (plug flow) éhyeit hasznaltak ki. 5um bel$ atmésja
kvarckapillarisokban végeztek zonaelektroforézistlynek soran a kialakul6 EOF
nagyon kicsi diszperziéval szallitotta a részecskékp]. Az elektroforézis
alapelvébl kovetkezik, hogy kizarolag toltéssel rendelikezomponensek
elvalasztaséra alkalmas moédszer. Terabe és m&&d-lden azonban kidolgoztak a
micellaris elektrokinetikus kapillaris kromatogtdtfi(MEKC), amellyel lehéség
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nyilt t6ltés nélkuli komponensek elektroforetikugédasztasara is [7]. MEKC soran
a kritikus micellakép&dési koncentracional (natrium-dodecil-szulfatgg 8,2 mM)
nagyobb mennyiségben feluletaktiv anyagot (SDS)ladn pufferhez, amelynek
hatasara negativ toli@ésmicellak képadnek a pufferoldatban. A tdltéssel nem
rendelked komponensek elvalasztodasanak alapelve, hogy banmegoszlasi
hanyadosuknak kdszonBeth a micellak és a vizes mobilfazis kozott éltér
aranyban oszlanak meg. Az ®IE€E készllékek 1988-ban keriltek kereskedelmi
forgalomba. 1991-ben Knox és Grant sikeresen &tv@ztkromatogréafids és az
elektroforetikus technikak @&hyeit, megalkotva a kapillaris elektrokromatogréfia
(CEC) [8]. Az aktudlis analitikai trendeknek megiéen megjelentek az éls
miniaturizalt mikrocsip kapillaris elektroforéziendszerek is [9]. Ezen médszerek
alapjait a 2.2. fejezetben foglaljuk dssze.

A kapillaris elektroforézis egy jol kidolgozott, itos analitikai modszerrétie
ki magat, mely nagy elvalasztasi hatékonysagot gersg elemzést biztosit
kismennyiséti mintafelnasznalas mellett. A 90-es éétkbhamosan terjedtek el a
CE készilékek a kémiai laboratériumokban, alkalmaekaszazai szilettek. Az
elektroforetikus technikdk kozul kétségkivil a CZE leggyakrabban hasznalt
maodszer, mely alkalmazhato6 tobbek kdzott szervetieak [10], szénhidratok [11],
aminosavak [12], vitaminok [13], gyogyszervegyuketfl4], vagyis barmilyen
toltéssel rendelkéz komponens elemzésére. A MEKC médszer hasznalhato
kisméret toltott vagy toltéssel nem rendelkekomponensek, példaul peszticidek
elvalasztaséara [15], illetve szénhidrogén- és allktaltalom [16] meghatarozaséara
is. A CEC alkalmazési kore hasonlé a hagyomanyotCHiRez, széles korben
elterjedt biomolekulak (fehérjék, peptidek, szénfiiok, nukleotidek, nukleozidek)
elvalasztaséra [17]. A CGE maddszernél molekudidgshatasu géllel (sieving matrix)
van toltve a kapillaris, amely nagymolekulak (feékr nukleotidok) méret szerinti
elvalasztasat teszi leltet [18]. Kapillaris izoelektromos fokuszalas (CIE#Setén
amfolitokkal pH-gradienst alakitanak ki a kapilan, igy kulonbdy
makromolekuldk (fehérjék, huminsavak) izoelektronpmt szerinti elvalasztdsa
valésithatd meg [19]. Kapillaris izotachoforézis egben (CITP) nagyobb
mennyiség mintat juttatnak a kapillarisba egy nem folytonmsgferrendszer kozeé.
Az els5 ITP elemzést egy hazi késziidserendezés segitségével hajtottak végre az
1960-as években [20], vagyis joval régebbi techniként a hagyomanyos CE
modszer. Az ITP széles Kbelterjedése annak kdszonkiehogy alkalmazasaval
szazszoros, vagy akar ezerszeres koncentraciobslilas is elérhét toltéssel
rendelked komponensek esetében [21]. Igy léiség nyilik a detektalasi hatar
(LOD) javitadsara, valamint nagyon kis mennyiséghelenléw komponensek
azonositasara is [22]. A CITP elemzéseket altala@blony bel§ atmésji (ID 200-
800 um) nfianyag (példaul PTFE, FEP) csbvekben veégzik, enrmiéns (a
vékonyabb ID 25-100 um CE kapillarisokhoz képeistelb mérték EOF alakul ki.
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Az ITP elméleti hatterét, megvaldsitasardl és alkalmazasi kéréworabban tobb
atfogé tanulmany jelent meg [20, 22, 23], az elméltekben pedig G ITP
modszereket (kétirdnya ITP [24-25], tranziens ITIFR) [26], preparativ ITP [27-
28]) dolgoztak ki.

2.2. Elektroforetikus analitikai médszerek mikrofluidikai rendszerekben
2.2.1. CZE és ITP mikrofluidikai csipekben

A mikrofluidika egy olyan multidiszciplinaris kutatasi tertlet, mel kilonféle
tudomanyagak (fizika, kémia, elektronika, mérndkidldmanyok, biotechnolégia)
kutatasi eredményiet integralja kulonBamikrofluidikai eszk6zok (mikrocsip, lab-
on-a-chip) tervezéséhez ésja@litdsdhoz. Ezaltal lehgtég nyilik nanoliternél
kisebb térfogatid mintamennyiségek kezelésére émadtatasira, valamint a
folyadékok viselkedésének mikroszkopikus mérettadiayban valé
tanulmanyozasara. A legélsminiatirizacios torekvések a szamitastechnikaban
jelentek meg a tranzisztorok és integrélt aramkdaikjlesztésével. Kébb mas
tudoméanyokban is alkalmazték ezt az 0j szemléletmddely oOridsi feppdést hozott
tobbek kozott az analitikai rendszerek tertleténAsmikrofluidika nyilvanvalo
elbnye az elemzés gyorsasaga, a kis mintaszikségleveggszerigény. A
mikrocsipek nianyagokbdl olcson is &llithatok, tehat koltséghatékony a médszer,
a kicsi méretnek koszonkietn pedig konnyen mobilizadlhaté a rendszer.
Mikrocsipek hasznalataval tébb kémiai, analitik@pés integralhaté, ezen kivil
lehetiség nyilik egyiddjleg tobb, egyméassal parhuzamosan végrehajthat@éteen
is.

Az el mikrocsip analitikai rendszert 1979-ben a Stanfdedyetemen
fejlesztették ki. Terry és mtsai. egy miniatlrizgdizkromatografot (GC) integréltak
szilicium lapra [29]. Habar az elkészllt rendszeinas nem kerilt kereskedelmi
forgalomba, a kutatok sikeresen demonstraltak, hthetséges miniatirizalt
elvalasztasi rendszer készitése. 1990-ben Manzss. thevezették aTAS (micro
total analysis system) koncepcitjat. Ez a kisniérendszer tartalmazta a komplett
elemzéshez szikséges berendezést, beleértve a-efkéazitési, injektalasi,
elvalasztasi és detektalasi lépéseket [30]. Kéekéke$bb ugyanez a kutatdcsoport
kifejlesztett egy mikrocsip alapd CE (MCE) rend$zgd]. A legel$ MCE
elvalasztas sordn, Harrison és mtsai. kalcein (Bggreszcein szarmazék) és
fluoreszcein keverékét vizsgéltdk [31]. KBb egy Uvegbl készult mikrocsipen
sikerrel szeparaltak hat, fluoreszceinnel jelzettn@savat kevesebb mint 15 s alatt
Iézer indukalt fluoreszcencias (LIF) detektala$3a]. Jacobson és mtsai. rodamin B
és diklorfluoreszcein elektroforetikus szeparadiofdajtottak végre 200um
elvalasztasi Uthosszon 0,8 msétatam alatt [33]. Az els kereskedelmi



forgalomban kaphaté elektroforetikus lab-on-a-atgipdszer 2002-ben jelent meg a
piacon (Agilent, Bioanalyzer 2100).

Poli(dimetil-sziloxan) (PDMS) mikrocsip hasznalatak szamos esetben
kulcsfontossagu/szikséges az EOF csokkentéselsatdsh, valamint a vizsgalandé
komponensek fali adszorpcijanak megakadalyozasbjeta csatorna fellletének
kulonféle detergensekkel tori&nkezelésével érnek el. A PDMS hidrofob
tulajdonsaga ellenére a polimer felllete negatitédéel rendelkezik, igy jeleidt
meértéki EOF tapasztalhaté az ilyen anyagbol készilt miipekben. Sokféle
fellletaktiv anyag — igy a t6ltés nélkuli n-dodgkiD-maltozid [34], a TWEEN 20,
kationos fellletaktiv anyagként a CTAB (cetil-trith@mmaonium-bromid) és
DDAB (didodecil-dimetil-ammaonium-bromid) [35], vatant a PSMA (poli(sztirol-
maleinsavanhidrid)) hidroféb kopolimer [36] — EO&-rés a kilonbdz
komponensek megkédésére gyakorolt hatasat vizsgaltdk koradbban. A
leggyakrabban haszndlt anionos detergens, az SE®iu(n-dodecil-szulfat)
alkalmazasaval aminosavakat és fehérjéket valaasktet egymastol [37]. A PDMS
csatorna falara pozitiv tolt@saminodextrant kotve stabil EOF alakul ki, és a
fehérjék fali adszorpcidjanak mértéke is lecsok@d]. A PDMS hidroféb felllete
ktlonb6d modszerekkel (UV besugérzassal, HGOH elegybe martassal vagy
plazméval tortéh kezeléssel) hidrofillé teh&t A folyamatok soran aktiv szilanol
csoportok keletkeznek, igy lelbgé valik kilénb6d hidrofil polimerek megkdtése a
PDMS feluletén [39]. Lin és mtsai. epoxigyantavaldusitott hidrofil polimereket
adszorbedltattak az oxidalt PDMS fellletére, a tkelett nagy stabilitasu
bevonatnak koszonhien DNS fragmenseket, fehérjéket lehetett hatékonyan
elvalasztani [40].

A miniatlrizalt rendszerek esetében a kismennyisémta elemzése miatt még
nagyobb az igény az érzékenyebb detektélasi reredskigejlesztésére (lasd a 2.2.4.
fejezetben). Emellett a detektalast mégelkilonboz mintaddsitasi moédszereknek,
igy az ITP-nek is fontos szerepe van a detektétagkenység novelésében [41-43].
Az el mikrocsip alapu ITP elemzést Walker és mtsai. zt&ge el 1998-ban,
melynek soran kulénbézherbicideket vizsgaltak allandé fesziltség melledrmal
Raman spektroszkopias detektaldssal [44]. Presttgsi. alkalifémek keverékének
ITP elvalasztasat hajtotta végre PDMS mikrocsipenetiképességi detektalassal
[45]. 2000-ben Kaniansky és mtsai. egy kolonnakalpcBMMA mikrocsipet
fejlesztettek ki érintkezéses (direkt) veitatpességi detektalassal [46], amelyet ITP
[47], ITP-ITP [48] és ITP-CZE [49] mbédban egyardehetett hasznalni. Ezt a
rendszert ké&bb ételmintakban tartositoszerek [50], ivovizbeantmt-ion [51] és
borban szabad szulfit-ion mennyiségének [52] megbaésara is hasznaltak.
Santiago csoportja az ITP zonak detektalasdhorefbzoens spacereket hasznalt egy
kereskedelmi forgalomban kaphat6 Caliper mikrogsife3]. Ugyanez a csoport



boroszilikatbol készilt mikrocsipeken vérmintakbdtert ki és ITP-vel dusitott
nukleinsavakat [54].

Az elmult években szamos szimulaciés programogedejettek ki (GENTRANS
[55], SPRESSO [56], SIMUL [57], CFD ACE+ és COMSQUultiphysics)
elektroforetikus moddszerek vizsgalatara, melyekalatasak lehetnek a tomeg,
impulzus és energia atadasi folyamatok pontosrkgffezésére, az elektroforetikus
z6nak kialakulasanak szimulaldsara, injektalasillkdények optimalizalasara.
Tovabba lehéiség nyilik annak megvizsgaldsara, hogy a mikroikaid
csatornarendszer geometrigjanak milyen hatasaz/atektroforetikus elvalasztasok
hatékonysagéra, ez pedig segitheti a mikrofluidisgpek tovabbfejlesztését.

2.2.2. Mikrofluidikai csipek készitése

A mikrofluidikai csipek készitéséhez ,mikrofabrik&l” modszereket
hasznalnak, melyekkeldm és 1 mm kozotti mérgeszkozoket lehet elkésziteni. A
mikromegmunkalasi médszereknek alageet két csoportjuk van, a szilicium- és
Uvegalapu technologidkra épulin. kemény technikak, illetve az elasztomereket,
miianyagokat felhasznélé lagy technikak.

A kemény technikakat az 1950-es évkktkezdték alkalmazni a
mikroelektronikaban, majd ezek tovabbfejlesztésmetadt az 1990-es évek elején az
el mikrofluidikai csipek kifejlesztéséhez. Az élolyan mikromegmunkalasi
eljarast, amely magaban foglalta a kivant csatenmdszer kimaratasat (etching), a
csatlakozasi pontok kialakitasat és a mikrocsigsaisat, sziliciumon végezték el
[9]. A maratési eljardsok kozott megkulonboztetimddves és szaraz maratast.
Nedves maratds esetében a megmunkalni kivant tieliildyadék fazist anyaggal
kezelik, a felllet egyéb részeit pedig maszkkalikéal kémiai behatdstol. A
kialakitott csatorna alakjat tekintve izotrop é&zatrop maratasi eljarasok léteznek.
Izotrop eljarast alkalmazva a maratas a tér mindé&mydba azonos sebességgel
torténik, ezaltal gémbsziemeélyedések alakulnak ki a mikrocsip alapjaul saldlg
szilicium- vagy Uvegfellletben. Erre a célra ledgghban savak elegyét hasznaljak
(példaul HF-HNQ) [29]. Anizotrép marataskor a kimart térrészt agdk hatéroljak
(V-alaki bemélyedés), mivel a kémiai behatds azkefgsistalytani sik mentén
preferéltabb lesz. Az ilyen tipusi maratast etil@mih és pirokatechin vizes
oldataval [58] vagy tomény KOH-dal érik el [59].&az marataskor a fellletet gaz
vagy plazmafazisban Iévionos részecskékkel tamadjak, ilyen a reaktiv iomatas
(RIE) [60] vagy a SFC.CIFs plazmamaratas [61]. Egy zart mikrofluidikai
csatornahdlozat létrehozasdhoz a maratasi lépés faatos az elkészitett
bemélyedések tokéletes lefedése (sealing). Ehheakrgyy anddos kotést
alkalmaznak, mellyel az Uveget a sziliciumhoz lemagasztani” [62]. Késbb a
szilicium helyett tUveget kezdtek hasznalni mikrpeki készitésére a sziliciumnal
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bemutatott mikromegmunkéalasi eljardsokhoz hasonlédsrerekkel, fontos
kulénbség azonban, hogy lveg hasznalata esetén |lgeetséges anizotropos
maratas, annak amorf tulajdonsaga miatt. Nedveataskor HF-t hasznaltak [63].

A muanyagipar rohamos féfiésével olyan (] tipust anyagokat fejlesztettek ki,
amelyek alkalmasak lehetnek mikrocsipek készitésAramikrofluidikai csipek
masolatainak készitése torténhet dforimara ontéssel (molding), préseléses
(casting) és mikroinjektalasos lagy technikakkal. rAolding modszernél a
katalizator és a polimer megfalelaranyu keverékét az @fhormara ontik és
megemelt Bmérsékleten tartjdk. A @ianyagot megkeményedése utan lehtzzak a
formardl, amely igy a mintazat negativjat tartalmeazA legel§ ilyen eljarast 1998-
ban Whitesides és mtsai. dolgoztak ki, mellyel keld mint 24 6ra alatt sikertlt
elkésziteni egy komplett mikrofluidikai rendszeDMAS-bél [64]. A préseléses
eljarasnal PMMA (poli(metil-metakrilat)) ianyagot alkalmaznak, mely kb. @0
os Fbmérsékleten és 10-20 bar nyomason deformalhat@ RIMMA lapba a kivant
mintazat negativja belepréselg65]. A mikroinjektalas esetében a felmelegitett,
folyékony halmazéllapotu ianyagot az 6iformaba injektéljak, és a szétvalasztast
koveben negativ mintdzatot kapnak. Ez utdbbi modszegeldezér PMMA
mikrocsipek készitéséhez alkalmaztak [66]. Mig ddng mddszernél egysaer
mtianyag oniformakat hasznalnak (ezeket példaul az IBM altédjlldsztett SU-8
fényérzékeny polimedd allitihk el [67]), a préseléses és mikroinjektalasos
eljardsoknal a nagyobb nyomas dsnirséklet alkalmazédsa miatt féphtkészult
ontsformakat hasznélnak. Manapsag a PDMS-tmolding modszerrel készitett
mikrocsipek birnak a legnagyobb jeléséggel.

A PDMS szamos 6hyds tulajdonsaggal rendelkezik. Mivel atlatszé ayy
alkalmazésaval lehé&tég nyilik a mikrocsipben &ramoltatott folyadék bexh
szemmel vagy mikroszkoppal valé kovetésére. Azzedaser mechanikai sajatsaga
(Young modulusa) a PDMS és a térhalésitd adalékyar@ak valtoztatasaval
befolyasolhato, attol fudggn, hogy milyen keménységmikrocsipet kivannak
elkésziteni. Kis feluleti energidja letigé teszi, hogy a megszilardult réteg
kénnyedén lehuzhaté legyen az @atmarol [68]. A PDMS alapvéen hidrofob
tulajdonsagu, atmenetileg azonban hidrofillé téhat felilet oxigén plazmaval
tortérd oxidacidjaval. A PDMS lap igy Uveghez vagy szilimhoz irreverzibilisen
hozzékothet [64].

Ujabban a rianyagok kozvetlen mikromegmunkalasat lézerabl4eidsnikaval
hajtiAk végre, melynek sordn a tamyagot egy intenziv |ézersugarral
elszublimaltatjak. Altaldban UV (193 nm) [69] és C@zert (1060 nm) [70]
hasznélnak erre a célra. Az igy elééhgbntossdg mikrométeres tartomanyu, a
kialakitott felllet durvasaga pedig 0,2-Qy korul alakul.



2.2.3. Mintabeviteli modszerek mikrofluidikai csipekhez

Mikrofluidikai csipekhez leggyakrabban az elektradikus (EK) injektélasi
mdbdszert alkalmazzak [9]. A bejuttatott minta téeta joval kisebb mint a
hagyomanyos CE-nél injektalt mennyiség (<1 nl).pAksiben kétféle EK injektalasi
mdbdszer ismert, a ,kiszakitasos” (pinched) és aykatt” (gated) injektalas.

Kiszakitdsodnjektalaskor (1. abra) &zo6r a rovidebb, Un. injekciés csatornara
kapcsolnak fesziltséget egy kiid, ekkor a csatorna kereszidése feltolbdik a
mintaval. Ezt kdveten pedig a hosszabb, elvalaszté csatornara adrnakival
nagyobb feszultséget, igy a keresétEsben &y mintdbol kiszakitodik egy kis
térfogat, ami az elvalasztasi csatorna felé mozég, megkezédik az
elektroforetikus elvalasztas. A legegysisy kiszakitasos mintabevitel az egyenes
kereszt (straight cross) csatornamintazatt mikpedsiél végezhétel. Léteznek
dupla-T csatorna kialakitasok is, kilonbdméreti ,mintabeméé” résszel (10Qum,
250um) [71]. A kiszakitasos injektalas hatranya, hogysatorna keresztédésében
a kis mintatérfogat korul sok esetben szivargaakite) 1€p fel kilonbd diffazids
és konvektiv jelenségek miatt [72], amely elhtz&ddi (Gn. tailinges) csucsokat
eredményez [73]. A szivargas ugy csokkerithbbgy két szomszédos csatornabdl
puffert ramoltatnak, amely segiti a mintadugo6 ddalasat és az utanfolyas
megszintetését [74].

.. nagyfesziiltség

nagyfesziiltség * fold <nagy <nagyfesz.
/ fesz.
injekcios csatorna Kis
mintatérfogat

elvalasztasicsatorna —» l

[

fold
a) b)
1. dbra

A kiszakitasos injektalas sematikus abraja. Azép) ikutatja a minta bet6tését a
kereszte&désbe, a b) kép a minta szeparacios csatorndbdekbdését illusztrélja [71].

Kapuzott injektalas esetében (2. abra) az injekcgsornara (amely egyben a
szepardciés csatorna is) és az arrasheges, pufferrel toltétt csatornara egyszerre
kapcsolnak feszultséget. A csatorndk kereédezenél az aramlé puffer egy rovid
idére (injektalasi id) akadalyozza a mozgd mintat, ezaltal kis mintatgat
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keletkezik, amely tovabbhalad az elvalasztasi esaban. A kapuzott injektalassal
lehetvé valik az egymds uténi, tbbbszori mintabevitel asni a kiszakitasos
injektalassal nem kivitelezhef74].

a) inlet

puffer | — —» | outlet1
U=1KkV U=0 kV

I Eiz6p.=200 Vicm

l Ent=425Vim

outlet 2

b) U=0KV

2. abra
A kapuzott (gated) injektalas. Az a) kép a rendsziépitését mutatja be, a b) rész az
injektalas Iépéseit szemlélteti [74].

