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l. Bevezetés és célkitiizések

A mikrofluidikai kutatdsok robbanasszerii fejlédésnek indultak az utdobbi években. A
lab-on-a-chip rendszerek fejlesztése, tanulmanyozasa ¢és analitikai alkalmazasa
jelenleg is igen intenziven folyik. Napjainkban a nagyszami mintdk gyors ¢és
viszonylag olcs6 folyadékkromatografias elemzésére iranyuld egyre nagyobb igény
miatt a mikrofluidikai kutatdsok egyik iranya a kromatografias elvéalasztastechnikak
miniatiirizalasa, a kiilonb6z6 kromatografias téltetek mikrocsipben valo kialakitasa.

A mikrofluidikai csipek analitikai alkalmazasanak szamos elénye ismeretes. Az
egymds utan  gyorsan  elvégezhetd  mérésekhez  nanoliternyi  térfogata
mintamennyiségekre van sziikség, a mérések soran felhasznalt reagensek, oldoszerek
mennyisége is joval kevesebb, mint a hagyomanyos analitikai modszerek esetén.
Masik nagy elényiik, hogy a mikrocsipek készitésének, miikodtetésének koltségei
lényegesen kevesebbek, mint a nagy analitikai miiszereké, hasznalatuk gazdasdgos és
kornyezetkiméld. Mostanara a mikrocsipekben nagyszamu bio- és kornyezetanalitikali
modszert fejlesztettek ki és irtak le az irodalomban.

Mindezek ellenére viszonylag kevés mikrocsip alapti kromatografias rendszert
fejlesztettek ki, ennek okai a kromatografias toltetek kialakitidsanak nehézségeiben
keresenddek. Tobb olyan rendszer ismert, ahol a kromatografids toltetek mikrocsipbe
integraldsdhoz valamilyen fritet (szlir6szerli akadalyt) helyeztek a csatorndba, ezzel
visszatartva a részecskéket. A fritek alkalmazasa azonban kiilénb6z6 technikai jellegli
problémékat okoz (kialakitasuk nehézkes, buborékok képzddését katalizalhatjak).
Munkank soran kromatografids elvalasztasi technikdk miniatiirizalasat, kiilonféle
kromatografias toltetek mikrofluidikai csipben val6 kialakitasat és alkalmazésat tliztiik
ki célul. Ehhez olyan reprodukalhatd, gyors toltési modszert szerettiink volna
kifejleszteni, amelynél a kromatografids részecskéket nem frit segitségével tartjuk
vissza a mikrocsipek csatornaiban.

Tovabbi célunk volt olyan tobbcsatornds mikrofluidikai rendszerek kifejlesztése,
amelyek parhuzamos csatornaiban tobb, akar kiilonb6zd kromatografias toltet
kialakitasdra van lehetdség, amelyeken egyidejilleg végezhetiink parhuzamos
elvéalasztasokat.

A mikrofluidikai rendszerek jelenlegi alkalmazasanak egyik hatranya a rendszerekhez
kapcsolt érzékeny detektdldsi modszerek hidnya. Az Aaltalunk kifejlesztett
mikrocsipekhez megvizsgaltuk az atomspektoszkopias detektorok alkalmazhatdsagat.



11. Alkalmazott késziilékek és modszerek

Mikrofluidikai csipek készitése

A csatornarendszerek tervezéséhez, megrajzolasdhoz AutoCAD szoftvert hasznaltunk,
amiket ezt kovetden nagyfelbontast nyomtatdéval (3600 dpi) atlatszé foliara
nyomtattunk (a csatorndk fekete alapon attetszd mintdzatokként jelennek meg). Az
ontéforma alapjaként/hordozojaként szolgald 7,6 cm atmérdju szilicium lapon negativ
tipust fényérzékeny anyagbol (SU-8 2025, Microchem, Newton, MA, USA) vékony
réteget alakitottunk ki spincoater segitségével (3000 rpm, 30 s). Erre a fényérzékeny
rétegre helyeztiik rd a csatornamintazatot tartalmazo foliat (litografids maszkot), majd
UV fénnyel (365 nm, Spectroline FC-100/F lampa, Spectronics Corporation,
Westbury, New York, USA) 10 percig sugaroztuk be. A fényérzékeny réteg azon
részeit, amelyeket nem ért fény 1-metoxi-2-propanol-acetat eléhivoszerrel (mr-Dev
600, Micro Resist Technology, Berlin, Németorszag) mostuk le a hordozordl, igy a
szilicium lapon a csatornak 35 pm-nyire kiemelkedd mintazata alakult ki.

