1949

TOBBCSATORNAS MIKROFLUIDIKAI
RENDSZEREK FEJLESZTESE KROMATOGRAFIAS
ALKALMAZASOKHOZ

Egyetemi doktori (PhD) értekezés

a szerzO neve: Nagy Andrea

témavezetd neve: Dr. Gaspar Attila

DEBRECENI EGYETEM
Természettudomanyi Doktori Tanécs
Kémia Doktori Iskola
Debrecen, 2015.



Ezen értekezést a Debreceni Egyetem Természettudomanyi Doktori
Tanacs Kémia Doktori Iskola Koordinacios és analitikai kémia
programja  keretében  készitettem a  Debreceni = Egyetem
természettudomanyi doktori (PhD) fokozatanak elnyerése céljabol.

Debrecen, 2015. aprilis 22.

a jelolt alairasa

Tanusitom, hogy Nagy Andrea doktorjelolt 2012-2015 kozott a fent
megnevezett Doktori Iskola Koordinacios és analitikai kémia
programjanak keretében irdnyitdsommal végezte munkgjat. Az
értekezésben  foglalt eredményekhez a jelolt oOnéllo  alkotd
tevékenységével meghatarozoan hozzajarult. Az értekezés elfogadasat
javasolom.

Debrecen, 2015. aprilis 22.

a témavezeto alairasa



Tobbcesatornas mikrofluidikai rendszerek fejlesztése kromatografias
alkalmazasokhoz

Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése érdekében
a Kémia tudoméanyagban

frta: Nagy Andrea, okleveles vegyész
Késziilt a Debreceni Egyetem Kémia doktori iskolaja

(Koordinaciods és analitikai kémia programja) keretében
Témavezetd: Dr. Gaspar Attila

A doktori szigorlati bizottsag:

elnok: DT e
tagok: DT o

D e
A doktori szigorlat idopontja: 20... . ........ceeeininn . .

Az értekezés biraloi:

A biralobizottsag:

elnok: DT e
tagok: DT o
| D
|
|

Az értekezés védésének idopontja: 20... . ...l



Tartalomjegyzék

Az értekezésben eldfordulod roviditések jegyzEeke ......ovvvvvviiniiiiininnnnen. 1
L. BEVEZELES ...ttt 3
2. Trodalmi AtEKINEES .....ccuviiiiiiieiieeriie et 5
2.1. Mikrofluidikai csipek kialakitasa és analitikai alkalmazasuk .....5
2.2. Kromatografis elvalasztdsok modszerei ........cooevvveieriiienninnns 11
2.3. Kromatografias toltetek kialakitasa mikrofluidikai csipekben.. 14
2.4. Mikrofluidikai csipek kapcsolasa detektalasi modszerekkel..... 20

3. Kisérleti KOriImenyek .........ccoooveriiiiiiiiieee e 23
3.1. Felhasznalt vegyszerek €és anyagok ..........cccccvvvieiiiiiienieninenne 23
3.2. Alkalmazott berendezések ..........ccovirriiiiiiiiiiiiiieiie e 24
3.2.1. A mikrocsip készitése soran hasznalt berendezések........... 24
3.2.2. A mikrocsipek alkalmazasa soran hasznalt késziilékek ..... 25
3.2.3. Atomspektrometerek ..........ccovvviiiiiiiiiiiiie s 26

3.3. A mikrofluidikai csipek KESZitése.........covrvmviriieniriiiiieieenenn, 27
3.4. Szimulacibk COMSOL szoftverrel .........cccovviiiiiiiiiienienene 31
4. Kisérleti eredmeények..........ccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiie e 32
4.1. Kromatografias részecskék visszatartasanak tanulmanyozasa.. 32
4.1.1. Atmeneti csatornasziikiilet kialakitasa ..........c..cccovrrrvrnens 32
4.1.2. Szikilet kialakitdsa a csatorna  magassaganak
CSOKKENtESEVEL ....c.uvviiiiiiiiiii e 33
4.1.3. Sztkiilet kialakitdisa a  csatorna  szélességének
CSOKKENTESEVEL ....c.uviiiiiiiiiiicc e 34
4.1.4. A zarokOhatas tanulmanyozasa ...........ccccvvveiiiiiiiiiiennn, 39

4.2. Harom parhuzamos csatornat tartalmazo rendszerek ................ 41
4.2.1. Csatornamintazatok teTVEZESE ........covverrvrrrieeriiniieeniieeienne 41
4.2.2. Kromatografias toltetek kialakitasa mikrocsipekben ......... 43
4.23. A mikrocsipben torténd kromatografids elvalasztasok
taNUIMANYOZASA ....ooveiiiieiiceee e 46