Osszegzésképpen elmondhatd, hogy EK injektalas Inadzéisaval jo
reprodukalhatésag érlieel ugyanazon minta tobbszdri, egymast kévejektaldsa
esetén: a migraciés 6d RSD (relativ standard deviacio) értékei 0,1%, a
csucsteruletek RSD értékei pedig 2%-nak addédtaknBHuser kisérleteiben [75].
Az EK mébdszerek nagy hatranya ugyanakkor, hogynpektalast a mintdban lév
komponensek eltér elektroforetikus mozgékonysaga befolyasolja. Ennek
korrigalaséra hidrodinamikus (HD) injektalasi/arasil  (folyadékok
nyomaskilonbségének felhasznalasa) részlépéstmalkalk az EK mintabettltés
utdn. Miutan a minta elérte a keressubzst, a feszultséget lekapcsoltak, igy
érvényesilini tudtak a hidrodinamikai hatasok, mgja fesziltséget kapcsolva a
rendszerre létrejott a kis mintatérfogat [76].

Mostanaig csak néhany mikrocsipekhez hasznalhatoijEktalasi modszert
dolgoztak ki. Solignac és mtsai. egy olyan rendsaditottak 6ssze, melyben
mechanikus eszkdzzel gyakoroltak nyoméast a miritatténykében |év PDMS
membranra [77]. Olyan mikrofluidikai rendszer imirt, amelyben a mintabevitelt
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egy atvalté szeleppel ellatott kéttfecskend pumpéaval [78], illetve egy beépitett
diafragma pumpaval [79] hajtottak végre. Azézékekben emlitett eljarasok
mindegyike komplikélt berendezéseket igényelt, anmtt elvész a mikrocsipek
egyszer hasznélatos, eldobhato jellege.

2.2.4. Mikrofluidikai csipekhez alkalmazhat6 detekélasi médszerek

Az egyik legnagyobb kihivast az olyan érzékeny kiétasi moédszerek
fejlesztése jelenti, amelyek méretiikben illeszk&dnea  miniatirizalt
elvdlasztéegységhez és ezaltal megfelelnek egy pTARIszerrel szemben
tamasztott kdvetelményeknek. A kilénféle mikrofkédios eljarasokkal készitett
mikrocsipek ebéllitasi koltsége alacsony, ezéltal gyakorlatilgyszer hasznélatos
eszkoznek is tekinth&t Ez egyben azt is jelenti, hogy a detektélasi éggsnem
érdemes kozvetlenldl a mikrocsipbe integralni. A nodsipeknél leggyakrabban
alkalmazott és egyben a legérzékenyebb (az igenasnggl/zaj ardnynak
koszonheien) detektalasi modszer a lézer indukalt fluoresziee(LIF) [68, 80]. A
LIF egy spektroszkopiai moddszer, melyet kulorthogfluorofér csoporttal
rendelked) anyagok detektalaséra, aramlasi folyamatok satetdéére (injektalas)
és vizsgalatara hasznalnak. Hatranyt jelent azoaldais sugarforras (Iézer) nagy
meérete, illetve, hogy szamos esetben akéar toblBémzarmazékképzési reakciora is
szilkség van az eredetileg fluorofér csoportot neamntalimazé molekulak
detektdlasahoz [81]. A vizsgalt anyag részecskzierl segitségével gerjesztik, ezt
kéveben révid idin belil (10°-10° s) a gerjesztett részecskék ismét alapallapotba
keriilnek, fényt kibocsatva magukbdl (nagyobb huhéssznal, mint amilyen a
gerjeszd lézersugar hullamhossza volt), melynek az intésait mérik. Chabinyc és
mtsai. 25 nM koncentracioju fluoreszceint vizsgaldDMS mikrocsipen CZE
modszerrel, LIF detektalassal [82]. Weiller és rintsi®L (high density lipoprotein)
és LDL (low density lipoprotein) elvalasztasat tmményoztak (vegalapu
mikrocsipen LIF detektalast alkalmazva [83].

Az UV/Vis detektdlds is gyakran alkalmazott unidiz modszer dként
kapillaris elektroforézisnél [84], de a mikrocsat@k miatt kialakulo rovid optikai
Uthossz, valamint a mikrocsipek készitéséhez hiasamgagok fényelnyelésedsen
korlatozza a megfelél detektalasi érzékenység elérését. Ujabban metgilen
kisméreti LED-es fényforrasok (fluoreszcens és UV detekhas egyarant),
amelyek jobban alkalmazhatok a lab-on-a-chip remedkhez [85]. Az UV-Vis
detektalas sokoldalt alkalmazhatdésdga miatt tegddOlyan anyagok esetén is
alkalmazhat6 az eljards, amelyek az UV-tartomanybsmm rendelkeznek
elnyeléssel, ekkor az un. indirekt UV-detektdlasdadtarozhatok meg a
komponensek. Ennek érdekében az adott részecskgékmwpsagaval kozel
megegye4, az UV-tartomanyban elnyelnyagot kell a pufferhez adni. Mogensen
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16,5 mM koncentracioju paracetamol (acetaminofeBlE @lvalasztasat végezte el
Si csipen, a detektaldsnal UV-Vis modszert hasz@a#t nm hulldmhosszon [86].
Egy masik, mikrocsipekhez is gyakran hasznalt médaz elektrokémiai (EC)
detektdlas, melynek tdbb valtozata ismeretes (aonpetrias, voltammetrias,
konduktometrias és potenciometrias). A mikrocsipeiketéré EC detektalas éhye
tobbek kozott az, hogy a holttérfogat minimalizéfhaa munkaelektrodok a
mikromegmunkalasi technikdkkal egyskem elkészithék, illetve az elektrod a
LOD érték romlasa nélkul (nincs optikai Gthosszggminiaturizalhatd. Az els
amperometrids EC detektalashoz Uvgkészilt mikrocsipet hasznaltak DNS
fragmensek azonositasara, melybe munka- és elktr@let integraltak,
referenciaelektrédként pedig Ag/AgCl huzalt szdlgf87]. Fanguy és Henry
hagysav (15-11QM koncentriciétartomanyban) MCE elvélasztasat valtia meg
PDMS-lUveg mikrocsipen, amperometrias detektalasgtdtina (Pt) elektrod
alkalmazésaval [88]. A veziképesség mérésen alapuld mobdszer szintén egy
elterjedt detektalasi lehitég univerzalis jellegének koszonkest [89]. Létezik
érintkezéses (kontakt) formaja, ekkor a detektektebdjai kozvetlen kapcsolatban
vannak a minta- és pufferoldatokkal, bar ez gyakraz elektrodok
elszennyeddéséhez, valamint azok fellletén toftédnkozott buborékképiméshez
vezethet [47, 90]. Erintkezésmentes valtozatabay wékony szigetél réteg
valasztja el az érzékeklektrodokat a mintaoldattdl, igy a szenrtygss elkertlhét
Szamos irodalmi példa létezik kapacitivn mdédon kaficserintkezésmentes
vezebképességi detektorok alkalmazasarol'DiC [91-93]. A legelterjedtebben
hasznalt, kereskedelmi forgalomban kaphaté rendkzer kvarckapillarisokra
réfizhets C*D szenzorfejek [94-95], Gjabban pedig megjelentekikrocsipekhez
hasznalhaté tD platformok is [96]. A ¢D mikrofluidikai rendszerekhez val6
alkalmazhatéségat Coltro és mtsai. foglaltak 6§3ZF emellett kétévente jelennek
meg attekint cikkek tovabbi ¢D alkalmazésokrél [98]. Szamos esetben “® C
elektrédokat beleépitik a mikrocsipekbe gyakrandigényes és koltséges
eljarasokkal, igy a rendszer kordbban emlitett zgylsasznalatos jellege elvész [99-
100]. Egy hordozhatd, eldobhaté analitikai rends#etor hasznalhat6é optimalisan,
ha a mikrocsip kénnyen eltavolithatd a detektowadly helyezhét vissza oda.
Eppen ezért a nem integralt elektrodokat tartalmataiektorok einyosen
hasznalhatok erre a célra [101]. A'DCrendszerek gyart6i elsorban iveg
mikrocsipek alkalmazasat ajanljdk a detektorokh@mnak ellenére, hogy
napjainkban a PDMS tianyaghol készilt mikrocsipeket hasznéljak leggyathaa,
csak néhany esetben alkalmaztdlo@el. Guijt és mtsai. egy Gjrahasznosithato,
reverzibilisen kotott PDMS-hibrid eszkozt fejlestd ki, amelyben a nyomtatott
aramkor technikaval készllt elektrodokat egy szdowareziszt szigetél rétegbe
agyazték bele [102]. Masok a csatornamintézattdltaazd6 PDMS réteget Uveghez
ragasztottak és egy PDMS/lUveg hibrid mikrocsipettddo Iétre [103], tovabba
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készitettek integralt rézelektrédokkal szerelt PDREST hibrid mikrocsipet [104].
Extrém vékony (0,6 um) szigetelréteget is alkalmaztak PDMS mikrocsip és
Uveglapba integralt platina elektrédok kozétt [L0Bing é€s Rogers haromszog
alaka aluminium elektrédot kapcsolt PDMS mikrocsiph halogénessavak
detektalasahoz [106]. Nemrégiben ionos folyadékokasznéltak fémmentes
elektrodként ¢D-hez PMMA/PDMS hibrid mikrocsipekkel val6 6sszekaplashoz
[107]. Olyan munka is ismert, amelyben egy extratammat alakitottak ki a
mikrocsipben, hogy alacsony olvadaspontt fémetigga) belejuttatva hozzak létre
az integralt ¢D elektrédokat [108].

Kordbban mikrocsipek tomegspektrométerrel valé demacsolasanak
lehetiségeitl is beszamoltak [109-110], melyek megvalésitasalspecialisan
kialakitott interfészeket alkalmaztak, de ezenrélééen még tovabbi fejlesztésekre
van szikség.
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3. Alkalmazott kisérleti korulmények
3.1. Vegyszerek, mintak

A Kkisérletekhez analitikai tisztasagl vegyszereketsznaltunk. A CZE
elvalasztasokhoz elektrolitként (BGE) kulonbBokoncentracioju foszfat puffert
alkalmaztunk. A 6,8-as pH-ju puffereket dinatriuidfdogénfoszfat, natrium-
dihidrogénfoszfat (Reanal) 1:1 moélaranyld 0Osszené¢edskészitettik. Az ITP
elemzésekhez haszndlt elektrolit oldatokat a Sigildrichtol véasérolt
vegyszerekdl (MES, L-hisztidin (His), L-hisztidin-monohidrokia (His-HCI))
készitettiik. A puffereket felhasznalasigdben taroltuk (+2C-on) és legfeljebb egy
honapig alkalmaztuk. A mérések megkezdéséit ed lebe§ szennyeddések
eltdvolitdasdhoz a pufferoldatokat minden esetbetb @m-es fecskenibiron
s4irtik at.

A mikrocsipekben végrehajtott CZE és ITP elemzédekmutatasdhoz
tesztvegylletként szines ételfestékeket alkalméztunogy a folyamatokat
mikroszképban koénnyen kovetni lehessen (a zo6ld festdélk (Unifine Kift.,
Magyarorszag, ill. McCormick&Co., Inc, MD) sargal(®, tartrazin) és kék (E133,
Brillant Blue FCF) komponensgball (3. abra).

o (8]

O\}Sf, 7 OH = é":

i

Na'Q” \ O . [ oNat
e N J
—N
Q=

O'Na*
3. abra

A kék (E133, Brillant Blue FCF) (felll) és a san@ 02, tartrazin) ételfestékek
szerkezeti képletei (alul).

Az antibiotikumok CZE elvélasztasahoz a kovetkkefalosporinokat hasznaltuk
fel: cefaclor (Ceclor 500 mg filmtabletta, Lilly,|&zorszag), cefadroxil (Duracef
50 mg/ml por beldeges szuszpenzidhoz, Bristol-Myers, Olaszorszéeftriaxon
(Rochefin 250 mg por oldatos injekci6hoz, Rocheaj&y cefuroxim (Zinacef
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750 mg por injekcidhoz, Glaxo, Egyesult Kirdlysé&g) ceftazidim (Fortum 500 mg
por injekcidhoz, Glaxo, Egyesilt Kiralysag), cefix(Suprax 200 mg filmtabletta,
Richter Gedeon, Magyarorszag). A cefaclor és aefigsetén a tablettakat porcelan
dorzsmozsarban 0Osszetortik, homogenizaltuk. A topbr formaban I&¥
kefalosporint kdzvetlen bemérés utan desztill&dbgn oldottuk fel, majd §rtik az
oldatot. A kefalosporinok vizes oldatban lassan laoak, ezért maximum 3 napig
hasznaltuk fel az oldatokat.

A PDMS mikrocsip-CD mérésekhez hasznélt torzsoldatokat az anionok
megfeleé kalium és néatrium soibol (Sigma-Aldrich Co., Stodis, MO, USA)
készitettik. Kozvetlenll felhasznalastedesztillalt vizzel (Millipore Synergy UV,
18,2 MQY) higitottuk az oldatokat a szilkséges koncentracior

A kapillaris és mikrocsip fellletének modositasahtegy molekulatdomeg
polimereket alkalmaztunk: PVP (1300000), PEO (M=900000) és HPMC a
Sigma Aldrichtdl beszerezve.

CITP elemzéshez @tészitett redlmintak: 0,5 g pérazbdl szarma#édarabot
5 ml desztillalt vizben 10 percig extrahaltunk 88&TE-vel higitottuk. A vorésbort,
meggylevet és almalevet membrdién ats#rtuk, buborékmentesitettik és
desztillalt vizzel 10-szeresére higitottuk. A viasgnintdk mindegyike tartalmazott
20% TE-t. Egyéb minta-ékészitést nem alkalmaztunk.

3.2. PDMS mikrocsipek készitése

A kisérleteinkhez hasznalt PDMS mikrocsipeket lagpgrafias modszerrel [64]
készitettik. A fotolitografias maszkhoz (4. abrespleént megrajzoltuk AutoCAD
szoftverrel (v.2013, Autodesk, San Rafael, CA, US&#)szikséges mikrocsip
csatornamintézatat. Az AutoCAD abrat egy nagyfetésin (3600 dpi) nyomtatd
segitségével egy atlatsz6 féliara nyomtattuk (héddéete, csatorna atlatszo lesz).

4. dbra
Fotolitografias maszk

Egy vékony sziliciumlapot (Silicon Quest, Santar&]&A) metanol segitségével
gondosan megtisztitottunk. A Si lapkara felcsepgtgimk kb. 0,5 g negativ tipusu
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fényérzékeny polimer gyantat (SU-8 2025, Microchétewton, MA, USA). Az
egyenletes eloszlas és a megfeldstagsag (3pm) eléréséhez egy hazi készités
spincoatert hasznaltunk, melynek segitségével lapRat nagy sebességgel (ebben
az esetben 3200 fordulat/perccel, 30 mp-ig) lelwgdtni. A vékony filmet
tartalmazo lapot 15 percre @5os kemencébe helyeztik qelelegitési szakasz).
Miutan a film megkeményedett, a Si lapkara raraldamkelkészitett fotolitografias
maszkot és UV fénnyell€ 365 nm, Spectroline FC-100/F lampa, Spectronics
Corporation, Westbury, NY, USA) besugaroztuk (6hegesen, 50 cm tavolsagral,
60 s-ig). Ezutan visszaraktuk tovabbi 5 percre ¥a%s kemencébe (utdmelegitési
szakasz). A lapkat SU-8 &livoszerbe (mr-Dev 600, Micro Resist Technology,
Berlin, Németorszag) meritettik és azbhéVoszer feleslegének eltavolitasahoz
spincoater segitségével néhany masodpercig kb. i@@lat/perccel forgattuk
(elszivasos fiilke alatt!). Mivel negativ tipustyéreékeny anyagot hasznaltunk, igy
az ebhivds utdn az UV fénnyel besugérzott részek megitaca(kb. 35um
vastagsagban) a Si lapon, ahol pedig a maszk neaitérte UV fény a réteget, az
el6hivoszer lemosta a gyantat. A készébmtmat (5. abra) metanollal dblitettik és
par 6raig 208C-os kemencében allni hagytuk. Az &iorma tobbszor is hasznalhat6
mikrocsipek készitésére, a mintazatot csdisefsbh mechanikai behatassal, példaul
pengével lehet eltavolitani a Si lapkéarol.

5. dbra
A PDMS mikrocsip készitéséhez hasznaltorma.

A mikrocsipeket a PDMS polimer dformara ontésével (moldinghddszer)
készitettik. Az Orifforma fellletét még egyszer metanollal mostuk ésitxtuk,
majd beleraktuk egy ianyag Petri-csésze aljdba. Osszemértiink 25 g PD8&4S-t
2,5 g térhalositd adalékot (Sylgard 184, Dow CagnMidland, MI, USA). Fontos,
hogy a PDMS monomer és a térhalosito aranya 18ykire mert igy lesz megfetel
keménység a mikrocsip. Természetesen, ha vastagabb vagynyakb mikrocsipet
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akarunk késziteni, akkor az aradnyokat megtartvaelh@jik/csokkenthetjik a
komponensek mennyiségét (nagyon vastag mikrocsikedzitése problémaba
utkdzhet, mivel a Si 6fiforma torékenysége miatt nehéz lehtzni iEanyagot az
ontsformardl). Ezutan homogenizaltuk a keveréket aaiédito egyenletes eloszlasa
érdekében (6.a abra). Az O0sszekeverés hatasarédéépuborékok vakuummal
eltavolithatok, azonban tapasztalataink szerira &pés nem feltétlenil szikséges,
mivel a buborékok a kemencében toéigmlimerizaciokor elinnek a nianyagbal.
Ezt kdveben az oOniformara Ontottik a keveréket (6.b abra), majd 6€crpe
64,5°C-0s kemencébe helyeztikz egy Ora letelte utdn kivettilk a Petri-csészét,
hagytuk kihilni, majd egy fémszerszam segitségével Ovatosarekégtuk a perem
mentén (6.c bra). Ezutan damyagot lehtztuk a Si dgiformardl (6.d abra), amely
mintazatdnak masolata rakerult #anyag aljara. A mikrocsip készitésének kritikus
mozzanata az &6 két Iépés volt az 66torma torékenysége miatt. Az éfbrmét
végul attéroltik metanolos vattaval, amelyre igyaupnthet mikrocsip. A
mianyagot ezutadn egy penge segitségével méretre kvd@ue abra). Egy
ontforman ugyanaz a mintazat kétszer szerepel, ezémekek eltavolitasa utan
kettévagtuk a formardl lehdzott tianyagot. A portok kialakitAsahoz cseréthet
heggyel rendelkéz kézi lyukasztot alkalmaztunk (6.f abra). A lezarEpésnél
(sealing) két fellletet teljes terjedelmében, téteden kell Osszeilleszteni és
ragasztani. Ha a lezards nem tokéletes, akkor akimé@rmatos hézagok miatt
kialakul6 folyadékaramlasok hasznalhatatlanna telaetendszert. A ragasztasitl
metanollal tisztitottuk a két ©sszeragasztandoldidt) majd két percre levég
plazmaba (nagyfrekvencias kisnyomasu térbe) halikeziHarrick PDC-32G,
Harrick Plasma, Ithaca, NY, USA) az aktivdlando olegt. Végul a vakuum
megszlntetése utan az aktivalt fellleteket egymabeyeztik, melyek
irreverzibilisen dsszeragadtak. igy elkésziilt abtan lathaté mikrocsip.
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PDMS keverék omformara éntése (b), megkeményedett polimer korbésegc) €s
lehuzasa az 6éformérdl (d), majd méretre igazitasa (e) és a fddalakitasa (f).
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7. abra
PDMS-BI készilt mikrofluidikai csip Gveglaphoz ragasztva.

3.3. Mikrocsipek alkalmazasa soran hasznalt eszkoko

A mintdk injektadlasahoz, valamint a pufferelektroliaramoltatasahoz
perisztaltikus pumpét (IPC, Ismatec) vagy fecskeundpat (Bee Hive MD-1020,
Bioanalytical System Inc., 2,5 ml-es fecskével szerelve) hasznaltunk. A
beinjektalt minta mikrocsipben val6 aramlasat églaktroforetikus elvalasztasokat
kutaté inverz mikroszkoppal kovettik (Axio Observeél, Zeiss), illetve
nagyfelbontast digitalis kameraval (AxioCam ICC3gis8) rogzitettik. A
kiértékeléshez kép/vided rogrités feldolgozoszoftvert (AxioVision 4.6.3, Zeiss)
alkalmaztunk (8. &bra).

elektrodok
— /|
—— ~ e ° \

gl

\ */- - \
| :

perisztaltikus
pumpacsovek

mikrofluidikai csip

Microply-01 tapegység

Axio Observer A1 kutato,
inverzmikroszkop

8. abra
A mikrocsipben tortéh elektroforetikus elvalasztasok végzéséhez és myarjéséhez
hasznalt rendszer.
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Az injektdlast kovdét elektroforetikus elvalasztdsokhoz egyenaramda,
nagyfeszultséf tapegységeket (Microply-01, 0-2 kV, max. 0,25 ng\Microply-

31, 0-2,5 kV, max. 0,6 mA, Cetox Kift., illetve Slmehn CZE 1000R, 0-30 kV, max.
0,3 mA, Ithaca, New York, USA) hasznaltunk.

A uCE rendszernél a komponensek detektalasat sidep miniaturizalt UV
spektrofotométerrel (Avaspec-2048-2, Avantes, Hhalia) valositottuk meg. A mért
értékeket Avasoft szoftver (Avantes, Eerbeek, Halla) rogzitette.

A CE és CITP elemzéseket HP 3DCE és 7100 CE (Agilgvaldbronn,
Németorszag) készllékeken végeztik, |68 beld atmébji poliimid réteggel
bevont kvarckapillarisokban (Polymicro Technologyhoenix, AZ, USA). Az
elektroferogramokat a CE készulék szoftverével (Chation 7.01) értékeltuk ki.