Az igy elkésziilt ontéformara a poli(dimetil-sziloxan) (PDMS) és a térhalositd
folyadék (Sylgard 184, Dow Corning, Midland, MI, USA) 10:1 ardnyu keverékét
ontottiik, majd szaritészekrényben, 65 °C-on 1 o6ra alatt térhalésitottuk. A
megszilardult milanyagot eltavolitottuk az ontéformarol és megfeleld méretre vagtuk,

majd 0,7 mm atmér6jii portokat lyukasztottunk a csatornak végeinél. A
csatornamintazatot tartalmaz6 PDMS lapot iiveg targylemezhez kotottik levegd
plazma (Harrick PDC-32G, Harrick Plasma, Ithaca, New York, USA) segitségével, igy
zarva le a csatorndkat.

1. abra A harom kiilonall6 csatornarendszert tartalmaz6 mikrofluidikai csip készitéséhez
hasznalt 6nt6forma (bal oldali kép) és a kiilonb6z6 festékekkel megtoltott tivegre ragasztott
mikrocsip (jobb oldali kép).



Mikrocsipek vizsgalata, detektalasi modszerek

A mikrocsipekbe Ismatec IPC tipust perisztaltikus pumpa segitségével juttattuk be a
folyadékokat, a benniik végbemend folyamatokat, elvalasztasokat Zeiss tipusii Axio
Observer Al kutatd, inverz mikroszkop segitségével figyeltik meg. A videokat,
képeket AxioCam ICC3 tipusu nagyfelbontasu digitalis kamera és az AxioVision 4.6.3
kép és vided rogzitd program segitségével készitettiik.

A mikrocsipeken elvalasztott, dusitott Cr(VI)-ot 240 FS tipusti langatomabszorpcids
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) és lézerindukalt plazma
(LIBScan 25+, Applied Photonics Ltd., Skipton, New Yorkshire, UK) spektroszkopias
modszerrel detektaltuk.

A mikrocsipek csatorndjdban dramoltatott folyadékok viselkedését COMSOL
Multiphysics (COMSOL, Inc., Palo Alto, CA, USA) programmal szimulaltuk.



I11. Uj tudoményos eredmények

1. Kromatografias tolteteket alakitottunk ki a poli(dimetil-sziloxan)-bol készitett

mikrofluidikai csipekben fritek nélkiil a csatornakban létrehozott sziikiiletek
segitségével.

11

1.2

A csatornak magassaganak megfelelé6 mértéki csokkentésével kialakitott
sziikiiletet hasznalva bizonyitottuk, hogy a kromatografias részecskék
tartosan visszatarthatoak a csatornakban.

A csatornamagassag 15-20 pm-re csokkentése mar elegenddnek bizonyult az
5 um-es  kromatografids  részecskék  visszatartisahoz. Ezt a
magassagcsokkentést legegyszeriibben a mikrocsip készitéséhez hasznalt
ontéforman  talalhatd  csatornamintdzat megfeleld helyen  torténd
elvékonyitasaval értiik el.

A csatornarendszerek geometridjanak tervezése soran a csatornak
szélességének megfelelo6 mértékii csokkentésével alakitottunk ki
kromatografias részecskék visszatartasara alkalmas sziikiileteket.

A mikrocsip csatorndjanak szélességét 100 um-rél 15-20 um-re csokkentettiik,
az igy elkészitett csatorndkban reprodukalhatéan lehetett 5-10 um atmérdji
részecskékbdl kromatografids tolteteket kialakitani. A toltetek hossza
szabadon valtoztathatd 200 pum-t6l a tobb cm hosszisagig. A modszer
alkalmazasaval tobbcsatornas rendszerekben is kialakithatéak kromatografias
toltetek.

100 pm
A,

2. abra Kromatografias toltetek kialakitasa parhuzamos csatorndkban a csatorna

szélességének csokkentésével kialakitott sziikiiletek segitségével.



1.3 Bizonyitottuk a zarokéhatas fontossagat a mikrofluidikai csatornakban
az 1.1 és 1.2 tézispontokban ismertetett modszerekkel torténé
kromatografias toltetkialakitas soran.