A folyadékaram-megosztasos injektalas soran végh&dmamlasi viszonyokat a
COMSOL Multiphysics (COMSOL, Inc., Palo Lato, CA, SB) szoftverrel
szimulaltuk.

Az érintkezésmentes vedképessegi detektalashoz a mikrocsipekhez fejlésztet
platformot (ET121 modell) és a hozz& kapcsolédérjsits és adatg§jté egységet
(PowerChrom 280, eDAQ, Ausztralia) hasznaltuk. Apikarisban végrehajtott
detektalast pedig © szenzorfejjel (TraceDec, Innovative Sensor Tetdwies,
Strasshof, Austria) végeztiik. AT adatok kiértékeléséhez és feldolgozasahoz a
Chart (v.5.5.13, eDAQ) szoftvert alkalmaztuk.
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4.Az elért eredmények és értékelésuk

4.1. Folyadékadram-megosztasos mintabevitel kidolgadga mikrocsipekhez
4.1.1. A folyadékaram-megosztasos injektalas elve

Mikrocsipek esetén egy optimdlis injektélasi eli@ad szemben tdmasztott
legfontosabb kovetelmény, hogy a mintabeviteli #pé legyen hibaval terhelt. A
feszlltség alkalmazasa keruléndnivel az valtozast okozhat a mintatsszetételben.
Munkank soran céluliztiik ki egy olyan 0j injektalasi médszer kidolgaaasamely
megfelel ezeknek az elvarasoknak. Az altalunk kjdmbtt, nyomassal tortén
folyadékdram megosztasan alapulé mintabevitel lehsonlit a gazkromatografiabdl
(GC) jol ismert megosztott (split) injektalashoz. @C-nél split injektélaskor a
gbzfazisba vitt minta az injektorban 6sszekeveredikivégazzal, majd két részre
oszlik: a kisebbik része a vigazzal a kromatografias kolonnéara jut, a masikeész
egy nyilason keresztll kifavodik. A megosztasi gréftalaban 1:10 és 1:1000
kozotti [111]. A split injektalas elvét a folyadékinatografidban gyakorlatilag nem
hasznaljak.

A folyadékaram-megosztasos injektalas elve a H&gmseuille térvényen (1.
egyenlet) alapul, mely szamstien leirja az aramlasi viszonyokat a mikrofluidikai
csipben (vizszintes csatorna, stacionarius, rété@gaslas).

4
V = APd" 7t (1)
12871

Az egyenletben a V a kapillaris keresztmetszetiélé alatt ataramlott folyadéek
térfogatat, n a viszkozitast, AP a csatorna mentén | tavolsagban kialakulo
nyomaskilénbséget, d a kapillaris/csatorna suggleitti. A torvénylbl kdvetkezik,
hogy a csatorna atm#@étsl rendkivil nagymértékben (d a negyedik hatvanyon
szerepel) fligg az injektalt minta térfogatanak rfdési sebességének) eloszlasa a
kalonb6d szélesség csatornak kozott. Tovabbé forditott aranyossagfeiih a
szeparaciés csatornaba jutott minta térfogata é&saorna/kapillaris hossza kozott,
tehat az egyforma atmi@ti csatorndk kozul a hosszabb csatornaba jut be éebes
minta.

A folyadékaram-megosztasos mintabevitelhez egy noly@atornarendszert
terveztiink, amelyben az injektalasi rész egy négyszélesebb csatornat (OUT2),
illetve egy keskenyebb, de tizszer hosszabb csdtdartalmazott (OUT3) az
injektalasi csatornan (IN) és egy plusz kivezetdgeill (OUT1) (9. 4bra).
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T (elvalasztasi csatorna)
I
Vol L
€D
d
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9. dbra

Mikrofluidikai csip kereszte@ésének mintdzata és az aramlasi viszonyok szenéiedt
(V: folyadéktérfogat, d: csatornaszélesség, L:arsathossz).

A rendszerben érvényes viszonyok leirdsa a 2. égfyalapjan torténhet:

o’
v, _ L, 2)
Vo a7, 0, 4
L3 L2 Ll

Az &ltalunk tervezett mikrocsipben a szélesebbocsatatmésje négyszer nagyobb
a keskenyebbekéhez képest, a szeparacidés csamsszalpedig tizszerese a tobbi
csatornaénak, azaz

di=4d és gkd,=d:=d, illetve 3

L,=10L és lb=L:=L,=L (4)

Mindezekidl kbvetkezik, hogy

V, =L, azazV, = Vo (5)
4" 110 2560
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Ez azt jelenti, hogy ha a csatornaba beinjektatitantérfogata (¥ 1 pl, akkor a
szeparacioés csatornaba jutott minta mennyiségecédpéan 0,39 nl. Ez a térfogat a
10 cm hosszuségu csatorna térfogatanak 0,22%-qu@2bsszisagu mintadugo, a
csatorna mélysége 3um), ami megfeléen kicsi térfogatot biztosit az
elektroforetikus elvalasztasokhoz.

4.1.2. A folyadékaram-megosztasos injektalds alkabmzasa folyadékmintak
mikrocsipbe torténé bejuttatasahoz

A folyadékaram-megosztasos injektalas bemutataséek ételfestéket
hasznaltunk, mikroszképpal rogzitve az &ramlastongokat és az elvalasztasi
csatorna kezdetén kialakulé kicsi mintatérfogatol0. abran kovethét hogy az IN
port febl érked kezdeti mintatérfogat hogyan oszlik meg a kulobéunesdju és
hosszUsagu csatornak (OUT1-2 és SEP) kozott.

ouT2

SEP
OoUT1 - -

100 pm
IN H

10. 4bra
A kidolgozott folyadékaram-megosztasos mintabevikllamatanak szemléltetése kék
ételfesték alkalmazaséaval $¥1 pl, Viy~0,4 nl).

A folyadékaram-megosztasos mintabevitel reprodwtabagat kék ételfesték
egymas utani injektaldsaval (N=6) vizsgaltuk, alakalt kicsi mintatérfogatok
cslcsmagassagaira €s csucsterileteire 4,8, iBEIVRSD% relativ széras értekeket
allapitottunk meg, melyek hasonléak a mikrofluidikesipekhez hasznalt mas
mintabeviteli modszerekkel elért értékekhez (11apab
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11. 4bra
Folyadékaram-megosztasos mintabevitel reprodulk@dhatnak vizsgalata kék ételfesték
egymast koveétinjektalasaval (N=6). A kék festék szinintenzités@nikroszkop
kamerajaval kovettiik a csatorna keresatiése és a SEP/OUT3 port kdz6tt. Kérilmények
ugyanazok, mint a 10. abran.

A kidolgozott injektalasi modszer jeléiségét az adja, hogy jelenleg alig ismert
olyan mintabeviteli médszer, mellyel ilyen kis wghtd minta beinjektélasat lehetne
elvégezni mikrofluidikai csipekbe pusztan nyomaskabhazasaval, egysZer
eszkozok felhasznalasaval. A csatornak atmék és hosszainak valtoztatasaval az
adott analitikai probléma megoldasahoz szikségdsonsip készithét el. A
csatornak dimenzioé aranyainak véltoztatasavaklézéekhez képest kisebb vagy
nagyobb mintamennyiség injektdlasa is megoldhagy BEagyobb mintatérfogat
injektalasaval a zonaelektroforetikus elvalasztadydit izotachoforézisre van
lehethség, amely a mintak dusitdsanak egyik hatékonyrnaliiedja (lasd
részletesebben a 4.3.3. fejezetben). Kis mintamségyél gyors, roévid
csatornahosszon tori@mrelektroforetikus elvalasztast lehet elérni. Forkimelni,
hogy az injektalt mintamennyiség térfogata nem fidaggumpa sebességétazt
kizarélag a csatornék atnéémek aranya és hossza, illetve az eredeti minfagéta
(V,) befolyasolja.
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4.1.3. COMSOL szimulaciok alkalmazéasa mikrofluidika
csatornarendszerekben a folyadékaram-megosztasogektalas modellezéséhez

A mikrofluidikai csatornakban jellendzaramlastani viszonyokrol a COMSOL
Multiphysics® 5.0 (COMSOL, Inc., Palo Alto, CA, USAégeselem alapu (Finite
Element Method, FEM) mérnoki szoftverrel készitektiszimulaciokat a PPKE
Mikrofluidikai Kutatécsoportjaval egyutttikddve. A program ifikodése a Navier-
Stokes egyenlet (6. egyenlet) numerikus megold&dapul laminaris aramlasi
korulmények (kdzismert, hogy mikrofluidikai csatarendszerekben @& laminéris
aramlasi profil tapasztalhato, mivel a Reynoldsvszék esetben kisebb mint 1) és
nem 6sszenyomhaté folyadékok feltételezése mellett.

ov 1 )
— +(vD)v=——0p+Ulv
P (vD)v P p v ©6)

ahol v sebesség (i}, t id6 (s), p nyomas (Pa)y siriiség (kgrit), v kinematikus
viszkozitas (rfs?). A folyadékokra a szobé&mérséklei vizre jellems
paramétereket alkalmaztuk tdség: 1000 kg, kinematikai viszkozitas:
10° m?s?).

A szimulélni kivant rendszerek AutoCAD csatornamratta (dxf kiterjesztés
fajl) kozvetlenul exportédlhat6 a COMSOL programba. mikrocsip bemeneti
portjanal (IN) 1 pl/min aramlasi sebességet, migsszes tdbbi (OUT 1-3) portnal
nulla nyomasértékeket allitottuk be, mely a folyjadzabad kiaramlasanak felel
meg. A csatornamintazatokra 42000-256000 db alketdet tartalmazo
halérendszert rajzoltunk, amelyben az elemek legkismérete 6-16 um, atlagos
méretik pedig 18-30 um volt. A szabadsagi fokokrez&0000 és 440000 kozott
véltozott.

Kulénbd® csatornaszélesség-aranyu (1:4, 1:6 és 1:10 Ephit-farany)
mintazatokban szimulaltuk az aramlasi viszonyokabnas kezdeti szimulacids
paraméterek mellett. A kapott sebességeloszlasatimkat kilonbdz skalakat
hasznalva abrazoltuk (0-7x30ms', valamint 0-1,5x18 ms") (12. abra). A
varakozasnak megfet@dn a szélesebb csatornak (400, 600 és 1000 unekes) f
tapasztalhatok nagyobb lineéris aramlasi sebessémeklyek megfeleltethdt
nagyobb térfogati sebességeknek4 aranynal a beinjektalt kezdeti térfogat
(Vo=1 ul) 98,5%-a, 1:6 aranynél 99,5%-a, 1:10 aranyedig 99,9%-a aramlik a
széles csatornék felé (OUT Xy az 1 ul térfogatnak csupan a téredéke oszlig me
az OUT 1 és OUT 3 (szeparéaciés csatorna) kdzotwelMa szeparacidés csatorna
hosszabb, mint az OUT 1 kive#iega, utobbiba keril be nagyobb térfogat a
forditott aranyossagi tény@ézmiatt (V~L"). A szimulaciok alapjan az elvalaszto
csatorndba a szélességaranyoktol éégg0,37-1,02 nl (1:161:4) térfogatok jutnak
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be, amelyek megfelétn kis mintatérfogatot biztosithatnak tdbbkompofienmta
esetén is a CZE elvalasztasokhoz.

skala 0 - 7x1073 m/s kozott skala 0 - 1,5x107 m/s kozott

1:4

24201

24191

10

1:6

24201 24201

24191 2419+

28211

1:10 |

24201 . 2420

419 04
2419+ 209

1202 1203 1204 1205 1202 1203 1204 1205

12. 4bra
COMSOL szimulaciok sebességeloszlas-diagramjgatidkaram-megosztasos
injektalasnal eltér csatornaatméraranyok esetén kétféle sebességskalan abrazolva.

Osszehasonlitottuk a Hagen-Poiseuille torvény ggemlet) alapjan szamolt és a
szimulaciokbdl kapott injektalt térfogatokat (1&lra) kilonbo& csatornaatmér
aranyok esetén {4100 um, ¢=400, 600 és 1000 um, 13.b abra). Megallapithato,
hogy a gorbék lefutasa hasonld, de némi kilonbkegdtszoros) tapasztalhaté az
injektalt térfogatokban azonos, \értékek esetén is. Ez a kulénbség abbol adddhat,
hogy a szimulacio és a szamitas némileg &figikai torvényeken alapul. A Hagen-
Poiseuille torvény a Navier-Stokes egyenlet leegnisitett formaja, mindkeit
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figyelembe veszi az &ramlasi sebességet és a maatmégei kozotti
nyomaskuilonbséget (nyoméasesés). A COMSOL szoftwmlman emellett a
csatornafalnal jelentkézsurlodassal, a teljes csatornamintazat geometalags a
fal nedvesitésével is szamol, ezért a Hagen-Pdmsadrvény egyszéisége miatt
inkdbb kozelid becslésekhez hasznalhaté. Mivel mar 1:4 csatadng@rmintizat
esetén is megfelétn kis térfogati (1,02 nl) minta injektalasara nigihetség, ezért

a tovabbi szimulacidékhoz, valamint a mikrocsipels#éséhez is ezt az alakzatot
hasznaltuk.

100 pm
i
a, b, d,
15 - j =
1 - B - Hagen-Poiseuille tv.
- COMSOL
V inj. (nl)
0,5 T E\ﬂ
0 . . |
2 4 6 8 10
d,/d,
13. 4bra

A Hagen-Poiseuille térvény alapjan és a COMSOL skeioval kapott szeparacios
csatornaba injektalt mintatérfogatok dsszehasaalitdtéd csatornaatméraranyokndl (a).
A szimulaci6hoz/szamitashoz felhasznalt csatormeizéeddés sematikus abrazolasa (b).

Megvizsgaltuk azt is, hogy a minta bejuttatasanakiqidja a keresztédésben
hogyan befolyasolla a kialakult minta térfogatat.hhEBz ugyanolyan
csatornamintazatl mikrocsipet hasznaltunk (14.a)aés kizarélag az injektalasi
portok helyét (IN) cseréltuk fel. A kinagyitott (bdc abra) és a normél méfet
(14.d-e abra) sebességeloszlas-diagramokon lathady, az aramlasi profilok nem
térnek el egymastdl jelatgen, a szeparaciés csatornaba injektalt térfoddinétti
kilonbségek viszonylag kicsik (1,23 nl, illetve 81). A kilbnbség abbdl adédhat,
hogy a keresztézlés kialakitasa miatt kissé eltér az IN és OUT atarsak
geometridja.
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Sebesség (m/s)

o
d, 10 €, 1 e

2398

2398}

2397

2397

2396 N L 2

295F . 2395 . L
1163 1164 1165 1166 1167 1164 1165 1166 1167

14. abra
A mintainjektélas pozicidjanak hatasa a bejuttatlotht térfogatara. A szimulaciéhoz
hasznalt csatornamintazat (a), valamint a kinagy({o c) és normalmérie(d, e)
sebességeloszlasi-diagramok.

Ahogyan kordbban utaltunk ra, a csatornahossz lésirgektalt térfogat kdzott
forditott aranyossag all fent. Azonos csatornaarééy elrendezés de kulonboé
hosszusagu (35 cm, illetve 5 cm) szeparacidés cs#toesetén is végeztink
modellezést (15.a, ¢ &bra). Lathatd, hogy mindkeéatarnahosszUisag esetén
lehettiség nyilik kis mintamennyiség injektalasara, a kiapgebességeloszlas-
profilok pedig nagyon hasonléak egymashoz (154bhra). A hosszabb elvalasztasi
csatornandl 0,22 nl, a révidebb esetén pedig 1,28rfvgatll minta jutott be, ami
~5,5-szeres aranyt jelent. A Hagen-Poiseuille tiyvalapjan becsult aranyhoz (~7)
képest ez csekély mériekltérés. Ezek a térfogatbeli kiilonbségek nem igegek
egy CZE elvélasztasndl, a kulcsfontossagu az, hagy egyméast kovét
injektalasoknal kapott mintatérfogatok azonos wafdak legyenek. Hosszabb
elvalasztasi csatorna alkalmazasara akkor leh&ségiiha tdbbkompondnsintat
elemzink, vagy ha nagyobb mintadugét akarunk iéjekt nagyobb V
alkalmazéasaval, pl. izotachoforetikus dusitashoz.
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15. 4bra
A szepardcios csatorna hosszanak hatasa a kiatakuédugo térfogatara 35 cm (a,) és 5
cm (c,) hosszak esetén a relevans sebességelatiaigisimok feltiintetésével (b, d,).

A Hagen-Poiseuille térvényen alapulé meghatarotstss@rban olyan egysazer
csatornamintazatok (hengerdkeforma) esetén hasznélhat6, amelyekben nincs
alakzat- vagy atmévéltozds a csatorna teljes hosszat tekintve, dlehem
tartalmaznak kanyarulatokat sem. Bonyolultabb itk esetén a COMSOL
szimulacio adhat pontosabb eredményt, mivel alkafsaval figyelembe veliet
teljes csatornamintazat (6sszgeometria) aramlégrfatokra gyakorolt hatasa (pl.
a nagyobb hosszUsagu elvalasztasi csatorna araasillasdnak hatasa a csatorna
kereszteddéseére).

Meg kell emliteniink, hogy mig a szimulaciok esetéhmealis korilményeket
feltételezlink, redlis rendszereknél a csatorndb&ordulhat szennyéaés vagy a
portokban maradhat a kialakitds (lyukasztas) skidmsadt PDMS darabka. Ezek a
tényedk jelentsen befolyasolhatjak az aramlé folyadékok viselkétiéeltérést
okozva a kisérletes, valamint a szimulaciokkal kapeedmények kdzott.
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4.2. A folyadékaram-megosztdsos injektalast kowét elektroforetikus
elvalasztasok mikrocsipben

4.2.1. Zonaelektroforetikus elvalasztasok tanulmamyzdsa a PDMS mikrocsip
feluletmodositasat koveden

A zbnaelektroforetikus elvalasztasok PDMS mikrobsip valé megvalositasa
soran & célunk a hidrodinamikus folyadékaram-megosztasektalast (melynek
elvét részletesen a 4.1.1. fejezetben ismertektikgiben a szeparaciés csatornaba
juttatott, néhany tized nl térfogati minta kompasenek minél gyorsabb és
révidebb csatornahossz alatt tofidaljes elvalasztasa volt.

A vizsgalataink sordn zold ételfesték keveréketaszottunk komponenseire
(sérga és kék). A szines vegyllet alkalmazésatduokolta, hogy igy mikroszkoppal
egyszetien nyomon lehetett kbvetni a csatornaban végbéraeamlasi viszonyokat,
a kis mintatérfogat kialakulaséat az injektélas spithetve magéat az elvalasztast is
(16. abra). Mivel az ételfestékben taladlhatdé séggakék komponensek negativ
toltédiek, mindkett az andd (+) felé mozog feszlltség hatasara. Eaeért
elvalasztasi csatorna veégén déport mellé helyezett platina elektrédra pozitiz, a
injektalasi résznél |éy elektrédra negativ fesziltséget (fold) kapcsoltuakkét
festékanyag kozll a sé&rga komponensnek volt nagyabb elektroforetikus
mozgékonysaga (a nagyobb toltés/méret aranya (iggtaz elektroforézis soran a
kék komponens étt haladt az andd felé (16.e-f dbra). Az elvalé gomensek
lathatban azonos irdnyba és az EOF-fel ellentétesmrogtak, de a komponensek
eredd (latszélagos) mozgékonysaga az EOF valtozasavayymnmartékben
megvaltozhat.
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16. abra
Mikroszkdpos fényképek a folyadékdram-megosztagektalasrél (a-d) és az injektalast
kove® zonaelektroforetikus elvalasztasrol (e-f). Koruhpék: BGE: 25 mM foszfat
(pH 6,8), U=1000 V, csatornaatndéd 00 um, minta: kék és sarga festék.