Kiilonb6z6é atmérdjii sziikiiletek esetén vizsgaltuk a kialakitott toltetek
stabilitasat. Meghataroztuk, hogy a részecskék atmérdjénél legfeljebb
haromszor nagyobb sziikiiletatmérok esetén még stabil toltet alakithatd ki a
fellépd zarokohatasnak koszonhetden. (Példaul 15 pm-es szikiiletet
alkalmazva, az 5 pm-es részecskék esetén stabil toltet keletkezik, de a sziikiilet
atmér6jét 25 um-re novelve, a kialakult toltet instabilla valt, idével annak
felbomlésa volt megfigyelhetd.)

Megallapitottuk, hogy a kialakitott sziikiiletek hosszanak nincs hatésa a toltet
stabilitasdra abban az esetben, ha ez a hossz legalabb kétszerese a
visszatartand6 kromatografias részecske atmérdjének. (Az 5 pm-es részecskék
esetén igy elegendd egy 10 um hosszu sziikiilet, de a csatornarendszereinkben
altalaban 50 pm hosszu sziikiileteket hoztunk 1étre.)

A mikrocsipek Ontéseéhez hasznalt, fotolitografias eljarassal készitett
ontéforman mar eleve kialakitottuk a csatornarendszereken beliili sziikiiletek.
E szlikiiletetek 4atmérdje jelentdsen befolyasolhatdé volt a kialakitott
fényérzékeny réteg vastagsdgaval, illetve a litografias eljards soran
alkalmazott besugarzasi idé hosszaval is. Megfigyeltiik, hogy a vékonyabb
fényérzékeny réteg vagy a hosszabb besugdrzas 1d0 hasznéilata szélesebb
csatornakat, és igy szélesebb sziikiileteket eredményezett.

2. Olyan tobbcsatornas mikrofluidikai rendszereket fejlesztettiink ki, amelyek
csatornaiban kialakitott tolteteken egyidejiileg tobb kromatografias elvalasztas
is végrehajthato.

2.1 A mikrocsipekben 3-12 parhuzamos kromatografias toltetet alakitottunk
ki az 1.2 tézispontban targyalt modszer segitségével.
Bemutattuk, hogy egy mikrocsipen 12 parhuzamos csatorndban kialakithatd
kromatografias toltet mérete a mikrocsip méreteihez képest nagyon kicsi, az
egy mikrocsipen elhelyezhetdé kromatografids toltetek szaméat inkdbb a minta
bejuttatasara szolgald portok szama és elrendezése hatdrozta meg. Abban az
esetben, ha egyetlen injektald részt ¢és kimeneti portot tartalmaz a
csatornarendszer, akkor a parhuzamos csatorndk, és igy a kromatografias
toltetek szama elérheti akar a 60-at is.
Tobbesatornas rendszereinknek két f6 elrendezése lehet: egymastol fiiggetlen
¢s egymassal kapcsolatban all6 csatornarendszerek. Az egymastol fiiggetlen
csatornarendszerek esetén minden egyes szeparacios csatornarész kiilon
kimeneti porttal (kivezetéssel) rendelkezik, ezért kiilonb6z6 kromatografias



2.2

toltetek kialakitdsara van lehetéség. Az egymadssal kapcsolatban allo
rendszerek csatorndi pedig egy kozos kimeneti portba futnak oOssze, igy a
toltetek ezen porton keresztiil egyidejiileg alakithatoak ki. Mindkét
rendszerben egy vagy tobb minta egyideji elemzésére van lehetdség attol
fuggben, hogy az egyes toltetekhez kiilon injektalo rész tartozik-e.

Bizonyitottuk, hogy a minta injektalasahoz egy olyan tobbagu
keresztezodés sziikséges, ahol az egyik agon bejuttatott minta ugy oszlik el
a tobbi csatorna felé, hogy a kromatografias toltet iranyaba a
mintaoldatnak csupan kis toredéke aramlik.

Példaul egy 1 mm hossziu, 5 pm-es hagyomanyos C18-as kromatografias
részecskékbdl allo toltetre 1 pl mintat injektalva a toltet felé kb. 1 nl térfogata
minta aramlik a nagy hidrodinamikai ellenéllas miatt. Megfigyeltiik, hogy a
toltet felé jutd minta térfogata nem fiigg az alkalmazott aramlési sebesség
mértekétdl, csak az eredeti mintatérfogattol.