Ismert, hogy a PDMS j6 adszorpcids készsége mégesk megkdtni a mintaban,
illetve a futtatopufferben lév komponenseket. Emiatt a feluleti tdltésviszonyok
allandéan modosulhatnak az elemzések soran, ami E@F valtozasat
eredményezheti. JOl reprodukalhato elektroforetilahgalasztasokhoz a PDMS
csatorna falanak egységes és allandd tolfétilettel kell rendelkeznie. Ennek
kialakitdsa érdekében kulonkioz fellletmbdositd anyagokat alkalmaztunk.
Megvizsgaltuk, hogy milyen hatassal vannak az ek#bksokra az anionos (SDS) és
kationos (cetil-trimetil-ammonium-bromid, CTAB) fdétaktiv anyagok, illetve a
semleges polimer (metil-celluléz, MC) alkalmazage elvalasztasok étt a
kilonbo® feliletmodositd anyagok 1 mM koncentraciéju oldatal percig
Oblitettik a mikrocsip csatorndjat, majd harom d&heltével az atoblitést
megismételtik. A megkdtott feliletmddositokat szerves olddszerrel (mdjano
sikerilt eltavolitani, a BGE-vel tortdnmosas csak kis meértékben hatott az
adszorbedélodott modositokra.
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Az SDS anionos detergens negativ toltéseket vi€DRIS fellletére, ezaltal
megndveli a katdd iranyd EOF mértékétoserkonstans, reprodukélhatdé aramlast
hozva létre. llyen korilmények mellett a komponéns&ndorlasanak iranyai
mobdosultak a detergenssel nem kezelt mikrocsipbietakhoz képest (17. abra). Az
er6s EOF olyan nagymeértékben befolyasolta az anionospknensek sajat
mozgékonysagat, hogy 0sszességében az EOF mozgéganyatarozta meg a
vandorlas irdnyat. Annak érdekében, hogy a kompselert detektélni tudjuk az
elvalasztasi csatorna egy adott pontjan, d@zéekhez képest forditott polaritast
alkalmaztunk (a szeparacios csatorna végére kdpksal negativ fesziltséget).
Mivel a kék komponens erédnozgékonysaga (a sajat mozgékonysag és az EOF
mozgékonysaganak &gles 6sszege) nagyobb volt, mint a sarga kompéneas
elvalasztas soran a kék komponens vandorolt gybesalfl7.a abra). A kationos
detergenssel torténfellletkezeléskor a negativ toltéxsatorna falan a CTAB
adszorpcidja miatt pozitiv fellleti tdltések jelektmeg. Ez azt eredményezte, hogy
az EOF értéke nemcsak csokkent, hanem az arandid@gaiis megfordult (andd
irAnyu EOF). Mivel sarga és kék komponensek adiikéek megfelélen az anod
iranyaba vandorolnak, a két hatds Ossédiiz Azt tapasztaltuk, hogy az
elektroforéziskor a nagyobb mozgékonysagu sarggpkoens haladt &l (a pozitiv
elektrédot az elvalasztasi csatorna végére helgptiiy.b abra). Ebben az esetben
az EOF hatdsa a komponensek vandorlasdra nem uplyos, mert teljes
elvalasztasuk nagyobb Gthosszon tortént meg (Gasaeatlitva a MC-vel tortén
felliletmodositassal). Megvizsgaltuk a semleges mid@lo(MC) elektroforézisre
gyakorolt hatasat is. A MC polimer részecskék a FDHRlara adszorbealdédva
elfedik a negativ fellleti toltést, és igy megik az EOF a rendszerben. Az
elektroforézis szempontjabdl igy kizardlag a korgrmek eltér elektroforetikus
mozgékonysagai lesznek a meghatarozok. Ebben dbeasés az elvalasztasi
csatorna végeére kapcsoltuk a pozitiv fesziltsédetkét komponens teljes
elvélasztasa nagyon rovid Uthossz alatt (<1 cm)tonggnt. Az elvalasztdsok soran
kapott elektroferogramokrol lathatd, hogy az MC-i@térd fellletmodositas utan
végzett elektroforézis soran alapvonalon elval@sskat kaptunk (17.c abra). Tehat
a vizsgélt rendszerben az ételfesték elvalasztasaravolt a legkedveibb
kordlmény, amikor az EOF nem, csupan az elektrtkue mozgékonysagok
kilonbségei befolyasoltak az elvalasztast.
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Az EOF és a vizsgalt komponensek (sarga és kéfesgtigk) mozgékonysagainak) (
illusztralasa és a kapott elektroferogramok. A imdlsip csatornait SDS-sel (a,); CTAB-vel
(b,) és metil-cellulézzal (c,) kezeltik az elekinafzis ebtt. Kérilmények: BGE: 100 mM

foszfat (pH 6,8), U=1000 V.

Az elvalasztdsok 0Osszehasonlithatosdga érdekébardhaémom esetben a
mikrocsip csatornajanak azonos pontjadban (a csatkemesztemésédl 10 mm
tavolsagra) detektaltunk. Ezt a mikroszkop szoéerépitett modullal végeztik el,
mely a mikrocsip csatornajanak egy adott pontjaszmintenzitds-valtozasokat
érzékelte (17. abra). A szoftverikddése az RGB (Red-Green-Blue) szinrendszer
alkalmazdsan alapult (a fehér szinben mindharomnoszzetey 255-6s
hozzajarulassal szerepel, fekete szinnél az RGBrfalk O értéket vesznek fel).
Amig egyik komponens sem érte el a detektalds helyéalapvonal valtozatlan
maradt. A sarga komponens kisebb szinintenzitasatt nalacsonyabb csucsot
eredményezett a kék komponenshez képest (hasceddi/Vis detektalas esetén,
amelynél egy adott komponensnek kiloribézhulldmhosszakon vald
elnyelése/detektorjele eltgr
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A 16.e-f abran lathatd, hogy az elektroforézis soRég jelenis a nagy
koncentracioju, elval6 komponensek diszperzidjaeputtatott minta térfogatahoz
képest. A diszperziot nagyobb koncentracioju puéfialmazéasaval eredményesen
csokkenteni lehet (a fellletmddositdé anyagokkaktérvizsgalatoknél éppen ezért
hasznaltunk 100 mM koncentracioju puffert). A nagggncentracié viszont
problémat jelenthet, mivel nagyobb fesziltség atkedasa esetén az aratisseg
jelentsen megnovekedne, ami a jetEmntloule-b képzdés miatt megint csak a
zondk nagymérték diszperzidjadhoz vezetne. Alacsonyabb koncentracmjffer
hasznélata éhyts lehet a nagyobb alkalmazhat6 fesziltség naati, gyorsabb
elvalasztast eredményez, de azé&tknek megfelélen nagyobb diszperzidval kell
szadmolnunk.

A mikrocsipben tortéh elektroforéziskor a csatorna keresétizsél 10 mm
tavolsagra detektaltunk, ez a legkisebb tavolsdmpl @ komponensek teljesen
elvaltak egymastdl (18.a abra) kevesebb mint 1ats & felbontas ndvelhéf ha a
kereszte@déstl tavolabb detektélunk (18.b abra), de igy az ebsnads a
detektalasi thvolsaggal ardnyosan megnovekszikagydmanyos CE készilékben a
lehetséges legkisebb effektiv elvalasztasi hossz n@® (4n. "short end"
injektalasnal, Agilent készllék) a készllék georaeklrendezéséh adédoan. A
CE késziiléken a nagyobb effektiv hossz alkalmaxéats nagy felbontas érhtetl,
de ehhez legaldbb 130 s analiziséd van szikség (18.c abra). A 18. &bra
elektroferogramjain lathato, hogy a varakozasnagfelelsen mind a mikrocsipen,
mind a CE-vel végzett elemzéseknél ugyanolyan edladztasi profil, hiszen az
alkalmazott pufferrendszer, illetve az elvalasmé&shanizmusa (CZE) megegyezett.
Kllonbség csak az EOF hozzajarulasanak mértekébey,az esetleges eltéfali
adszorpcids hatasok tekintetében volt varhato.
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A kapott elektroferogramok 10 mm (a,) és 45 mm ébsfilasztasi hossznal a mikrocsipen és
CE-nél kvarckapillarison (c,) detektalva.

Az el6z6 kisérletekl lathatd, hogy PDMS mikrocsipen végzett elvalasikaso
esetén az EOF véltozdsa problémakat okozhat, asmakalyozdsa és allando
értéken tartdsa kulcsfontossagu a reprodukalhathzélsekhez. Munkank tovabbi
részében ezért az elvalaszté csatorna fellletéridositasara — az alkalmazasi
kortol figgéen — kiemelt figyelmet forditottunk.
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4.2.2. Miniatlrizalt CE rendszer kifejlesztése

4.2.2.1. Mikrocsip—kvarckapillaris kombinaciéju  elvalasztd  rendszer
kifejlesztése szaloptikds spektrofotometrids deteltas alkalmazasaval

Munkank sordn egy olyan Uj, miniatUrizalt kapilkarelektroforézis rendszer
Osszeallitasatiztuk ki célul, amelyben megtalalhaték a hagyomar@askészuléek
fobb alkotérészei. A kordbban mar részletesen beotuta@.1.1. fejezet)
folyadékdram-megosztasos injektalast alkalmaztukniatabeviteli Iépéshez. A
hagyomanyos CE készulékben pontosan szabalyozatinkények kdzott, teljesen
automatikusan, reprodukalhatd modon térténik a m@gwor tiz nl-nyi minta
injektalasa. Mikrocsipek esetén egyszgrumpa alkalmazasaval nincs leisglg
ilyen kis térfogatok bevitelére, a folyadékadram-wegidsos injektaldssal viszont
lehetiség nyilik ezek kezelésére. A PDMS mikrocsipberégett elektroforetikus
elvalasztasokhoz (4.2.1. fejezet) a minta aran&dtat kezdetben perisztaltikus
pumpét hasznaltunk. Ezzel a manualis eljarassairftat adott ideig és sebességgel
szivtuk fel a pumpaébe, majd a mikrocsip bemeneti portjdhoz csatlakeataz
aramlas iranyanak megforditasa utan a csatorndbgpgituk a kb. 1ul mintat,
amelynek csak toredéke jutott az elvalasztdé csaban nem lehetett preciz
injektalasokat elvégezni. Részben azért, mert atamiielszivasakor jeleés
diszperzio lépett fel a 6ben, valamint a pumpa pulzdlasa is pontatlansagot
okozhatott. Az injektaldsi |épés problémdjanak nddgara egy, a
folyadékkromatografiaban hasznalt mikroinjektor éBtyne 7520)
alkalmazhatésagat vizsgaltuk meg. Az injektor fjatdartalmaz egy adott térfogati
kamréat (pl. 0,2-1 pl), amelyet egy tompa hedyamilton fecskend segitségével
kell feltolteni a mintaval (a minta feleslege a ki nyilason at tavozott). A kar
injektalasi alldsba forditasdval a rotorbandéléwinta az aramlé pufferbe kerult,
melynek aramoltatdsdhoz fecsképdmpéat hasznaltunk. tkodése soran nem
jelentkezett pulzalé aramlas, amely nyomaseséstatkaolna a rendszerben. A
mikroinjektor alkalmazasaval leléseg nyilik &aramlasos injektéalasra (flow
injection), vagyis a rotor Ujboli feltdltésével Ujabb mintadészinjektalasara,
sorozatinjektalasra. Ez éely a hagyomanyos kapillaris elektroforézis rendster
szemben, ahol nincs leliség sorozatos mintabevitelre az elektroforézist. afat
mikroinjektorbdl egy PEEK csovon keresztil tavozat puffer (injektaldsi
pozicibban a minta is), amely a PDMS mikrocsip hestieportjahoz kdzvetlenil
csatlakoztathatd. Vizsgélatainkhoz a 19.b abrarhatét csatornamintézatu
mikrocsipet hasznaltuk. A négyagu (kereszt) résgaétom 50 és egy 200m
atmeénji csatorna) lehéseg nyilt a folyadékaram-megosztasos injektaléAra.
PEEK csbtvet a bemeneti (IN) porthoz csatlakoztafguport atméije kb. 300um, a
PEEK c$ kulss atméBje pedig 360um volt). Mivel a PDMS meglehésen
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rugalmas anyag, ennek koszordteet a PEEK &5 fliggsleges pozicidban teljesen
szivargasmentesen csatlakoztathatd. Szivargasljiaffenagyobb nyomas esetén
alakulhat ki, azonban az injektalas soran kis &iaimebesség (kisebb mint 1 bar
nyomas) alkalmazésa is elegéndolt. Hasonl6éan jél zar6 csatlakozast sikerUlt
kialakitani a PDMS mikrocsip és a kvarckapillarigzétt is. A kapillérist az
injektélasi rész OUT csatorna portjahoz csatlakodta A fennmaradd 5@um-es
(OUT?2) és a 20um széles csatornak (OUT3) végeire kb. 2 mm &jidyukakat
(tartdlyokat) készitettink. A bejuttatott minta paggsze a széles csatorna felé
aramlott az injektalas sordn, amely igy elvézegatornaként funkcionalt. Fontos,
hogy az elektrédokndl viszonylag nagy puffertar{@lyffercsepp) legyen jelen, mert
az elektroforézis soran a puffer valtozé pH-janéisen befolydsolhatja az EOF
értékeét. Ezért lényeges a pufferoldat adatkizdnkénti cseréje (hasonléan, mint a
hagyomanyos CE esetében). A puffer valtozo6 pH-jam fbszfat nagy
pufferkapacitdsa ellenére) kivil gondot okozhatgyhaz elektrodnal (andéd (+))
keletke® buborékokat az EOF a szeparacioés csatorna fellélsztfa. Ez instabilla
teheti a rendszert, mivel a buborékok sisdges esetben az aramvezetés
megs#nését is eredményezhetik. Ennek kikliszobolésépaffar gazmentesitése és
cseréje mellett) egy buboréklevalasztdé alkalmazékmthet megoldast, melynek
megvalésitasa érdekében két egysadjarast is kiprobaltunk. Az éssetben egy
kis porusmeérét (0,45 um) membrandé-lappal tekertik kdrbe az elektrédot. A
vékony lap megakadalyozta a buborékok csatorndtmlasat, viszont az
aramvezetést nem befolyasolta. Masik esetben edieta® pipettahegyet
nedvesitettiink a pufferrel, ebbe raktuk bele akteldot, majd az egészet a nagy
atmeénji tartalyba helyeztik, a buborékok ekkor sem jukoditaa csatornaba.

A kvarckapillaris injektalasi oldallal ellentéteggénél alakitottuk ki a detektalasi
részt. Ugyanazt az elvet kovettuk, mint CE készi@sé&tén, vagyis kdzvetlenul a
kvarckapillarison keresztll detektaltuk (on-capilladetection) a komponenseket.
Olyan miniatirizalt UV széloptikas detektort hadandk, amelynek két optikai
szalat (fénysugar a forras deles az athaladt fény a jelfeldolgozo felé) a négya
PEEK csatlakozéval pozicionaltuk egy vonalba (1&8a). A kvarckapillarist a
fényatra mebdlegesen iztik bele a csatlakozoba, majd szivargasmentesen
ugyanazon PDMS mikrocsipen t&wvid egyenes csatorna IN portjaba helyeztik, a
csatorna masik portjdhoz (OUT) pedig a tApegyséatiepolusat csatlakoztattuk.
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d, : c, !
IN | OUT2
optikai szal E optikai szal
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csatorna ~ah PDMS
——————————————
19. abra

Miniatlrizalt kapillaris elektroforézis rendszeraidezése szaloptikas spektrofotometrias
detektalassal (a,). A csatornamintazat sematiktézalasa (b,) a folyadékaram-megosztasos
injektalast lehdivé tews kereszteddéssel (c,). A minta bejuttatdsa az IN porton kaiis
tortént, a kialakult kis térfogatd minta pedig akskapillaris felé (OUT port) aramlott.
Detektalasi egységként miniatirizalt szaloptikésksmfotometrias modszert alkalmaztunk
(d,). A CE kapillarist, a pumpacsoveket és az efekikat kdzvetlentl a PDMS mikrocsipbe
csatlakoztattuk (a,).

Az elvalaszté egységként haszndlt kvarckapillddsska 20 cm volt (ez 18 cm
effektiv elvalasztasi hossznak felel meg), miveCE ebkisérletek alapjan ez a
tavolsag elegertthek bizonyult a kefalosporinok elvalasztaséara (itdptimalizalt
paraméter alkalmazasa mellett). A kapillaris bals kil$ atmébje megegyezett a
CE-nél hasznalt kapillariséval, de az utobbit newlitd kivilsl poliimid réteg, igy
nem volt szilkség detektorablak kialakitasara. (pilkais specialis UV atereskt
bevonatot tartalmazott, amelyet a gyartd6 cég kifggen UV detektalashoz
fejlesztett ki.) A 20 cm hosszusagu kapillaris gatasa azért is &@lyds volt, mert
ennél rovidebb vagy hosszabb kvarckapillaris alkaifisa esetén fesziilés 1épett fel
a csatlakoztatas soran, és igy a kapillaris nezszledett tokéletesen a mikrocsip
portjaba (ez pedig szivargashoz vezetett).

39



Az altalunk tervezett és elkészitett PDMS mikroesipugyanaz az injektalasi
rész (mintdzat) négyszer szerepelt (19.b abra), igy csatorna
elhasznalodasa/elt@mése esetén a rendszer egyszer atszerelhét volt a
mikrocsipen talalhaté masik csatornamintdzat dsatisi portjaira. Néhany
kisérletet olyan mikrocsipekkel végeztiink el, arakét nem ragasztottunk 0ssze
Uiveggel, az igy nyert tapasztalataink alapjan nteygjéhatd, hogy a rendszer teljes
lezdrasa nagyobb nyomas alkalmazasa esetén eletgielin A PDMS és az
Uveglap metanolos dblitése és szaritasa utan feNisrmoédon egyméashoz tapadt.
Ez a viszonylag és tapadas sok esetben eledendolt a folyadékok
szivargasmentes  aramoltatdsdhoz ~ kis nyomasok  alkabakor.  igy
szennye&déskor a mikrocsip szétvalaszthatd, felulete mdshanajd Ujra
felhasznélhato elektroforetikus elvalasztasra. Bsmzatesen az irreverzibilis (oxigén
plazmaval valo kezelés utan) 6sszeragasztas megbinth nikodést tett lehévé,
mert ragasztas nélkul barmilyen kicsi szivargads BMB réteg felvalasat
eredményezte. Az 6sszedllitott rendszer tesztebzsdt ragasztott mikrocsipekkel
végeztik.

4.2.2.2. Kefalosporinok CZE elvalasztasa UCE rendsmben

Az 0Osszedllitott PDMS mikrocsip-kvarckapillaris (naturizalt CE, pCE)
rendszerbe a hagyomanyos CE technikara kidolgoaoitlitikai modszerek
elméletileg telies egészikben atvilet hiszen az elvalasztéegység, a
kvarckapillaris és az elektrolitrendszer is megegyeAz dsszeallitott rendszert hat
kefalosporin antibiotikum keverékének elektrofdret elvalasztasaval teszteltik.

Az elvalasztasok étt a rendszert 10 percig mostuk pufferrel (BGE: riM
foszfat, pH 6,8) (fecskekdgumpa sebessége: fi/perc). Mivel a kefalosporinok
oldata szintelen volt, igy nem lehetett szabad smdmkovetni az injektélas
folyamatat. Ezért néhény alisérletet végeztink zold ételfesték felhasznakisav
melynek soran 1,hl/perc aramlasi sebesség mellett a mikroinjektealéisa utan a
kis mintatérfogat ~3 masodperc alatt alakult kikéfalosporinok injektalasakor a
mikroinjektor atvaltasa utdn 3 masodpercet vartumjd ezt kdveéten kapcsoltunk
feszlltséget a rendszerre. A 20. abran a 6 kefadimsmikrocsip elektroforézissel
kapott elektroferogramja lathatd, a hasonl6 korinyed& kozott elvégzett CE
elemzéssel 6sszehasonlitva. A HWCE méréssel a &pfalnokat 8,5 perc alatt,
alapvonalon sikerilt egymastol elvélasztani. A keéirés esetén a csucsok alakja
hasonlé volt, a csucsmagassagokban jeleitkez eltérés a kefalosporinok vizes
oldatban valé bomlasaval magyarazhat6. WCE esetégfiggelhet, hogy a
legnagyobb migréacios édel rendelked komponens (cefixim) hosszablbidlatt éri
el a detektort, mint a CE mérésnél. Ez valGdeim azzal magyarazhatd, hogy az
elektroforézis soran valtozik az elektrodoknal dfgudsszetétele mely az EOF
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csokkenéséhez vezet. Ez utobbi pedig azt eredméryagy a legnagyobb sajat
mozgékonysaggal (legnagyobb negativ toltéssel) elkady komponens kébb
detektalhat6. Ez a hatas a hagyomanyos CE rend$ievesbé érvényesil, mert a
puffert tartalmaz6 edény nagyobb térfogatu (1,5 miljg uCE esetén ez csak kb.
200pl.

CTR
CFR

CFD cFC
-, T CE
£
Ol CzZI
Vel

CIX
i \J
CFD, CFC CFR
CTR nCE
CzZI
CIX
MWMﬂ \VM\*M M‘Wﬂ

T T T T
0 120 240 360 480

1d6 (s)

20. abra
Hatkomponens kefalosporin antibiotikum keverékének CE és pGHBlekztasa.
Koérilmények: BGE: 50 mM foszfat (pH 6,8), U: +15 JA£270 nm, minta: 2 mg/ml
cefadroxil (CFD), cefaclor (CFC), ceftazidim (CzZtgfuroxim (CFR), ceftriaxon (CTR),
cefixim (CIX), CE: L¢t=22 cm, hidrodinamikus injektalas: 50 mba&s{uCE: Ls=18 cm,
folyadékaram-megosztasos injektalag,;(+2 ul — ~ 400 pl).

Koradbban utaltunk r4, hogy a PCE rendszerrel teddgf nyilhat mintak
sorozatelemzésére is, amelyre hagyomanyos CE &kelilnincs moéd. Munkank
soran kétkomponetikefalosporin (cefadroxil és cefuroxim) mintat et=ztink (21.
abra). A folyamatos elektroforézis mellett a miri80 masodpercesdakidzonként
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injektaltuk a rendszerbe. A ~3 masodpercig tartfekidlds (a kétallasu
mintainjektor feltdltés-injektalds pozicidi kozow@altashoz szikséges oidrtam)
alatt lekapcsolhatjuk az elektroforetizalé feszidest, hogy csak a hidrodinamikai
hatasok érvényesiljenek az injektalds soran (& rdtartami nyomas jelenléte a
szeparacios kapillarisban elhanyagolhaté hatastelealasztasra). Azonban az
elektroforézishez hasznalt fesziltség fenntartésléetnis injektalhatunk, ugyanis a
mintanak a bemeneti portbdl (IN) a csatornak keezsdésébe tort@haramoltatdsa
donen a nyomas hatéséara torténik, a feszlltség hatddig — a mikroszkdpos
megfigyelések alapjan — elhanyagolhatonak bizonydt elektroferogramon
lathatd, hogy az elemzés idejénekérehaladdsaval egyre nodvekszik a két
komponens csucsa kozotti tavolsdg, annak ellenéwgy mindig azonos
idokozonként (90 s) injektaltunk. A 4. injektalast lkilen a CFD csucsa mar
részlegesen osszeolvadt a#zél elemzés utols6 komponensének csucsaval. Ez a
jelenség az EOF folyamatos és gyors valtozasavajyanazhaté, mivel a
folyamatosan csokkénEOF egyre lassabban széllitia a komponenseketektde
felé. Az EOF gyors valtozasanak egyik lehetséges logy a PDMS mikrocsipben
kialakitott elektrolittartalyok térfogatai tul kids(100 pl) voltak, igy a viszonylag
rovid ideji elektroforéziskor az elektrolittartalyban felépelektrolizis is képes
megvaltoztatni az elektrolit pH-jat. A megvaltozéaszetétdl puffer a szeparaciés
kapillarisba bejutva eltérmértéki EOF-et és elektrolit pH-t eredményez, ami miatt
a komponensek migraciés sebességei megvaltoznak #zsgalatok hivtak fel a
figyelmet arra, hogy a mikrocsip, illetve a miniazdlt rendszerekben a teljes
kapillaris/csatornarendszer térfogatat kb. 1000essn meghalad6é térfogatu
elektrolittartalyokra (a rendszertinben kb. 500vah) sziikség.
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21. abra

Kétkomponeni kefalosprin keverék sorozatinjektalasa pCE remtere
Korilmények: BGE: 50 mM foszfat (pH 6,8).#£18 cm, +20 kV,
folyadékaram-megosztasos injektalas 90 méasodpetnefl,5ul— ~100 pl),A=270 nm,
N=4, minta: 2 mg/ml cefadroxil (CFD), cefuroxim (R].

4.2.2.3. A uCE és a kereskedelmi CE készulék an@di teljesitéképességének
0sszehasonlitasa

A kereskedelmi CE, valamint a pCE modszerrel kaplthlasztasokat jelleriz

paramétereket (felbontas (R), elméleti tanyérszBiy) (meghatarozva egymashoz
hasonlé értékeket kaptunk (1. tdblazat).

43



1. tablazat
CE és uCE rendszer analitikai paramétereinek daspelitasa kefalosporinok elvalasztasa

esetén.
komp. (felbont:is| .. eh}]. .
tanyeérsz.
CFD 9948
CFC 1:48 19833
CZI 8624
1,69
CE CFR 4924
CTR 8174
2,50
CIX 17854
CFD 11520
1,68
CFC 13193
CZI 10725
-CE 2,05
n-c CFR 4686
CTR 17714
7,08
CIX 13462

Az elvélasztasi hatékonysagot jellgireiméleti tAnyérszam értékek j6 egyezést
mutattak a két rendszert tekintve (ami meglében j6 eredmény a héazilagos
Osszeallitasu PCE rendszerre nézve). A modszerek {isszehasonlithatosaga
érdekében kozel azonos kapillaris hosszakkal végezt elemzéseket, ugyanakkor
a hagyomanyos CE-nél éltaldnosan hasznalt, 2-3ksm=szabb kapillarisokkal jobb
hatékonysag lett volna elértiet Az elvalasztdo kapillarisba beinjektalt
mintatérfogatok egyik médszernél sem ismertek pgamda hagyomanyos CE-nél is
csak nyomas x il (mbar x sec) szorzatokat adnak meg), de a cslaisdda €s
mérete alapjan valdsiileg a WCE rendszerbe kisebb mintatérfogat injetitd
ami ugyancsak eredményezheti a jobb tanyérszanokedahz utdbbi esetben. A
felbontds értékei szintén megfelelnek egy nagyletgsdgli méirendszerrel
szemben tamasztott kovetelményeknek (a gyakorlath#&n érték felbontas
elegend lehet a mennyiségi elemzés elvégzésehez).
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2. tablazat
Kulénb6z paraméterek 6sszehasonlitasa CEGES esetén.

CE (Agilent) nCE (sajat 6sszedllitas)
Mintafelhasznélas 1-5nl 1-5 nl
Mintaszikséglet 30-100 ml 2ml
Elvalasztasi
hatékonysag (elméleti 10000-50000* 4000-20000**
tanyérszam)
Analizisidé 5-25 perc 2-10 perc
Kimutatasi hatar (UV) 0,5-2 mg/I* 110-276 mg/I**
A készulék 60 x 60 x 70 cm ~10x20x20cm
meérete/hordozhatdsag 20 kg 1kg
Készllék ara 12 MFt 0,4 MFt + UV fotométe
. o Kicsi Nagyon kicsi
Uzemeltetesi koltseg (~ <2 eFt/munkadra (~ <0,5 eFt/munkadra)

Kivalo (a készllék 3 Gyenge(a készilék

Robusztussag, a piacvezed Agilent | tudomanyos kutatasunk

mérések

reprodukélhatésaga thbé\{es ergdmér,\ye, tov‘é}bbi
fejlesztése) fejlesztés alatt all)
Modularis jelleg Korlatozott Kifejezetten modularis
Flexibilitas
a(:;ﬁflf;}z?[gkrpa?g Nagyon korlatozott Kifejezetten flexibilis
rendszerekhez?)
Multikapillaris Kis atalakitassal van r§

Nincs ra lehdiség

elemzés lehdisége lehetiség

* kefalosporinok CE elemzése alapjan [112]
**kefalosporinok pCE elemzése alapjan

A kétféle modszert 6sszehasonlitva O0sszességéb@allapithatd, hogy az
egyszet és olcsd eszkdzokh illetve az altalunk tervezett/elkészitett miksgatd!
all, és a kidolgozott folyadékaram-megosztasakiajadsi modszer alkalmazésaval
Osszeallitott uCE rendszer alkalmas komplex minatékek komponenseinek
gyors és hatékony elvélasztasara. Az elérredvalasztasi hatékonysag hasonlo
nagysagrenid a jelenleg kereskedelmi forgalomban dévlegkorszeiibb
készulékekkel elérhét hatékonysaggal. A  kébkbiekben a rendszer
robusztussaganak, a mérések precizitAsanak és azdéldktdlas kimutatasi
hatardnak javitasat célzé fejlesztésekre lenne sggilkUV detektalds esetén a
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fényforras febl érkez fény a szaloptikabol kilépve széttart, a kapilafalan
bekovetke# szorédas miatt pedig jeldist zajt okoz a mérés soran. A CE készilék
detektalé egységében ezt a problémat ugy kuszoldlikogy a kapillaris ékt
keskeny rést (alignment interface) hasznalnak,tazal fénysugarat pontosan a
kapillaris belsejébe fokuszaljak. ACE rendszernél az elériekimutatési hatar

(LOD) 110-276 mg/l kozott alakult, mely kb. két iyaggrenddel marad el a CE
mérések LOD értékeihez képest.
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4.2.3. Erintkezésmentes vezéképességi detektalas alkalmazasa mikrofluidikai
csipekhez

4.2.3.1. Mikrocsipek tervezése és készitéséDletektalashoz

Az érintkezésmentes detektdlashoz egy olyan véldjdy PDMS mikrocsipre
volt sziikség, melyben a mikrocsip alja szigetetegként funkcionalt a detektor
érzékeb elektrodjai és a mikrofluidikai csatorna kdzoteédRletesen megvizsgaltuk,
hogy a kulonbdg vastagsagu aljak (20-1000 um) hogyan befolyasaljdktektalas
érzékenysegét. A vékony PDMS aljak készitéséhez g@DMS és térhaldsito 10:1
aranyu keverékeét ontottik egy szilicium lapra é&minzd sebességekkel 50 s-ig
forgattuk. A kapott PDMS réteg vastagsaganak aatéysebességévald figgését
a 22.a dbran mutatjuk be. A parabolikus gorbe dstuthasonlé a masok altal kapott
eredményekhez [113]. Ha a PDMS-t szerves oldodzgréddaul hexannal vagy
diklérmetannal) higitjuk, még vékonyabb rétegeetedballitani, azonban ezt mar
nem lehetséges rahelyezni a detektor elektrédja@rgy eltavolitani onnan a
membran sérulése nélkil [105].

A vékony PDMS-t tartalmaz6 szilicium lapot és atessmintazatot magéaban
foglal6 PDMS réteget levégplazmaval tortéh fellletaktivalads utan egymashoz
ragasztottuk, ezt kovén a PDMS mikrocsipkdnnyen lehldzhato volt a Sidapkz
ily moédon elkészitett, kiUlonbéz aljvastagsagld mikrocsipeken KCl-oldatot
aramoltattunk keresztil, majd megvizsgaltuk, hogsapott valaszjel hogyan fligg
az alj vastagsagatdl (22.b-c abra). Tapasztalatagéeint 100 pum-nél kisebb
aljvastagsag esetén jeléstmeérték jelndvekedés észlellietaz 1 mm vastagsagu
tvegalja mikrocsipnél kapott jelhez képest (ezutdblstagsagot gyakran hasznaljak
mikrofluidikai munkakhoz). Vagyis ~100 um vastags®PMS alkalmazésa esetén
mar megfeldl érzékenységdetektdlas érhétel, az tveg aljhoz képest pedig kb.
kétszer nagyobb jelet detektaltunk, ami a két amfsgd dielektromos allandéjaval
magyarazhaté (a dielektromos allanddék értékei dke@al9, PDMS-nél 2,3-2,8
kozott valtoznak). Kisebb vastagsagoknal nagyobaseieleket lehetett elérni, de a
vékonyabb PDMS réteg méar nehezebben kezeliginnyebben atszakad). Az
Uvegalj tovabbi hatranya, hogy merevségének kostéomm nem simul ra
megfeleben a CD elekirodjaira. Mindezek alapjan a tovabbiakban az
elektroforetikus elvalasztasokhoz 100 pum aljvastggs PDMS mikrocsipeket
hasznaltunk.
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22. abra

A PDMS mikrocsip aljvastagsaganak fiiggése az azateig (50 s) tartd kildonbéz
forgatasi sebességék{a,). A detektor valaszjele és a PDMS vagy Uvégg vastagsagai
kozotti 6sszefliggés (b,). A jelnagysag 6sszehaésalD,03 és 0,1 mm PDMS, valamint
0,1 mm és 1 mm Uveg aljvastagsagnal (c,). A kieddez 0,5 pl térfogatd 1500 pg/mi
fecskend pumpaval (5 pl/perc sebességgel) aramoltattukektbeon keresztil
(elektroforetikus elvalasztas ebben az esetbenvadtin Az alkalmazott ¢D frekvencia
2 MHz volt.

1-1000 pg/ml koncentraciétartomanyban meghatarozauk C'D lineéris
tartoméanyat (23.a 4bra), nagyobb koncentraciok@15/ml) esetén azonban nem
lineéris 0sszeflggést tapasztaltunk, amely ~300Midgncentracioju KCl-oldatnal
érte el a telitést (23.b abra).
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23. abra
A C*D detektor valaszjelének koncentréaciéfiiggése K@abesetén 1-1000 pg/ml
(R?=0,9957) (a,) és 1-5000 pg/ml (b,) koncentraciotaényban. A kérilmények
megegyeztek a 22. abran leirtakkal, a PDMS mikpoafvastagsaga 30 pum volt.

Az 6sszedllitott PDMS mikrocsipD rendszer a 24. abran lathatd. A rendszer
egyik ebnye az eldobhaté jelleg, mivel a mikrocsip eseeghtnbdése esetén
kénnyen eltavolithatd a platformrél, egy Uj mikripcgpedig rugalmassaganak
kdszonheien egyszdien az érzékélelektrédokra simithato (24.a 4bra). Emellett a
mikrocsip csatorngja tetdiegesen pozicionalhaté az elektrédokra (24.b ahlgagz
elvalasztasi hossz szabad valtoztatasara isokdpnyilik. A minta injektalaséhoz a
mar korabban bemutatott folyadékdram-megosztasdszed alkalmaztuk a PDMS
mikrocsipen kialakitott csatornamintazat segitsébé4.c-d abra).
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Vékony alji (~100 pm vastagsagu) PDMS mikrocsig® flatformra helyezve
(oldalnézetbl (a,) és fellilnézetid (b,). A mikrocsip csatornaja a sikbeli elrenddizés
érzékeb elektrodok felett halad el. A csatornamintazatlgddékaram-megosztasos

injektalashoz alkalmazhat6 részt tartalmaz, ametigaoliternél kevesebb
mintamennyiséget lehet az elvalasztoé csatornabB)(B&uttatni (c,). Az injektalasi rész egy
100 um széles elvalaszto csatornat (SEP) és egudOgréles elfolyd csatornat tartalmaz
(OUT2) (d,). A minta injektaldsa az IN portéetortént egy fecskeridsegitségével. Az
elektroforézis soran a fesziltséget az OUT1 (-9dds SEP (+ polus) csatornak végeinél
alkalmaztuk.

4.2.3.2. CD alkalmazasa CZE elvalasztasokhoz

Az dsszedllitott PDMS mikrocsip?D rendszert hétkomponehsszervetlen és
szerves anionokat egyarant tartalmazé keverék ikiesforetikus elvalasztasaval
teszteltik. EHbsz6r meghataroztuk, mekkora mennyis&gzdeti mintatérfogatot kell
beinjektalni a bemeneti porton keresztil ahhoz yhedolyadékdram-megosztasos
injektalas sordn megfetidn kicsi mintatérfogat kertljon be az elvalaszto
csatornaba. Kilonbdz kezdeti térfogatokat injektaltunk (¢ 0,25-2 ul) egy
Hamilton fecskendl segitségével, amely mintamennyiség a harom kigezflé
(OUT1, OUT?2 és SEP) szétoszlott, az elvalasztéosatkezdetén pedig kialakult a
kicsi (0,1-0,8 nl) mintatérfogat. Az injektalastyaiben a csatornak végeihez 1 kV
fesziltséget kapcsoltunk és végrehajtottuk az mitegketikus elvlasztast (25. abra).
1 és 2 ul kezdeti térfogat injektalasaval kapotd~&s 0,8 nl mintatérfogat esetén
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nem sikerllt elérni az 6sszes komponens alapvehallasztasat (25.a-b abra). 0,25
és 0,5 pl kezdeti térfogatnal mar Kelh kicsi mintamennyiség kerilt be az
elvalaszté csatornaba, igy kisebb intenzitdsu, ghgmastdl alapvonalon elvald
csucsokat detektaltunk (25.c-d abra).

1d6 (s)

25. abra
Hétkomponen§ szervetlen és szerves anion keverék elektrofenggr&ilonbod kezdeti
térfogatok (\p=2 ul (a,); 1 pl (b,); 0,5 pl (c,) és 0,25 pl (dB)yalmazasa esetén.
Korilmények: BGE: 50 mM MES/His (pH 6,0), U=1000 Ahionok csucsainak
hozzarendelése: klorid (1), nitrat (2), tiociar@);, fluorid (4), acetat (5), foszfat (6), benzoat
(7). A vizsgalt komponensek koncentracioja 50 pdarb anionokra) és 100 pg/ml (6-7
anionokra) volt.

Tovabbi kisérleteinkben a jobb érzékenység elészsénd,5 pl kezdeti
térfogatokat injektaltunk. Az 6sszedllitott rendsegyik ebnye, hogy a mikrocsip
poziciondlasaval az elvalasztas uthosszadlegesen €s egysfen valtoztathato.
A kulonb6z effektiv hosszak (&= 5 cm; 6,5 cm és 8 cm) (26.d abra)
alkalmazasaval kapott elektroferogramok a 26.arératathatok. 5 cm uthossznal a
vizsgalt anionok (etssorban a nagyobb migraciosokahél jelentked szélesebb
cslcsot eredményézkomponensek) nem voltak elvélaszthatok egymast6la(
abra). Megéllapithatd, hogy 6,5 cm elvalasztasshas a tesztvegylletként hasznalt
anionok keveréke alapvonalon elvalaszthaté voltmegptdl, rovid elemzési dd
(kevesebb mint 3,5 perc), valamint 4000-6000 (638BQ00/m) elméleti
tanyérszam érték elérése mellett (26.b 4bra). Azad® (8 cm) elvalasztasi tavolsag
viszont nem biztositott jobb elvalasztast (26.@#abr
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26. abra
Hétkomponen mintaoldat elektroforetikus elvalasztasaval kaptektroferogramok
kiilénbdd elvélasztasi-uthosszakdl= 5 cm (a,); 6,5 cm (b,) és 8 cm (c,)) esetén. A
detektalasi pontok a csatornamintazat sematikugabtathatok (d,). Korilmények: a 25.
abran leirtakkal megegy&zk, V,=0,5 ul volt.

A rendszer reprodukalhatésagat a mintak egymasi utdektalasaval és
elvalasztasaval teszteltik (N=4). A migraciéskiet €s csucsterlletekre kapott RSD
értékek 0,63-3,53%, illetve 1,73-14,58% kozott altdk (27. abra).

0 50 100 150 200 250 300

1dé (s)

27. abra
PDMS mikrocsipen torténelvalasztasok reprodukalhatésaganak vizsgalatd)(Nmnualis
folyadék-aram megosztasos injektalas utdm @odszerrel detektéalva. Koriilmények
ugyanolyanok, mint a 25. abran, U=1000 V. Csucsmlasitasa: klorid (1), nitrat (2),
tiocianat (3), fluorid (4), foszfat (5).
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4.2.3.3. Valédi mintak elemzése

A mikrocsip-CD rendszert killénféle valodi mintak elemzésévetesszteltiik.
Asvanyvizben és csapvizben klorid-, szulfat- ésitibnokat azonositottunk (28.a-b
abra). A 10-szeres higitasi nyalmintat etanol (96%egitségével
fehériementesitettik a mikrocsipbe toftémjektalas edtt. Ebben a mintdban
klorid-, tiocianat-, acetat- és foszfat-ionokat dmaztunk meg (28.d abra).
Gyermekeknek és fabtteknek készilt fogkrémet is elemeztink higitasq€res)
és centrifugalds utan (28.e-f abra). A valodi nkben meghatdrozott ionok
koncentracioit a 3. tAblazatban foglaltuk dssze.

a,
2
0.5mV b,
¢,
/AW\‘UM‘MW f,
0 10 20 30 40 50 o 20 40 60

1d6 (s) 1d6 (s)

o 20 40 Id6 (S) 60 80 100
28. abra
Asvanyviz (a,); csapviz (b,); desztillalt viz (@yal (d,); gyermekeknek (e,) és fétreknek
valé fogkrém (f,) PDMS mikrocsip-D elemzésével kapott elektroferogramok.
Korulmények: \,=0,5 pl; U=2 kV; Ls=6,5 cm; BGE ua., mint a 25. abran. Cslucsok
hozzarendelése: klorid (1), nitrat (2), szulfat, 8)orid (4), tiocianat (5), acetat (6), foszfat

@).
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3. tablazat
PDMS mikrocsip-CD rendszerrel meghatarozott szervetlen és szenieasak
koncentracidk kildnbdzvalddi mintakban. (Kérilmények ugyanazok mint adiran.)

Koncentracié (ug/ml)
klorid nitrat szulfat fluorid tiocianat acetat foszfat
Asvényviz 0,79+0,01) 0,35+0,056 2,09+0,17 - - - -
Csapviz 1,36 +0,02 1,09+0,15 1,34+0,11 - - - -

Minta

Felrstt fogkrém| 188,4+3,5 - 52,6+4,3 446,7+48,2 - - -
Gyermek fogkrém 384,1+7,0 - 54,2+4,4 | 208,2+20,0 - - -
Nyal 181,0+3,5 - - - 142,4+20,00 239,7+19,8 412,5+41|3

Az elvalasztasok soran kapott felbontasokat a tmte&rzéked elektrodjai
kdzotti tavolsag csokkentésével lehetne javitars. afkalmazott ¢D esetén ez a
tavolsdg ~500 um (altalaban 500 um és 2 mm koztozik). Egy kb. 100 um
hosszUsagu mintazona esetén (amely jellemikrocsip elektroforézisre, 6-10 cm
elvalasztasi Uthossz esetén) a detektor elektrédjzdtti tavolsagnak 20-100 pum
kozott kellene lennie. 500 pm-nél kisebb tavolskalmazdsa azonban nehézkes,
mivel az elektrodok kozott ,kdzvetlen” kapcsola@lailhatna ki. Ezen a téren
tovabbi fejlesztésre lenne szlkség dismergyartd cégek részér (Errél a
problémakorl részletesen a 4.3 fejezetben lesz sz0.)

4.2.3.4. Kapillaris C'D szenzor és mikrofluidikai C'D platform alkalmazasa a
detektorok analitikai teljesitoképességének vizsgalatahoz

A mikrocsipekhez hasznélt ‘D és a kvarckapillarishoz alkalmazhat6'DC
szenzorfe] teljestképességének 0Osszehasonlitasdahoz a 4.2.3.1. ligezet
bemutatott PDMS mikrocsipiD rendszert médositottuk. Egy 8 cm hosszlsagu
kvarckapillarist (ID 50 um) illesztettink az elvstad csatorna kivezgtportjaba, a
kapillaris masik végét pedig egy elektrolittal tittedénybe meritettiik. A kétféle
detektor egymas utani kapcsoladsaval léség nyilt arra, hogy tkodésuket
ugyanazon elektroforetikus elvalasztas alatt hdbmssuk 6ssze.’D szenzorfejjel
hozzavetlegesen 2,5-szer nagyobb jelet, valamint kevéshés zalapvonalat
kaptunk a ¢D platformmal detektalt jelekhez viszonyitva (2Br&).
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29. abra

A hagyoményos D szenzorfejjel (a,) és &'D platformmal (b,) végrehaijtott, ket
detektalassal kapott elektroferogramok. Kérilménysk2500 V; ,=0,5 ul; Ler=6,5 cm
(a C'D platform elektrédjainak poziciéja) éss=12 cm (a ¢D szenzorfej pozicioja).