Megallapitottuk, hogy haromtoltetes rendszerek esetén a kozos mintainjektalo
részen bejuttatott mintadugd egyenld aranyban oszlik el a parhuzamos toltetek
kozott, igy abban az esetben, ha a toltetek hidrodinamikai ellenallasa
megegyezik, minden egyes téltetre azonos térfogati minta jut.

3. Tanulmanyoztuk a mikrocsipben Kkialakitott kiilonboz6é tipusi toltetek
kromatografias sajatsagait.

3.1

3.2

Kétkomponensii keveréket valasztottunk el mikrofluidikai rendszerekben
kialakitott 5 pm-es, C18-as hagyomanyos kromatografias tolteteken.

Az elvalasztashoz kevesebb, mint 30 masodpercre volt sziikség.
Megéllapitottuk azokat a teljesitményjellemzdket, melyek alkalmasak a
kromatografias toltetek jellemzésére. A 2 mm hosszusagl toltetre vonatkozéd
elméleti tanyérmagassag értéke 0,75 um, az elméleti tanyérszam 2500
(1 330 000/m) volt. A Brillantkék FCF (E133) festékre meghatarozott teljes
kapacits ugyanezen a tolteten 7,510™? mol/pum értéknek adédott.

A mikrofluidikai csipek csatorniiban kiilonb6zoképpen funkcionalizalt
feliiletii aerogélekbdl alakitottunk ki kromatografias tolteteket.

A mikrocsipbe toltés eldtt az aerogél tOmbot poritottuk, a részecskékbol
metanolos szuszpenziot készitettiink, melyet iilepitettiink, hogy 1 pm korili,
viszonylag azonos méretii részecskéket kapjunk.

Az ételfestékek segitségével tesztelt aerogél tolteteken Otvenszeres dusitast
értiink el és bemutattuk, hogy két ételfesték elvalasztasdhoz minddssze
6-8 masodpercre van sziikség (0,5 mm hossza, C16 oldallanccal modositott



3.3

3.4

szilika aerogél toltet, izokratikus koriilmények (35% metanol-viz tartalmu
mobil fazis) 1 nl ételfesték keverek minta, 3 bar).

Harom Kkiilonb6z6 kromatografias toltetet tartalmazo rendszerben
parhuzamosan végeztiink kromatografias elvalasztasokat.

A hérom kiilonb6z6 (RP-1, C8 és C18), azonos méretii (5 um) kromatografias
részecskékbol allo tolteten ételfestekeket valasztottunk el izokratikus
koriilmények  kozott (mozgd fazisként 25%  metanol-viz  elegyet
alkalmaztunk). A mikrocsipbe injektalt minta térfogata a toltetek jelenléte altal
kifejtett hidrodinamikai ellenallas kovetkeztében toredékére csokkent (lasd 2.2
tézispont), a bejuttatott mintadugd a keresztezddést kovetden egyenlden
oszlott el a harom kromatografids toltetet tartalmazd parhuzamos csatorna
kozott. Ezzel megmutattuk, hogy a tobbcsatornas mikrofluidikai rendszerek
alkalmasak kromatografids toltetek gyors Osszehasonlitdsara, a megfeleld
toltet kivalasztasara.

R TR -
O Cis

3. abra Etelfesték keverék egyidejii elvalasztasa harom kiilonbozé kromatogréfias
tolteten.

Demonstraltuk, hogy a szimulicios szoftverek alkalmasak a
tobbcsatornas  mikrofluidikai rendszerekben torténé aramlasok
modellezésére, a csatornarendszerek geometriajanak optimalasara.
Kisérleteink sordn megfigyeltik, hogy a 12 mikrotoltetet tartalmazo
csatornarendszerekben a parhuzamos csatornakban mért dramlasi sebességek
kiilonbozéek (0,014-0,024 mm/s), a kivezetd portok fel¢ folyamatosan
csokkentek (az aramlési sebességek maximumdnak és minimumanak aranya
2,2 volt). Az aramlasi sebességek kiegyenlitésére COMSOL Multiphysics
szimulaciok segitségével terveztink mintdzatot, a csatornarendszer
mobdositdsaval a parhuzamos csatornakban mért legnagyobb és legkisebb
aramlasi sebesség aranyat 1,05-re csokkentettiik. A szimuldciokkal optimalt
csatornarendszerekben kialakult aramlési sebességek jol egyeztek a modositott
mintdzati mikrocsipben kisérletesen mért &ramlési sebességekkel.