Csulcsok hozzarendelései és tovabbi kdrilményeknagydk, mint a 25. abran.

A vizsgalt anionokra szamolt kimutatasi hatar (LGiXgkek a ¢D szenzorfejre
0,056-1,04 umol/l (0,002-0,037 ug/ml), d0Cplatformra pedig 3,6-14,7 pumol/l
(0,13-2,26 pg/ml) kozott alakultak, amelyek mas nofikidikai rendszerekkel elért
ertékekkel megegyémagysagrernitek (2,5-24 uM) [114-116]. A LOD értékeket az
alapvonal szorasabdl (s) és a kalibracios egyereredukségéh (S) szamitottuk
(3s/S). Ez az eltérés éorban a szigetélrétegként hasznalt anyagok ieégés!
(kvarc, illetve PDMS), vastagsagatol és a kulowbdapartmanyd detektorok
konstrukcidjatol/teljestiképességét fligg. A vastagabb szigeteréteg ellenére a
C'D szenzorfej esetén kaptunk jobb LOD értékeket, laraezal magyarézhato,
hogy a kétféle detektornél hasznalt elektrédok getddja eltér, illetve a szenzorfej
beépitett gisitot tartalmaz és korlatozott dsitési gerjeszb fesziltséggel fikodik
[117]. A két elektroferogramon a migraciosskdaranyos eltolodasa a kulonisoz
effektiv hosszaknak kdszonKet

Az 6sszedllitott alacsony koltsédPDMS mikrocsip-¢D rendszer alternativaja
lehet a jelenleg hasznalt, kereskedelmi forgalormddérned, dradga mikrocsipeknek.
A teljes berendezés elfér egy laboratoriumi taleéagy egy kozepes métet
aktatdskdban az Osszes tartozékaval egyutt (Hamidteskend a folyadékaram-
megosztasos injektadlashoz, nagyfesziiltsépegység az elektroforézishez,
jelerssits a valaszjel noveléséhez ésiiréséhez, valamint O detektor a
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jelfeldolgozéshoz), 6ssztomege pedig nem haladjg eme8 kg-ot, igy konnyen
hordozhato (30. &bra).

nagyfesziiltségli

tapegyseg
= P
e A ©
o — -

C’D platform

30. &bra
Hordozhatd, miniatiirizalt PDMS mikrocsip'lE rendszer kiegéssiegységekkel.
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4.3. Mintadusitas izotachoforézissel kereskedelmi EC késziilékben és
mikrofluidikai csipben

4.3.1. Az elektroozmotikus aramlas visszaszoritdsa dinamikus
feliletmodositassal

Kezdetekben az EOF csOkkentéséhez és a vizsgalamdpgonensek kapillaris
falahoz tortédd adszorpcidojanak megakadélyozdsdhoz nem  térhatosito
poliakrilamid monomolekuléris réteget hasznaltak8ll Késibb sokféle dinamikus
vagy statikus (allando) réteget alakitottak ki pikaris falan [119]. A statikus réteg
bar robosztus, Iétrehozasdhoz gyakran bonyoluéisiéire van sziikség [120], ezért
a dinamikus bevonatok hasznalata is elterjedt. infardikus réteg kialakuldsa H-
kotéssel vagy hidrofob és dipol-dipdl/elektroskiasi kdlcsonhatasokkal valosul
meg az alkalmazott polimer anyagi t&egédl fliggéen [118, 121, 122]. Korabban
mar részletesen vizsgéltdk a HPMC [123], PEO [1RHC, PVA [125], PEG [126]
és PVP [127-129] dinamikus rétegként vald alkalnastasagat. Hidrofil polimerek
puffer oldathoz valé hozzaadas#relos lehet, mivel a kdzeg viszkozitdsa nefn n
meg és igy a mérésiddem hosszabbodik meg.

Vizsgalataink soran dinamikus rétegeket alakitdttkira kapillaris falan az EOF
csokkentésére, melynek valtozadsat a semleges marddszerrel (benzil-alkohol)
[130] kovettlik. Az injektalas étt harom kilénbdE polimer (HPMC, PEO, PVP)
vizes oldataval médositottuk a kapillaris falat,adBGE nem tartalmazott adalékot.
Eloszor csak az eds injektalas edtt Oblitettuk a kapillarist a moddositokkal
(10 percig), majd 10-10 egymast kdvetektroforetikus futtatast hajtottunk végre a
polimerek tovabbi alkalmazdsa nélkial. A benzil-dé&b migracios idejének
valtozdsa a Kkapillaris fellleti toltéseinek moddésara utal (31. abra).
Medfigyelhet, hogy az egyszeri polimeres mosas jélsah csdokkentette az EOF-t
(~7-8-szor kisebb volt, mint a NaOH-oldatos oOblitédn). Az igy kialakitott réteg
viszont nem volt stabil, mivel a masodik futtatddruaz EOF jelefis ndvekedését
tapasztaltuk. Feltételeziden ebszor egy olyan réteg alakult ki a kapillaris
feluletén, amely az elektrolittal tori@roblités hatasara részben lemosodott és egy
viszonylag stabilis monoréteg maradt vissza. Eldammban a t6ltések elfedése nem
volt teljes, igy kismérték EOF volt jellem#. Az 6todik futtatas utan a HPMC
csaknem teljes mennyisége lemosodott a falrdl, BEBVP esetén pedig a masodik
mérés utan egy viszonylag stabilis felllet alakkiltlecsokkent EOF jelenléte
mellett.

Ha a kapillaris falat minden injektalassel mostuk a polimerekkel (10 percig)
joval hatékonyabban sikertlt a fellleti toltéselafedni, amely csekély, de
viszonylag alland6 EOF-hez vezetett (3-5 mérés utak minimalis valtozas volt
megfigyelhed a marker migraciés idejében). A vizsgalt polimeigkzil a PVP
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bizonyult a leghatékonyabb EOF szupresszornak,yampblimerek oldhatésagbeli
kilonbobségének is tulajdonithato. A HPMC és PEO alig oklddizben,
maximum 0,1-0,2%-0s oldat készithdteblik ersteljes keveréssel. A PEO-t pedig
csak teljesen protondlt (példaul sésavas oblitéatien) allapotban |&ykapillaris
falra lehet adszorbedltatni [131]. Ezzel szembemdaofil tulajdonsagu PVP&
nagyobb koncentracioju (1-2 %) oldatok is készitketA PVP alkalmazasanak
hatranya viszont, hogy az UV fényt elnyeli. igyoadbbi CITP mérésekhez PVP-vel
bevont kapillarisokat hasznaltunk, ugy, hogy mindejektalas edtt oblitettik a
kapillaris falat a polimerrel, de a puffer oldaf@GE, LE) nem tartalmaztak PVP-t.

oblités 2%-0s PVP-vel minden injektalas elott
a Oblités 0,2%-o0s PEO-val minden injektalas elott
& oblités 0,2%-0s HPMC-vel minden injektalas elott

oblités 2%-o0s PVP-vel az elso injektalas elott

Migricids idé (perc)

T ——h——— §blités 0,2%-0s PEO-val az elsé injektalas elott

- 6blités 0,2%-os HPMC-vel az elso injektalas elott

1'0 oblités 0,1 M-os NaOH-val az elsé injektalas elott

Mérések szama

31. abra
Az EOF csokkentés hatékonysaganak vizsgalata @kapitlaris felliletének HPMC-vel,
PEO-val és PVP-vel tortérdinamikus fellletmédositasat kdgeh. A diagramon az EOF
marker migracios idejét a CZE elemzések szamargiviinyében abrazoltuk. Kapillaris
elékezelése: 1 bar nyomassal, 10 percig a megfalgdlékkal, illetve a BGE-vel 5 percig.
CZE elemzés koérilményei: BGE 25 mM foszfat (pH 6.8)= 33 cm x 50 um,
Le=24,5 cm, U= +20 kV, injektalas: 50 mbar x 2 s piktaris anddos végénél=200 nm,
semleges marker: benzil-alkohol.

4.3.2. CD és UV detektalas alkalmazasa kapillaris ITP-hez

A vezetképességi detektdlas alkalmazasasngbds toltéssel rendelkéz
komponensek detektalasara, éetsrtban CZE méréseknél. AT elterjedtebb
hasznalata a direkt médszerrel szemben annak Kis#omogy a ¢D szenzorfej
konnyen alkalmazhaté a kvarckapillarisokhoz, nirszikség a poliimid réteg
eltavolitdsdra és szabadon lehet valtoztatni azk#@f hosszt is. Kodnnyen
o0sszekapcsolhatd a kereskedelmi CE készulékkelleléstiség nyilhat ketis
detektédlasra is az UV moddszer péarhuzamos alkalrdazhs[132-133]. A
nyilvanvalé ebnyok ellenére az érintkezésmentes vélagppességi detektalast csak
néhany esetben alkalmaztak CITP-hez nagy frekvermstigariranyu [134, 135] vagy
a késbb kifejlesztett axialis elrendezésben [24, 136].

Munkank sordn a kereskedelmi forgalomban elérh@&@’D szenzorfej
alkalmazhatésagéat teszteltik hagyomanyos CE kéd®né végrehajtott CITP
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elemzésekhez, ezt a kombinaciét kordbban alig kd#tskn [137-139]. Az
alkalmazhatésag sarkalatos pontja a detektor kékéb elektrédja kdzotti tavolsag
(jellemzben 1-2 mm) hatasa az elvalasztasra, mivel ez nagpe#folyasolja az
elérheb felbontast [132, 140]. Ha a detektalasi rés 1 nadles, a CITP soran
létrejov6 zondk hosszanak 1 mm-nél nagyobbnak kell lenniitkal érdekében,
hogy az izotachoferogramon két elkuléhulépc$t detektdlhassunk. A nem
tulsagosan rovid zéndk eléréséhez nagy mennyisémtat kell bejuttatni a
kapillarisba vagy pedig kisebb koncentracioju vézetlektrolitot (LE) kell
alkalmazni. Hasonlé megfontolasokat kell figyelemimnni CZE elvalasztasnal,
ahol a két egymastdl elvalasztott csucs kozotolsgnak kell a detektélasi résnél
nagyobbnak lennie (4.2.3.2. fejezet). Az elvalaszifelbontds javitasahoz a
detektélasi rés méretének csokkentésére van sziu#éeé§00 um-nél kisebb rés
esetében kozvetlen kapcsolat alakulhat ki az @d&lc kozott nbvelve a szort
kapacitast [141]. UV detektalasnal a kapillarisaeégényforras kdzott alkalmazott
interfész résmagassaga (620 um Agilent gyartmahyel@ltethet meg a ¢D-nél
lévé detektalasi résnek.

A 32. abran egy kétkompondndgestékkeverék beinjektalt mennyiségének a
detektalhatosagra gyakorolt hatdsat mutatjuk begyblab koncentricioju minta
esetén (500 mg/l) két kilonallo lepdséithatd az izotachoferogramon (32.a abra). A
kapott jel jellemdé a hagyomanyos ITP elemzésekre, és kénnyen kiénedke
minéseégi (relativ |épdémagassag alapjan) és mennyiségi (Iépesssza alapjan)
szempontbdl. UV detektalasnal (32.b abra) a zérélessége hasonld £0Gvel
mert szélességekhez, amely azt mutatja, hogy akkitlITP zénak stabilak voltak,
mivel nem fordult & jelents diszperzio a két detektor kozotti tavolsdgon (a
migracios idk kozotti kiulonbségek az eltéeffektiv hosszaknak tulajdonithatéak,
mely 20 cm volt ¢D-re és 24,5 cm UV detektalasra). Az UV detekté@lbkapott
izotachoferogramon a csUcsterlletek integralassaghatarozhatok. Minél
nagyobbak a zonak abszorbanciainak kulonbségeial apontosabban lehet
integralni a csucsokat. 10-szeres higitasu mirtamatsekor (50 mg/l) a koncentralt
z6nak szélessége kisebb volt mint a detektalasiest a zonak detektalasa nem
volt lehetséges (32.c &bra). Ugyanigy az UV del&gt&oveben sem értékelhét
(integrélhato) jol a két minta zOnaja az 6sszedigadiatt (32.d abra).
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Kétkomponent festékkeverék (S= sarga (tartrazin) és K= kékli{Bnit Blue FCF)) CITP
elemzése D (a, c) és UV (b, d) detektalassal. A komponenericentracidja 500 mg/l (a,
b), illetve 50 mgl/l (c, d) volt. Kériilmények: LEOQ mM ClI/His (pH 6.0) és TE: 100 mM
MES/His (pH 6.0), U= -10 kV, injektalas: 50 mbat%0 s minta + 50 mbar x 20 s TE a
kapillaris katddos végénél. Detektéalasi paraméta®éR: frekvencia: 3x HIGH, fesziiltség: -
6 dB, eBsités: 50%, levagas: 040, 20 cm,UV: A=400 nm, L= 24,5 cm. Kapillaris
elékezelése: moséas 2%-os PVP-oldattal (1 bar x 10 gsrtE-vel (1 bar x 5 perc) minden
injektalas edtt. A mintak 20% TE-t tartalmaztak.

Az ITP Ilépcgk jobb latszolagos felbontasa (ami az ITP elvafesszt
koralményeivel (elvalasztasi felbontas) és a detekkella felépitésével (térbeli
felbontds) hatarozhaté meg) akkor ééhetl, ha a mintazondk szélességeét
megnoveljik (maximalizaljuk) nagyobb injektélt wght alkalmazasaval, amihez
hosszl kapillarisra van szikség. Ennek vizsgalat#d20 cm hosszu kapillaris
75%-at toltottik meg kromat-oldattal. Nagyobb kartc&ciéknél (0,5-5 mM)
normal ITP zénak D detektalasara nyilik lehiég (33.a-b abra), de higabb minta
esetében (0,1 mM) a kroméat zona nem detektalh&@@ @bra), mivel az injektalt
minta mennyisége nem elegénd normal ITP zéna kialakitAsdahoz. A kromofér
csoportot tartalmazé meghatarozanddé komponens Ubkiddasakor a kapott jel
kdnnyen meghatarozhaté platd vagy csucsmodban -{38lta), ezért az UV
detektalas éhyodsen alkalmazhat6 kis mennyiségben jelehl&vomofér csoportot
tartalmazo komponensek meghatarozaséara, ha egyd¥esinyeltb anyagként van
jelen a mintaban és a szomszédos zonak sem nyalidéV fényt.
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33. abra
Kulénb6z koncentracioju kromat-ion (5 mM (a, d); 0,5 mM &).és 0,1 mM (c, f)) CITP
elemzése D (a, b, c) és UV (d, e, f) detektalassal. Koriilgada L= 120 cm x 50 um,
Ler= 111,5 cm (UV), kg= 107 cm (CD), U= -30 kV, injektalas: 1 bar x 120 s + 50 mhar
20 s TEA=360 nm. Kromat-ion kalibracids egyenese (g,). Kaps kondicionalasa
ugyanaz, mint a 32. dbran. Kromat-ion l&fpégcslcsat *-gal jeldltik.

A kiulénboz injektalt mintamennyiségek eltéhosszisagu komponens zonakat
eredményeznek, amely kifejezetten fontos a CITPalabztds felbontasanak
javitdsdhoz egy adott detektalasi résnél. Kulbbbgizervetlen anionokat (nitrat,
nitrit, tiocianat, szulfat, kromét, bromat, fluoyithrtalmazé elegyeket vizsgaltunk
CITP-vel (34. abra). Ha a kapillaris 19%-at (1 k&880 s) toltottik meg mintaval az
izotachoferogramon minddssze egyetlen kevert zépesije jelent meg (34.a abra).
A kapillaris 38 vagy 56%-at (1 bar x 60 s vagy 90ngegtdltve Gjabb lépék
jelennek meg az izotachoferogramon, de szabalyBsz6hak nem figyelhék meg
minden meghatarozand6é komponens esetén (34.b-t Abkapillaris 75%-at (1 bar
x 120 s) megtoltve mintaval az 6sszes vizsgalt raaikulonallé zona |épbket
kaptunk (34.d abra, kinagyitva a 34.e abran lajhaWfivel ezek a szervetlen
anionok kis mértékben nyelik el a fényt, az UV #&s nem alkalmas
vizsgalatukhoz.
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Hétkomponens szervetlen anionok keverékének CITP elemzése kilbrmintatérfogatok
esetén (injektalasi paraméterek: 1 bar x 30 s, (b,); 90 s (c,) és 120 s (d,)). A d,
izotachoferogram kinagyitott skalan abrazolva @jnalépcék hozzarendelése: nitrit (1),
nitrat (2), tiocianat (3), szulfat (4), kromat (byomat (6), fluorid (7). A koncentracio
minden komponensre 1 mM volt. Egyéb korilmény oent 33. abran.

Az elvégzett kisérletek alapjan megéllapithatd, yhag kereskedelmi CE
készilékben végrehajtott CITP elemzések alkalmas#kk a mintadsszetéinek
dusitdsara abban az esetben, ha a kapillaris @age toltve volt a mintaval. Bar a
CITP elemzéseket gyakran allandé araieség mellett végzik, vizsgélataink soran
nem talaltunk szamottévkilonbséget a kapott eredményekben allandé fesilt
ertékek alkalmazasa mellett sem (35.a-b &bra). EhggEsink szerint allando
arameésség hasznalatakor a fesziltség fokozatosan nésttkeal mérés
elérehaladtaval (35.c abra), allando feszlltség esptitig a mért aram értéke
csokkent (35.d 4bra). Ez azzal magyardzhatd, hogfeanzés soran egyre nagyobb
mennyisé (kis vezebképessé) TE jut be, kiszoritva ezzel a (hagyobb
vezetképessé) LE-t a kapillarisbol. Korlatozo tényézhogy a kereskedelmi CE
készulékben maximélisan 30 kV fesziltséget lehétnel igy el§sorban allando
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arameésség mellett ugy kell megvalasztani az | értékeggyha mérés végeéig a
novekw feszlltséeg ne érje el a félskuszobot (30 kV). Kulonbdz
Osszetétélkoncentracioju pufferrendszer hasznélatakor pediy alkalmazott
fesziltség vagy aram értékének optimalizdldsa vadizdikségessé az emlitett
korlatok figyelembe vételével.

150 200 250 300 350 400 0 100 200 300 400
1dé (s) 1dé (s)

35. abra
Otkomponens anionok keverékének (nitrit (1), nitrat (2), tianat (3), szulfat (4), fluorid
(5)) CITP elemzése allando aradeség (20 pA) (a,) és allando fesziiltség (20 kV)) (b,
alkalmazasa mellett. A fesziiltség (c,) és aréssgy (d,) értékeinek valtozasa a CITP
elemzés alatt. A meghatarozandé komponensek kaaegija 10 mM volt. A detektalas
C’D-vel tortént, egyéb koriilmények a 32. bran.

Az elozéekben bemutatott CITP rendszer analitikai telfg®ipességének
értékeléséhez &z0r a séarga ételfestek CZE és CITP vizsgalatapléirt
eredményeit hasonlitottuk 6ssze. Ehhez 10 uM kdraedju festéket injektaltunk
50 mbar nyomassal 100 s-ig (ez ~50-szer nagyoleltid} térfogat, mint ami CZE-
nél szokasos). CZE esetén kis intenzitdsu (~ 1 médJszabalyos alaku csucsot
detektaltunk minimalis dusitas mellett (36.a AbFEP. modszerrel nagyon éles (~1 s
csucsszélesség) csucsot kaptunk, majdnem 50-sggobita csucsintenzitas mellett
(a csucsteruletek hasonloak voltak a CZE és CITResnél) (36.b abra). A dusitasi
faktort ~50-nek allapitottuk meg, de akar 100-18@6res dusitasi faktor értékek is
elérhebk higabb minta vagy nagyobb injektalt térfogatdialthazasa esetén.
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36. abra
10 uM koncentraciéju sarga ételfesték CZE (a,) l@9C¢b,) elemzéssel kapott UV jelei.
Korulmények: U= -15 kV, injektalas: 50 mbar x 10@$TP : paraméterek ugyanazok, mint
32. abranCZE: kérilmények ugyanolyanok, mint 31. abran.

A kromat-ionra kapott kalibraciés diagram lineadisszefiiggést mutat (aZ R
értékek 0,9997-nek (UV) és 0,9951-neKE adddtak) a 0,1 uM-5 mM (UV) és
0,4 mM-5 mM koncentraciétartomanyban*} (33.g abra). A kalibraciés egyenes
készitéséhez a cslcs alatti teriileteket (UV) é$rmlépcék szélességeit (D)
hasznaltuk fel. A 37. abran 0,2 uM koncentracigjonkat-ion CITP csucsa lathato
UV detektalassal. Ez alapjan a kimutatasi hatarRéhmM (CD) és 0,02 uM (UV)
értékeket allapitottunk meg. (A LOD kiszdmitasahazalapvonal szérasat (s) €s a
kalibraciés egyenes meredekségét (S) alkalmaztskS.3 Megallapitottuk, hogy
C'D mobdszer nem alkalmazhaté a meghatarozandé kompekedetektalasara
csucs modban CITP-nél. A LOD értékékis lathatd, hogy a CITP korilmények a
komponensek nagymértigldisitasdhoz vezettek. Mivel a nagyon keskeny zonak
nem detektalhatok a viszonylag széles detekt&&amniatt, jobb LOD értéket kisebb
dusitads esetén kaphatunk (ami szélesebb mintazbéaéd@meényez). Ezt a vedet
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elektrolit koncentraciojanak csokkentésével (100 ndM10 mM-ra) lehet elérni,
hiszen ez elméletileg majdnem 10-szer jobb értgk6&8 mM) eredményez a kisebb
dusitas ellenére is. A kivalo LOD értekek a kromadira UV detektalassal érfadt
el, abban az esetben, ha a két szomszédos z6nayeéral az UV fényt.
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s

csucsa kisebb d$kalan abrazolva (b,). Egyéb korilmények a 33.rabra

A CITP elemzések reprodukalhatéosagat a sarga stefeegymas uténi
injektalasaval (N=5) és ITP elemzésével teszte(8& abra). A migracios tkre
(1,49%) és a csucsteriletekre (1,98%) kapott RS@keék hasonléak a CE
mérésekre jellentzértékekhez.
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38. abra
Sérga ételfesték (10 pM) CITP elemzése egymast&imektalasok utan (N=5).
Koérilmények: U= -15 kV, injektalas: 50 mbar x 100'svabbi paraméterek ugyanazok,
mint a 32. dbréan.

Munkank soran kilénféle valodi mintakat elemezt@gnITP rendszerben’D
és UV detektaldssal (39. abra). A cserzétt\bizes extraktumabdl csak a nagyobb
mennyiségben jelenlévisszetebket (szulfat-, acetat-ion, szieanyag) lehetett
C*D-vel vizsgalni, de UV detektalassal a kis menmyish jelen 166 mérges
kromét-iont is sikerllt detektalni 1,3 puM-os mersggben (a kromatot gyakran
hasznaljadk brcserzéshez). Vorosborban és meggylében szamoseszesavat
azonositottunk milimélos koncentraciétartomanybdb-@el. Szénsavas almalében
szintetikus tartositoszereket (benzoat, szorbdgrbztunk meg mindkét detektalasi
maodszerrel.

66



0,6 q

a’
LE
04
1
>
0,2 2
3
TE
0 T T T T
1000 1200 1400 1600 1800
1d6 (s)
w0 | by
40
= =
< <
£ £
2 4 20
0 — T T A T 1 ] T T T T 1
1000 1200 1400 1600 1800 2000 1000 1200 1400 1600 1800 2000
1d6 (s) 1dé (s)
06 1€, 0,6 - g,
LE
04
>
0,2 7 12
3
0 - \ 0 T T T T ]
1000 1500 2000 2500 3000 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Tda () war o
AUV ido (s)
f, *1h
9 b
20
2 B0
£ £
10
50 4
0+ T T T N 0 T T T T 3
1000 1500 2000 2500 3000 1000 1200 1400 1600 1800 2000
1d6 (s) 1d6 (s)
39. abra

Kulénboz valodi mintak CITP elemzése' (a, c, e, g) és UV (b, d, f, h) detektéalassal
(A=360 nm). Mintak: Br extraktum (a, b), vorésbor (c, d), meggylé (&<almalé (g, h).
Korulmények ugyanazok, mint a 33. abran. Zénaléjpt®zzarendelése: szulfat (1), acetat
(2), azonositatlan szinganyag (3), kromét (4), tartarat (5), malat (6iadi(7), laktat (8),
aszpartat (9), glikonat (10), aszkorbat (11), bah¢t®), szorbat (13).
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4.3.3. ITP alkalmazésa mikrocsipben

A kereskedelmi CE készilékben végrehajtott CITHmetsek (4.3.2. fejezet)
tapasztalatainak felhasznalasaval megvizsgaltulalanehetségét, hogy miként
lehet PDMS mikrocsipben ITP elvalasztast/dusitégrehajtani. Korabban utaltunk
ra, hogy a PDMS csatornaban jelisen valtozhatnak a fellleti toltések, ez pedig a
mérések reprodukdalhatésdganak csokkenéséhez vezZedet a legtobb esetben
z6naelekforetikus elvalasztasoknal is szikség lah&lilet mdédositasara (4.2.1.
fejezet). ITP-nél annak érdekében, hogy kizarélag zénas#kité hatas
érvényesiljon, kulcsfontossagu, hogy ne legyenkegyamlas a rendszerben. igy az
ITP elemzésnél a fellletmodositéscElja nem az allandé toltgselllet biztositasa,
hanem az EOF (leh#eg) teljes mértékkizarasa.

A 4.3.1. fejezetben leirt, az EOF lecsdkkentéspamikus fellletmodositassal
megvalositdo méréseinket tovabbi kisérletekkel dtgitizk ki. Ahhoz, hogy a PDMS
felUleti toltésének és igy az EOF-nek a valtozasgbontosan vizsgalni tudjuk,
kisérleteinket kereskedelmi CE készulékben hajotttgre (a korabbi mérésekkel
megegyeé korulmények kozott). Ehhez olyan kvarckapillassaraaltunk, amelyet
el6zéleg PDMS réteggel vontunk be. A bevonathoz a PDM&amerlsl és
térhalositobdl (10:1 arany) 1%-os oldatot készitétthexanban. Ezzel dblitettik a
kapillarist 10 percig, Mt vezettink at rajta (5 perc), és végil polimariaa
elésegitéséhez 66-on tartottuk 1 éran keresztil. Az EOF valtoz&s&tilonbos
feluletmddositok alkalmazasakor itt is a semlegearker (benzil-alkohol)
mobdszerrel kovettik (nagyobb migracios idisebb EOF-re utal) (40. abra). A
PDMS-sel bevont kapillarisban a bevonat nélkilihagonlitva kb. fele akkora, de
még igy is jelertts EOF volt tapasztalhatd. Ennek valoéidg az az oka, hogy bar a
PDMS hidroféb, a polimerizacié utan maradhatnakszas toltéssel rendelk&z
csoportok a csatorna feltletén (példaul komponeastkhalositd adalékbdl). Ha a
kapillaris falat csak az éldnjektalas eitt oblitettiik a feliletmodosité anyagokkal
(HPMC, PEO, PVP) jelefis mértékben csokkent az EOF (leginkabb a PVP-nél,
legkevésbé a HPMC-nél). Vagyis a PDMS 6 adszogcikészségének
koszonheien a nagy molekulatomégnodositdk jobban megkiitnek a fellletén,
mint ahogy azt a bevonat nélkili kvarckapillarisrtapasztaltuk. A kédés
erésségét jelzi az is, hogy egymast kévetéréseknél — ha nem alkalmaztunk Ujabb
fellletkezelést — kis mértékben mosoédott le a HPBRCa PEO. PVP-nél ez a
lemosédas nagyobb mértekolt, hiszen hidrofil oldattal (vizes puffer) otdftik a
kapillaris falat, bar 6sszességében még igy isbkisEOF-t tapasztaltunk, mint
HPMC vagy PEO esetén. Ha minden injektala$ttelkondicionaltunk a
maédositokkal (HPMC, PEO) a migracioslidcsekély valtozasat tapasztaltuk, amely
stabil fellilet kialakulasara utalt. PVP-vel val6 sée utan a masodik injektalastol
kezdve méar nem tudtuk detektalni a markert 1 éreltélel sem, vagyis az EOF
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extrém mertékben csokkent a rendszerben (gyakedatullahoz kozelitett). Ezért a
tovabbiakban a mikrocsip ITP elemzésekhez PVP-Geitt feluletmddositast
alkalmaztunk az injektalasokédd. Emellett az LE-ben is hasznaltunk 0,5% PVP-t,
mivel a mikroszkopos detektalasi modszernél nem zafto gondot a PVP
nagymeértéit UV elnyelése.

50 4
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? oblités 2%-o0s PVP-vel minden injektalas elott
2 §

S 30
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PDMS-sel bevont kapillaris egyéb feliiletmodositas nélkiil
¢ bevonat nélkiili kapillaris

Meérések szima

40. abra

Az EOF csokkentés hatékonysaganak vizsgalata a Pigh§gel bevont kvarckapillaris
felliletének HPMC-vel, PEO-val és PVP-vel totétinamikus feliletmédositasat kogen.

A diagramon az EOF marker migracids idejét a CAneksek szamanak fliggvényében
abrazoltuk. Kapillaris ékezelése: 1 bar nyomassal, 10 percig a megfalhlékkal, illetve
a BGE-vel 5 percig. PVP-vel val6 odblitésnél (mindgektalas &ltt) a marker a mérés ideje

alatt (60 perc) nem volt detektalhat6. A CZE elesnzériilményei ugyanazok, mint a 31.

abran.

Az ITP elemzéshez sziikséges nagyobb mintatérfogatify nl) kialakitdsahoz
is a folyadékaram-megosztasos injektalast (4.&jézét) alkalmaztuk. Ehhez kisebb
csatornaatméraranyd (1:2 vagy 1:1) mintazattal készult mikrpesivagy nagyobb
kezdeti térfogatot (y alkalmaztunk. Munkank sordn sikeresen hajtottégre egy,
illetve tébbkomponeris ételfestékek ITP dusitasat PDMS mikrocsipben. A
mintazonék kialakulasat valésoiden kovettik és rogzitettik egy mikroszkopra
szerelt kamera segitségéveld&lor a 2%-o0s PVP-oldattal, majd a LE-vel dblitettlik
(41.a abra) a mikrocsip csatorngjat. Az injektatash perisztaltikus pumpa csévébe
(ami a TE-t tartalmazta) felszivtuk a szikséges nyie@di mintat (\p), majd
bejuttattuk a kék festéket a csatornaba (41.b abtakel anionos ITP-t hajtottunk
végre (vagyis negativ toltéskomponenseket vizsgéltunk), ezért a (+) polust az
elvalasztasi csatorna végéhez helyeztik. Feszihaéasara az ITP zOndi&#6
Iépése pillanatszéen végbement (41.c abra), és egy keskeny, éleddiakati, az
eredetihez képest nagyobb koncentraciéju (ez ansefzitds-valtozasbol szabad
szemmel is lathatd) mintazona alakult ki (41.d hmeely ezt koveten valtozatlan
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formaban — diszperzié nélkil — haladt tovabb aarsaban. A kezdeti (injektalas
uténi) (41.e Aabra) és végallapot (steady state).f (&bra) denzitometrias
kiértékelésénél (CP ATLAS 2.0) is lathatd, hogyefpdls zoOnasikité hatas
kovetkezett be. Az injektalt zona kezdeti széledkég képest ~20-szor keskenyebb
koncentralt zona alakult ki. A dusult zona eseté5-szeres szinintenzitas-
novekedést tapasztaltunk, de figyelembe kell vehoigy a szinintenzitas és a
koncentracio valtozasa kozott nem feltétlendl liieed@z Osszefliggés a vizsgalt
koncentracio-tartomanyban.
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41. abra
Kék festék ITP dusitdsa PDMS mikrocsipben. A miatatel ebitt a csatornat LE-vel
toltoéttuk fel (a,), majd folyadékaram-megosztasaglszerrel injektaltuk a mintat (b,).
Feszilltség hatasara ITP tortént (c,), éles hatdefe] koncentralt mintazéna alakult ki a
steady-state allapotban (d,). Az ITBt#l(e,) és utani (f,) allapot mikroszképos fényképk
denzitometrias kiértékelésével kapott jelei. Kéréihyek: LE: 100 mM CiHis (pH 6,0), TE:
100 mM MES/His (pH 6,0), &= 10 cm, U=500 V, injektalas: folyadékaram-megosasa
(Vo= 3 pl), csatornaszélesség: 100 pm, minta: Brillne FCF (1 mM).
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Tobbkomponensfestékkeveréket is vizsgaltunk ITP-vel (42. abke) injektalas
utén a feszultség alkalmazéséat kéeet megfigyelhdt, hogy ebszor a LE és a TE
frontjan dusultak a komponensek (15 s), majd ezek@n a mintazona kézepén is
kialakultak a zonahatarok (30 s, 90 s). A szinesitdti zénak még jobban
elkilénithetk (detektalhatdk) lennének egymastol, ha megfehabzgékonysagu,
szintelen komponenseket, Un. diszkrét spacereketnhmank a mintaoldatban
[142].

t=0s t=15s
IIOOum

t=30 s =90 s
S T -

B
LB CB E-110 E-124 E-102

42. dbra
Otkomponens szulfonalt azofestékek keverékének anionos ITRtakes és elvalasztasa
PDMS mikrocsipben. A fesziiltség hatasara kialakuildtazénak kévetése inverz
mikroszkoppal, kilénbdzidépontokban (0, 15, 30 és 90 s) rogzitve. Kérilmény&k 100
mM CI/His (pH= 6,0), TE: 100 mM MES/His (pH= 6,0), U=B¥, minta: E-102 tartrazin,
E-110 Sunset Yellow, E-124 New Coccine, Coomassitia®it Blue (CB) és Light Green
SF Yellowish (LG), c= 0,5 mmol/l minden komponengke als6 képen az ITP mintazénak
kinagyitott képe lathato.

A festékkeverék vizsgalataval parhuzamosan az FEM#ogépes szimulacidjat
is elvégeztik a szabad hozzafér&mul 5 Complex programmal [143] (43. 4bra).
A szimulaci6hoz szukséges paramétereket (effektiozgdkonysadgok) CE
készilékbeli CZE mérésekkel hataroztuk meg. Meegliggh, hogy a szimulacié
esetén a zonak dusulasa a kisérletes munka sopasztaltakhoz hasonlo
sorrendben tortént (43.b-c abra). A steady stdtpd elérése utan a kialakult
mintazonék valtozatlanul haladtak a detektor félészoftverrel eballitott, az 6t
komponensre kapott izotachoferogram a 43.e abridwatéda A Simul 5 Complex
program hasznalatanakoéeye, hogy valds idéj szimulaciot tesz lehété, igy a
z6nék kialakulasa is nyomon kovettiehemcsak a végsallapot. Alkalmazasaval
pedig lehatség nyilhat az ITP korlilmények optimalizalasarayvakgar kulonféle
Osszetétdl pufferrendszerek vizsgalatara. Korlatozo tékdyehogy a program
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adatbazisdban éisorban kisebb molekuldju anyagok szerepelnek, dyesetben
szukség van a futtatdshoz sziukséges paraméteregdkumysag, pK érték)@etes
becslésére, meghatarozasara.

a, ITP elott b,

Zl
J—
c. d, 3 steady
State
."m I'
| [
n
LA
e, LE
L
4 3 ]300 ms

TE

Pozici6é a kapillarisban (mm)

43. abra
Azofestékek ITP elvalasztasanak szimulacios vizgdbimul 5 Complex szoftverrel.
Szimulacié kezdeti paraméterei (a,): mikrocsatdetjas hossza: 100 mm, effektiv hossz:
70 mm, ID: 100 pm, injektalt mintazéna hossza: 16, raramefsség az ITP soran: 10 pA.
Az éles, egymas melletti minta zénak kialakulasdapksei (b-c), illetve a véggsteady-
state) allapot (d). Az 6t szulfonalt azofesték ambioferogramja (e,) (mindegyik komponens
koncentracidja 5 mmol/l volt). Mintalépiéls hozzarendelése: E-102 (1), E-124 (2), E-110
(3), Coomassie Blue (4), Light Green (5), véesgktrolit (LE), zaré elektrolit (TE). ITP
kérilmények ugyanazok, mint a 42. abran.
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A kék ételfesték ITP dusitasat ugy is végrehajipthogy az injektalas &t nem
alkalmaztunk PVP-vel torténfeliletmodositast, valamint a LE sem tartalmazott
mdbdosité adalékot. Az injektalas utan (44.a abrandszerre feszlltséget kapcsolva
a kék komponens jelefd mérték fali adszorpcidja, illetve a dusulé zénaser
torzulasa volt megfigyelhét(44.b abra). Egy rovid &d mulva az andd (+) felé
aramlé mintazéna lelassult és ellenkdaz EOF mozgasanak megféleiranyba
kezdett vandorolni egyre fokozod6 diszperzié6 mel(éd.c-d abra), amely az ITP
zbna teljes szétesését eredményezte.

a’
b,
—
—_—
¢,
p
h
d,
‘
b
44, abra

Kék festék ITP vizsgalata a PDMS csatorna felllekégtizetes mddositasa nélkil. A
folyadékaram-megosztasos injektalas utan (a,) fisggjihatasara megkeatbtt az ITP
dusitas (b,), majd a mintazéna mozgasanak iraeatd nyillal jelélve) megvaltozott (c,) és
jelen®s diszperzi6 volt megfigyelh&{(d,). Kérilmények ugyanolyanok, mint 42. dbréan.

Kisérleteink latvanyosan demonstraltdk, hogy az EEnléte drasztikus
mértékben befolydsolja az ITP végrehajthatosagat éssitd effektust, éppen ezért
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feluletmédositd alkalmazasa az EOF kizardsara eéskoaponensek fali
adszorpcidjanak csokkentésére minden esetben ggiksé

Az ITP elemzéseket nemcsak folyadékmintdkkal védedtanem kiterjesztettik
alakos elemek (Microcystis aeruginosa baktériurakejs-10 um) vizsgélatara is.
Medfigyeltik, hogy a folyadékdram-megosztasos tdjéls soran a sejtek mozgasa
térbeli kiterjedésik miatt Iényegesen eltért al4 fejezetben leirt folyadékaramlasi-
profiltdl. A kordbbiakban hasznalt 1:4 csatornaatir@anyu mikrocsipbe a sejtek
és a kék festék keverékét injektaltuk be (45.a-ba)abMig a kék festék a
folyadékdram-megosztasos injektalas elvének mddéiebekerilt az elvélasztasi
csatorndba, addig a sejtek nem jutottak be, hanesatrnaban Iévlegnagyobb
aramlasi sebességnél, egy jellegzetes gorbllt imténe (12. abra COMSOL
szimulaciok aramlasi profilja) a széles kivézesatorna (OUT1) felé aramlottak. A
sejtek mikrofluidikai rendszerekben toréédramlasanak dvebb értelmezéséhez
tovabbi (COMSOL) szimulécios vizsgalatokra lennékszg.

a, b,
| IN l

OUT1 SEP

ouT2 I

45. abra
Baktériumsejtek folyadékaram-megosztasos injelkasdasan jellemz aramlési viszonyok
vizsgéalata. A mintabevitelhez alkalmazott 1:4 sggdgaranyu csatornamintazat (a,)
fényképe. Az injektalas az IN port 8&kortént, melynek soran a kék festék bejutott az
elvalasztasi csatornaba (SEP), mig a baktériunksegm (b,). Kérilmények: aramlasi
sebesség: 5 ul/perc, minta: kék festék és baktéejiak keveréke. Egyéb paraméterek
ugyanolyanok, mint a 42. abran.

A tovabbiakban a sejtek injektdlasahoz 1:1 csa@&imésb-aranyl mintdzatot
hasznaltunk (46.a abra), amellyel a nagyobb &dtanényoknal jelentke jelents
aramlasi sebességi killonbségeket csokkenteni teHgiea sejtek ITP elemzéséhez
egy széles mintazénat injektéltunk, majd pozitiszfdtséget kapcsoltunk az
elvalasztasi csatorna végére. Az ITP dusulas ardijan kezddott meg (46.b
abra), fokozatosan ,0sszdgtwve” a beinjektalt sejteket (46.c abra). A kialdku
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koncentralt zona szélessége ~200-szor kisebb unttam injektalt minta szélessége
(46.d abra).

&

= ouT2

¥\

46. 4bra
A Microcystis aeruginoshaktériumsejtek ITP vizsgalatdhoz hasznalt 1:loceattmés-
aranyu PDMS mikrocsip (a,). Fesziltség hatasatartHiTP zdnasikits effektus lépései
baktériumsejteknél (b-d). Kérilmények ugyanazolqtrai 42. abranal.

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy az ITRilkiények alkalmazasaval a
PDMS mikrocsipben az azonos fajtaju és korlu sejtelrejuttatott mennyiségjt
fliggéen keskenyebb vagy szélesebb koncentralt zéndbaritbetk, illetve
elhanyagolhat6 zonaszélesedés mellett akar nagygatibrnahosszon is szallithatok.
Megitélésink szerint tébbkomponéngkilonbd®d fajtaju, koru) baktériumokat,
sejteket tartalmazé minta esetén az ITP alkalma&aasdhetség nyilhat kilonféle
meéreti/tipusu sejtek/baktériumok dusitdséara és szétvaksma.
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5. Osszefoglalas

Az analitikai mikrofluidika toretlen fefldésének kdészonketn Ujabb és Ujabb
lab-on-a-chip eszk6zok jelennek meg. A mikrofluadikendszerek azért lehetnek
versenyképesek mas hagyomanyos (ndgyeres) analitikai moddszerekkel
szemben, mert a lab-on-a-chipek Uzemelteté<allighsi koltsége, minta igénye
rendkivil kedved Kicsi méretiknek koszonken hordozhatdéak és
alkalmazéasukkal lehéség nyilik gyors, egymast kévevagy pedig sok, egymassal
parhuzamosan végrehajthato elemzésre.