4. abra A parhuzamos csatorndkban mért aramlési sebességek kiegyenlitése szimulaciok
segitségével (bal oldali kép) és a kisérletesen mért aramlasi sebességek a modositott

csatornamintazatban (jobb oldali kép).

4. A kromatografias tolteteket tartalmazé wmikrofluidikai rendszerekhez
atomspektrometrias detektalasi modszereket alkalmaztunk.

4.1

4.2

Igazoltuk, hogy a mikrofluidikai csipek langatomabszorpcios
spektrométerrel (FAAS) torténo kapcsolasa megvalosithato, ha a
mikrocsipek tolteteinek/csatornainak modositasaval megnoveljilk az
atomspektrométerbe juttatott minta térfogatat.

Meghatéaroztuk, hogy 30 pl az a minimalis injektalasi térfogat, amely a még
megfeleld reprodukéalhatosaghi és érzékenységli FAAS méréshez sziikséges.
Az ilyen térfogati minta biztositdsahoz a mikrocsipben 20 mm hossza, 1 mm
széles és 0,1 mm vastag 5 um-es C18 kromatografias tolteteket alakitottuk ki.
Igazoltuk, hogy a kifejlesztett mddszerrel Cr(VI) elvalasztasa/dusitasa ¢és
meghatarozdsa végezheté el. A Cr(VI) kimutatdsi hatdra 80 pl minta
mikrocsipbe juttatdsakor 0,0031 pg/ml-es értéknek adodott.

Demonstraltuk, hogy a mikrofluidikai csipekben kialakitott
kromatografias tolteteken megkotott Cr(VI) Ilézerindukalt plazma
spektroszkopia (LIBS) segitségével detektalhato.

A kromatografias toltetekrdl a mikrocsip kimeneti portjaba elualt Cr(VI)
oldatot gyors beszaradasat kovetden a spektrométer 1ézersugaraval kozvetleniil
elemeztiik. Bizonyitottuk, hogy a kromatografias toltetek kisebb 1ézer (50 mJ)
impulzusok hatasara csak kevéssé roncsolodnak, igy a megkdtott Cr(VI)
detektalasa torténhet az atlatsz6 PDMS-en keresztiil, akar magin a
kromatografias tolteten is.



IV. Az eredmények hasznositasanak lehetoségei

Napjainkban a mikrofluidika az analitikai kémia egyik legintenzivebben kutatott
teriilete, mely magaban hordozza a kifejlesztett analitikai eljarasok, mikrocsipek
alkalmazhatosagat a legkiilonb6zdbb ipari, orvosdiagnosztikai €s kornyezetanalitikai
teriileteken, igy az eredmények hasznositasi lehetdségei is széleskortiek.

Bar a mikrofluidikai csipekkel kapcsolatos kutatdsok jelenleg inkabb alapkutatés
jellegliek, sok hasznos lehetdséget rejtenek magukban. Megfigyelhetd, hogy a nagy
miuszergyartd cégek tobb olyan analitikai rendszert vezettek be piacra az elmult
években, melyekben mikrofluidikai csipeken tortént az analitikai elemzés. Az ipari
alkalmazasok szempontjabol fontos kovetelmény a nagyszamu mintdk gyors, olcso
meghatdrozéasa. Az altalunk fejlesztett mikrocsipek csatorndiban tobb (3, 12 vagy akéar
ennél is tobb) kromatografias toltet alakithat6 ki a parhuzamos csatornakban. Ezeken a
tolteteken tobb, parhuzamos elvalasztas végrehajtdsara van lehetdségiink, mellyel
nagymértékben csokkenthetd az analitikai vizsgalatokhoz sziikséges 1d6 és a
meghatarozasok koltsége.

A parhuzamos csatorndkat tartalmazd mikrocsipekben lehetdségiink van kiilonb6zd
toltetek kialakitasaval kromatografias toltetek gyors 0sszehasonlitdsara vagy az adott
analitikai feladathoz megfeleld toltet kivalasztasara, igy az (1j modszerek kifejlesztése
lényegesen felgyorsulhat. A kromatografias részecskékkel toltott PDMS mikrocsipek
gyorsan, viszonylag reprodukalhatéan készithetdek, eldallitasi és mikodtetési
koltségeik csekélyek.

Mivel a gazdasagi fejlodéssel egyre tobb és minél olcsobb analitikai meghatirozas
elvégzésére van sziikkség a jovoben a mikrofluidikai csipeken torténd analitikai
elemzések széleskorti elterjedése varhato.
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