Bar el$sorban alapkutatas jellegvizsgalatokat végeztink, munkank soran
torekedtiink viszonylag egystierelven alapuld6 moddszerek megvalésitasara.
Kidolgoztunk egy olyan mintabeviteli mddszert, aly&mékdram-megosztasos
injektalast, amely jol alkalmazhaté nagyon kicgsifdgati mintak reprodukalhaté
injektéldsara. A moddszer a Hagen-Poiseuille torganwlapul, mely szerint a
csatornak keresztédésén keresztll az elvalasztasi csatornaba juiotarnérfogatat
nagymértékben befolyasolja a csatornaabiéranya, valamint forditott aranyban
fllgg az elvalasztasi csatorna hosszatdl, de figgett &ramlas sebesséfdtia egy
pumpa segitségével kb. 1 pl-nyigfvmintat juttatunk be a mikrocsipbe, ennek a
mennyiségben csak toredéke (kevesebb mint 250@szY aramlik az elvalasztasi
csatorna felé, amely kékn kicsi térfogatot (~0,4 nl) biztosit mikrocsipbimtéro
z6naelektroforetikus elvalasztadsokhoz. Ezért olyanikrofluidikai csipeket
terveztink, ahol a mintazat keres#@@sében az elvalasztasi csatorna és az egyik
szélesebb kivezétcsatorna atméjének aranya 1:4 volt. A kidolgozott injektalas
reprodukélhatésigat kék ételfesték egymas utaektélasaval (N=6) vizsgéltuk, a
kialakult kicsi mintatérfogatok cslucsmagassagagra®icsterileteire 4,8%, illetve
3,7% RSD relativ szoras értékeket allapitottunk .nterpk az értékek hasonloak a
mikrofluidikai csipekhez haszndlt mas mintabeviteinddszerekkel elért
eredményekhez. A folyadékaram-megosztasos injeiddlaleheiség nyilt a
mikrocsipek esetén szinte kizarélagosan alkalmagdetttrokinetikus injektalasnél
jelentked hibak kizérasara, mivel a mintabevitel soran aésslel rendelkéz
komponensek bejutdsat nem befolyasolta az alkalimfesziltség (és igy a minta
Osszetétele sem vaéltozott meg az injektalds sorAnkidolgozott injektalasi
mdbdszerhez nem szikséges semmiféle specidlis edgikd@nnyen atlltethéimas
mikrofluidikai rendszerekbe is.

A  folyadékdram-megosztasos injektélashoz tervezetmikrocsipek
kereszteddésében végbemén aramlasi viszonyok jellemzéséhez COMSOL
szimul&cios szoftvert alkalmaztunk. A kulénBazsatornaszélesség-aranyu (1:4, 1:6
és 1:10 megosztasi arany) mintazatokban kapottssébeloszlas-diagramokbdl
megallapitottuk, hogy 1:4 aranynal a beinjektaltdedi térfogat (W=1 pl) 0,102%-

a, 1:6 aranyndl 0,053%-a és 1:10 aranynal pedig79a aramlott az elvalasztasi
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csatorna felé. igy a szeparaciés csatornaba a sséélranyoktol fudgn
0,37-1,02 nl (1:16-1:4) térfogatok jutottak be. Ramutattunk arra @gyha Hagen-
Poiseuille torvény alapjan szamolt és a szimuldmbkapott injektalt térfogatok
kulonbd csatornaatméraranyok esetén nagysagrendileg hasonlé eredméexekh
vezettek, de az injektalt térfogatokban hozzélegesen 06tszords kuldnbség volt
tapasztalhaté azonos, ¥rtékek esetén is.

A folyadékaram-megosztasos injektalast kégatkialakult kicsi mintatérfogatot
PDMS mikrocsipben tortén elektroforetikus elvélasztadsok végrehajtasahoz
haszndltuk fel. Mivel az eredetileg hidroféb tulmydagu PDMS-d készilt
csatornarendszerekben jelentmérték katodiranyla elektroozmotikus aramlas lép
fel, ezért feliletmddosité alkalmazasat javasoltuk. reprodukalhaté CZE
elvalasztasokhoz kulonféle feluletmddositd anyagbkkanionos, kationos és
semleges) kezeltik az injektalasoktela csatorna falat a stabil, egységes felllet
kialakithdsa érdekében. Miutdn a csatorna falatrBigpeemleges feliletmédositoval
(0,1%-0s metil-cellul6z) oblitettiik, a két negatiitédi komponens alapvonali
elvélasztasa kevesebb mint 15 s alatt, 1 cm (#bosmegvalodsithato volt.

Olyan mikrocsip alapu miniatirizalt kapillaris efe¥orézis rendszert (WCE)
fejlesztettiink ki, amelynél a mintabevitel egy PDEpbe tortént a folyadékaram-
megosztasos injektalassal, a komponensek eleketifos elvalasztasat pedig egy, a
mikrocsip portjaiba csatlakoz6 kvarckapillarisbagjtbttuk végre. Az 6sszedllitott
rendszerben a PDMS mikrocsipnek &sttfunkcioja volt, mivel nemcsak az
injektaldshoz szilkséges mintazatot tartalmaztaerham csatornarendszer két
kivezeth portjaba illesztett 20 cm hosszUsagu kvarckapsliais megfelalen
rogzitette. A kapillaris a PDMS rugalmassaganakzéiobeten szorosan, ezaltal
szivargasmentesen integralhat6 volt a portokbansttigolhatd holttérfogat mellett.
A detektalashoz miniatirizalt szaloptikds UV spekitométert hasznaltunk, vagyis
— hasonldan a kereskedelmi CE készilékekhez — Kémik a kapillarison keresztul
detektaltunk. A hat (kémiailag viszonylag hasonlderkezei) kefalosporin
alapvonali elvélasztdsa kevesebb mint 8,5 perdeigénybe 18 cm-es elvélasztasi
tavolsdgon. A UCE rendszerben elért elvalasztagikbaysag (N=5000-15000)
hasonl6 nagysagrendben volt a hagyomanyos CE &bl mért értékekkel. A
MCE elvalasztasok reprodukalhatosagat két kefatospmymas utéani, tébbszori
elvalasztasaval teszteltik, a csucsmagassagolarasizcsteriletekre szamitott RSD
értékek 1,89-1,96%, illetve 3,34-3,58% kozott aledu A lekicsinyitett
elvalasztorendszernek és akkumulatorrél hasznalhetqyfesziltség tap- és
detektoregységnek kdszonben a pCE rendszer hordozhatova valt.

A C’D platformhoz olyan PDMS mikrocsipeket terveztiink Készitettiink,
amelynél egy vékony PDMS-t hasznéltunk szigeteétegként a mikrocsip
csatorngja és a detektor érzéketlektrodjai kozott. Megvizsgaltuk, hogy a
kilénbo® vastagsagu PDMSAD illetve Gveglsl készilt aljak hogyan befolyasoljak
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a kapott valaszjeleket. Megallapitottuk, hogy ~10@ vastagsagd PDMS esetén
megfeleb érzékenysépgdetektalas érhétel. A rendszer egyik éhye az eldobhat6
jelleg, mivel a mikrocsip esetleges eli@aése esetén konnyen eltavolithatd a
platformrél, egy 0j mikrocsip pedig rugalmassagakékzonheien egyszdren az
érzékeb elektrédokra simithatd. Emellett a mikrocsip ceadfa tetsélegesen
pozicionalhaté az elektrodokra, igy az elvalaszbésisz szabad valtoztatasara is
lehetség nyilik. A PDMS mikrocsip—D rendszert hétkomponehsszervetlen és
szerves anionokat tartalmazé modelloldat elvalasx@ ~ teszteltiik.
Megéllapitottuk, hogy ebben a csatornarendszerlfeplOminta injektalasakor Y
megfeleben kicsi mintatérfogat jut be az elvalasztasi asdtoa a folyadékaram-
megosztasos injektalast kogen és igy lehéség nyilt a hét komponens alapvonali
elvalasztasara 6,5 cm szepardaciés tavolsdgon Keveasat 3,5 perc alatt, 4000-
6000 (63000-93000/m) elméleti tanyérszam elérésketineA vizsgalt anionokra
szamolt kimutatasi hatar (LOD) értékek &DCszenzorfejre 0,056-1,04 pmol/l
(0,002-0,037 pg/ml), a © platformra pedig 3,6-14,7 pmol/l (0,13-2,26 pg/ml
kozott alakultak, amelyek hasonld nagysagrendbemala mas mikrofluidikai
rendszerekkel elért értékekkel. A PDMS mikrocsfidCrendszert sikeresen
alkalmaztuk anionok valodi mintdkban (csap- és @pvia, fogkrém, nyal) tortén
meghatarozasahoz is. Tovabba 6sszehasonlitottulereskedelmi forgalomban
kaphat6 kapillaris ¢D és mikrofluidikai CD platform analitikai teljeséképességét.
C'D szenzorfejjel hozzavélegesen 2,5-szer nagyobb jelet, valamint kevésjus za
alapvonalat kaptunk a*D platformmal detektalt jelekhez viszonyitva.

Kapillaris izotachoforetikus (CITP) mintadusitastedvalasztast hajtottunk végre
kereskedelmi CE készllékben. Részletesen vizsgakukkvarckapillarisban
feszlltség hatdsara kialakulé elektroozmotikus BamEOF) cstkkentésének
lehetiségét, ugy hogy, az injektalasstela kapillaris falat nagy molekulatdmeg
polimerek oldataval oblitettik. Az EOF modosulasdfy toltés nélkili anyag
(benzil-alkohol) migréacios idejének valtozasavarédik. Mar 10 perc 2%-os PVP-
oldattal val6 6blités elégnek bizonyult az EOF midlisra csokkentéséhez, e id
alatt a kapillaris falan egy stabil, dinamikus titelakult ki. Ezért a tovabbi
kapillarisban végrehajtott CITP elemzéseknél a P\dattal tortéd mosast
haszndltuk, de a mérés soran a puffer nem tarttdmazpolimert. Részletesen
tanulmanyoztuk a D szenzorfej és az UV detektaldas alkalmazhat6sagat
kereskedelmi CE készilékben végrehajtott CITP edselizhez. Megallapitottuk,
hogy a CD szenzorfej csak korlatozott mértékben hasznalhatizotachoforetikus
dusités soran kapott keskeny mintazonak megfelelektalasahoz, melynek bka
a detektor érzékél elektrodjai kdzotti viszonylag nagy tavolsag (1mm). A
felbontads javitdsa, szélesebb mintazéndk elérégekéen 120 cm hosszu
kapillarist alkalmaztunk, amelynek 75%-at mintayglomat-ion) toltottik fel az
CITP elemzés étt. A kulonbdsd koncentraciéju mintak elemzésével kapott
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kalibracios diagramok az UV detektalasnal 0,1 pg, a CD-nél a 0,4-5 mM
koncentraciotartomanyban mutattak linearis fligg&dtromat-ionra meghatéarozott
LOD értékek 0,02 uM-nak (UV) és 0,2 mM-nak’y addodtak. CITP mérések
reprodukalhatésaganak vizsgalatakor (N=5) a miggcidkre 1,49%, a
csuUcsteruletekre 1,98% RSD értékeket kaptunk. Negédttuk, hogy a CITP
spektrofotometrias detektalassal UV aktiv komporesetén (ha a két szomszédos
zéna komponensei nem nyelik el az UV fényfjngbsen hasznalhaté nagyon kis
(<1 pM) mennyiségben jelen I&wanyagok meghatarozasara. A CITP modszerrel
sikeresen elemeztiink kulonféle valédi mintakaplsKromat-iont cserzettdn vizes
extraktumabol, szerves savakat, tartésitészereketgylimolcslé mintakbol).

A folyadékaram-megosztasos injektélast sikeresean@dtuk a mikrocsip ITP-
hez szikséges nagyobb mintatérfogat (néhany nl)lakkiasdhoz kisebb
csatornaatmérarany vagy nagyobb kezdeti térfogap)\édlkalmazasaval. Eb&ént
hajtottunk végre egy, illetve tébbkomponérfestékek keverékének ITP dusitasat
PDMS mikrocsipben. Az éles hatarvonall, keskenytamitnak kialakulasat valés
idében kovettuk és rogzitettik egy kamera segitségeéAelITP zénak kialakulasat
Simul 5 Complex programmal is vizsgaltuk és megdttatuk, hogy a kisérletes
eredmények Osszhangban vannak a kapott szimulé&tiokiz ITP elemzéseket
nemcsak folyadékmintdkkal végeztik, hanem Kkitetpgdk alakos elemek
(baktériumsejtek) vizsgalatara is. Megfigyeltikghaa folyadékaram-megosztasos
injektdlds sordn a sejtek mozgasa térbeli kitegeklémiatt |ényegesen eltért a
kordbban bemutatott folyadékaramlasi-profiltol. Ez& sejtek injektdlasahoz 1:1
csatornaatméraranyl mintazatot hasznaltunk. Az ITP kdrilméngkdalmazasaval
a sejtek (a bejuttatott mennyiséigiiiggéen keskenyebb vagy szélesebb) koncentralt
z6naba tomorithék és elhanyagolhaté zdénaszélesedés mellett akayoblag
csatornahosszon is szallithatok voltak.

A jovében a mikrofluidikai csipek analitikai kémiai fekmnaldsanak tovabbi
bévilése josolhato, amelyhez étorban érzékenyebb detektalasi modszerekre lesz
szukség. Ez a mar megtédetektorok tovabbfejlesztésével, valamint 0j tipus
miniatirizalt detektorok létrehozasaval, illetvetdkmny mintaddsitasi technikak
(izotachoforézis) alkalmazéséaval ékhet.
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6. Summary

Owing to continuous development of analytical mileidics, newer and newer
lab-on-a-chip devices have been appeared. The fhicic systems can be
competitive with other conventional (instrumentabjalytical methods due to low
cost of its operation, production and the smallgamequest. Lab-on-a-chip devices
are portable owing to small sizes and since th&sris rapid, consecutive or (many)
parallel analyses can be performed.

Although we primarily carried out basic researaldgts, we tried to implement
methods based on a relatively simple principle. anintroduction method has
been developed, called split-flow, for injecting aimvolume of sample in
reproducible way, based on the Hagen-Poiseuille. |Aacording to Hagen-
Poisedille law the volume of a homogeneous fluidspay through a capillary tube
into the separation channel is directly proporticoathe fourth power of internal
diameter of channel and inversely proportionaktagth of channel, but independent
from the flow rate. If 1uL volume of sample was pumped into the chip, only a
fraction of initial volume (less than 1/2500 panas flown toward the separation
channel that provided small sample volume (~ 0.4 fdr zone electrophoretic
separation in microchip. Microchip with channel tpat was designed in which
crossing of channels consist of a separation chamiea wider channel with ratio
of their diameter 1:4. Reproducibility of the dey@td injection method was tested
by consecutive injection of blue dye (N=6) and Huhieved precisions were 4.8
RSD% and 3.7 RSD% for the peak heights and peaksarespectively. These
values were similar to those obtained with othgedtion technique used for
microchips. In this injection method only presswas applied, therefore the known
guantitation errors (biases) of electrokinetic étijen did not occur, because the
voltage does not influence the moving of chargealydes (and thus the composition
of the sample was not changed). The developedtiojemethod does not require
any special equipment. Thus, consequently it caredmly transposed to other
microfluidic systems.

To investigate flow conditions occuring at the sing channels in the proposed
microchip designed for split-flow injection, COMSQOsimulation software was
used. From the velocity distribution diagram obgairat different channel width
ratios (1:4, 1:6 and 1:10 split ratios) we founatt.102% (at the ratio of 1:4),
0.053% (at the ratio of 1:4) or 0.037% (at theorati 1:10) of initial volume of the
injected sample (3 1 ul) was introduced into the separation chameshectively.
Thus, depending on the ratios of channel widthsimels of sample in the range of
0.37 to 1.02 nl (1:16- 1:4 split ratios) were injected. Injected voluneésamples
at different ratios of channel widths calculatednirthe Hagen-Poiseuille law and
obtained from the simulation were compared resyitialues in similar magnitude,
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but despite the same initial volumes of samples-fdd differences were observed
in the injected volumes.

After the split-flow injection, the formed smallmsple plug was used for zone
electrophoretic separation in PDMS microchip. la thiginally hydrophobic PDMS
channel system, significant EOF flowing toward ta¢hode was present, the use of
surface modification was proposed. For the repribdiicCZE separations, different
surface modifying agents (anionic, cationic and tradu was used before the
injection in order to create stable, homogeneoasicél wall. After the channel wall
was rinsed with neutral (methyl cellulose of 0.1fb4pdifier for 5 min, baseline
separation of the two negatively charged componeatsachieved less than 15 s, at
1 cm effective length.

A microchip-based miniaturized capillary electropsis systemyCE) has been
developed, wherein the sample introduction was weecin a PDMS chip using
split-flow injection method and the separation ofmpounds was performed in a
fused silica capillary attached to the ports of Bi2MS chip. In the assembled
system, PDMS microchip had dual function, it did ooly include channel pattern
for the injection, but also held the 20 cm lengthCi separation capillary. The
flexible PDMS used as material for microchip prepan allowed the formation of
leakage-free connection with a relatively low deatlime. The optical fibres of the
photometer were used for detection, like in the mential CE apparatus, directly
detected through the capillary. The baseline séiparaf six cephalosporins, having
relatively similar chemical structure, was compiete less than 8.5 minutes, at 18
cm separation length. In the€E system the achieved separation efficiency (numbe
of theoretical plates ranged from 5 000 to 15 0883 in similar magnitude to be
measured by traditional CE apparatus. The reprbditgiof the uCE system was
tested by consecutive injection and repeated separaf mixture of two
cephalosporins. Peak heights and peak areas wegeddrom 1.89 to 1.96% and
3.34 to 3.58%, respectively. Owing to its reduced,dattery operated high-voltage
power supply and detector devig&SE system can be considered portable.

To accomplish the contactless conductivityTplatform detection, a very thin
layer has to be used for making the bottom of tBMB microchip acting as an
insulating layer between the sensing electrodegtantiquid inside the microfluidic
channel. We examined how different thickness of FD&hd glass layers affect the
response signals. ~100 um thick PDMS layer wasddarbe optimal for sensitive
detection. One advantage of the proposed systdimpesability, because the PDMS
chip can be removed from the platform in case @fging and due to its flexibility a
new microchip can be smoothed simply onto the sgnsiectrodes. The other
advantage of the use of[T with external electrodes was the possibility teefy
variate the separation length in the microchip. FDMicrochip-CD was tested by
separation a seven-component containing mixtura asodel solution, including
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inorganic or organic anions. Using 0.5 puL samplén#é&l volume, small sample
plug was got into the separation channel. The ken§6.5 cm was long enough for
baseline separation of the seven components lass3tb min obtaining the numbers
of theoretical plates in the range of 4 000-6 0&8® @00/m - 93 000/m). The LODs
of the studied inorganic anions were in the rang8.256-1.04 uM and 3.66-14.7
1M for the CD headstage and for théTplatform, respectively. These LODs were
in similar magnitude compared to values obtaineditlrer microfluidic system. The
proposed microchipD system was successfully applied to analyze diffetypes
of real samples (tap and mineral water, toothpastie/a). Arranging the two types
of C'D detectors in line, a dual detection could begrengd to directly compare the
performances of the two’D detection systems using the same electrophantic
Using the ¢D headstage 2.5 times higher signal heights antaother baseline
was recorded in comparison with théD(platform.

Capillary isotachophoretic (CITP) sample preconeditin and separation were
performed in the conventional CE instrument. Weehatudied the possibility of
reducing electroosmotic flow (EOF) induced by appyvoltage in the fused silica
capillary. Thus, before the injection the capillargll was rinsed with solution of
polymers having high molecular weight. The altematof EOF was studied by
following the changes of migration time of neutnarker (benzyl alcohol). Rinsing
with PVP of 2% for 10 min was enough to minimize tBOF, a stable, dynamic
layer was formed on the capillary wall. For thettier CITP experiments the use of
PVP-coated silica capillary was concluded to benagdtand therefore flushing the
capillary with PVP solution before each sampledtn was applied, but the buffer
solutions did not contain PVP. Detailed studies everonducted about the
applicability of the ¢D headstage and UV detection for CITP analysisesuout in
commercial CE instrument. It was found that the efs€'D headstage for detecting
narrow sample zones obtained during isotachoploreas very limited due to the
relatively large distance between electrodes ofddector (1-2 mm). To improve
the resolution and reach wider zones 75% of the ciilength of capillary was
filled with the sample (chromate ion) prior to tBETP analysis. Calibration diagram
for chromate was shown good linearity in the cotregion range of 0.1 pM-5 mM
for UV and 0.4 mM-5 mM for ¢D. The LODs values for chromate were 0.02 uM
and 0.2 mM obtained with UV and’@ detection, respectively. Repeatability of
CITP analysis was tested, the obtained RSD valegs W.49% for migration times
and 1.98% for peak areas (N=5). We found that CWlith spectrophotometric
detection in case of UV active component (if adja@meighbouring) zones were
non UV-absorbing components) can be advantageaysbjied for determining
trace chromophore analytes (<1 pM). With CITP, »asi real samples were
successfully analyzed (e.g. chromate in aqueouscxof tanned leather, organic
acids in wine samples and preservatives in juice).
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Split-flow injection was successfully used to injésrger sample volume (a few
nL) required for microchip ITP by using smallerioadf channel diameter or higher
initial volume (\p). ITP analyses of one and multi-component mixtufedyes were
performed in PDMS microchip. The sharp, narrow zomé the sample were
monitored and recorded using a camera in real fliihe.formation of ITP zones was
examined and the experimental results were consiatiéh the simulations obtained
by Simul 5 complex software. Not only ITP analypédiquid samples were carried
out, but also extended investigations were conduet@h shaped components
(bacterial cells). During the split-flow injectiomoving of cells was significantly
different from the previously described flow prefibf liquids. Therefore, channel
pattern with 1:1 ratio of diameter was used foedtjpn of the cells. Using ITP
conditions, cells were concentrated into the cosged zone (narrower or wider
depending on the injected volume) and this zonebmatransported without band
dispersion even at greater channel distance.

In the future, further expansion of the use of oficidic chips can be predicted
in analytical chemistry, for which more sensitivettion methods will be needed.
This can be achieved by improving the existing ctets as well as introducing new
types of miniaturized detectors and applying effectsample preconcentration
techniques (e.g. isotachophoresis).
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