4.3. Tiz vagy tobb parhuzamos csatornat tartalmazo mikrofluidikai
TENASZETEK ... 52
4.3.1. Tobbesatornas mikrofluidikai rendszerek tervezése .......... 52
4.3.2. Kromatografias toltetek kialakitasa mikrocsipekben ......... 54

4.3.3. A mikrocsipben torténd kromatografids elvalasztasok
tANUIMANYOZASA ..o.evieiiiiciccc s 56



4.3.3. Folyadékok 4aramlasanak modellezése mikrofluidikai

FeNASZErekDEN .....ocviiiiie e 58
4.4. Mikrofluidikai  csipek  kapcsolasa  atomspektrometrids
deteKtOroKKal ..........coooiiiieic e 68

4.4.1. Kapcsolas langatomabszorpcids spektrométerrel............... 68

4.4.1.1. A mikrocsipek altal szolgaltatott minta térfogatanak a
FAAS késziilék igényeihez 1gazitdsa........ccccvvvveviviiiiieeiiineenne, 68

4.4.1.2. Cr(VI) meghatarozasa mikrocsip-FAAS rendszerben. 73
4.4.2. Kapcsolas 1ézerindukalt plazma (LIBS) spektrométerhez . 77

5. OSSZEFOZIALAS ......vevvevveeceeteeeeie et 81
6. SUMMAIY ...t 86
7. IrodalomjeZyZEK .......coveviiiiiic e 90
8. PUBlIKACIOK JEZYZEKE ......vveiiiiiiiii e 97

9. KOSzZONEtNYIVANILAS ....ooovvieiiiiiieiie e 103



Az értekezésben elofordulo roviditések jegyzéke

CE kapillaris elektroforézis

CEC kapillaris elektrokromatografia

CN cianopropil oldalldnccal modositott szilika kromatografias
allofazis

COMOSS collocated monolithic stationary phase support system

C6H5 fenil oldallanccal modositott szilika kromatografias
allofazis

C8 8 szénatom hosszisagu lancot tartalmaz6 szilika
kromatografids allofazis

C16 16 szénatom hosszusagu lancot tartalmazo szilika
kromatografias allofazis

C18 18 szénatom hosszisagl lancot tartalmazo szilika
kromatografias allofazis

DNS dezoxiribonukleinsav

EDP etiléndiamin és pirokatechin vizes oldata

EOF elektroozmotikus dramlés

ESI elektrospray ionizécios technika

E102 tartrazin (ételfesték)

E133 Brillantkék FCF (ételfesték)

FAAS langatomabszorpcids spektrometria

FITC fluoreszcein-izotiocianat

GC gazkromatografia

HPLC nagyhatékonysagu folyadékkromatografia
ICP-MS induktiv csatolast plazma - tdmegspektrométer
LED vilagito didda

LIBS 1ézerindukalt plazma spektroszkopia

LIF 1ézerindukalt fluoreszencia

LOD kimutatasi hatar

uTAS micro total analysis system

nano- nano-folyadékkromatografiaval kapcsolt

LC/MS tomegspektrométer

NH2 aminopropil oldallanccal modositott szilika kromatografias
allofazis

PDMS poli(dimetil-sziloxan)



PEEK
PMMA
PS

RP-1
RSD
TBA-Br
TMAH
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poli(metil-metakrilat)
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metil csoporttal médositott szilika kromatografias allotazis
relativ standard deviacid

tetrabutilammonium-bromid
tetrametilammonium-hidroxid

ibolyantuali



1. Bevezetés

Napjainkban a  mikrofluidika az analitikai kémia egyik
legintenzivebben kutatott teriilete, mely magéban hordozza a
kifejlesztett analitikai eljarasok, mikrocsipek alkalmazhatosagat a
legkiilonbozobb  ipari, orvosdiagnosztikai ¢€s kdrnyezetanalitikai
terlileteken. A nagyszdmi mintdk gyors és viszonylag olcsé
folyadékkromatografias elemzésére iranyul6 egyre nagyobb igény miatt
a mikrofluidikai kutatasok egyik iranya az elvalasztastechnikai
modszerek miniatiirizalasa, a kiilonb6zé kromatografias toltetek
mikrocsipben valo kialakitasa.

A mikrofluidikai csipek analitikai alkalmazisanak szamos elénye
ismeretes. Az egymds utan gyorsan elvégezhetd mérésekhez
nanoliternyi térfogat mintamennyiségek elegenddek, a mérések soran
felhasznalt reagensek, olddszerek mennyisége is joval kevesebb, mint a
hagyomanyos analitikai ~—modszerek esetén. A mikrocsipek
készitésének, milkodtetésének koltségei 1ényegesen kisebbek, mint a
nagy analitikai miliszereké, hasznalatuk gazdasagos és kornyezetkiméld.
Napjainkra a mikrocsipekben végrehajthatd nagyszamu bio- és
kornyezetanalitikai modszert fejlesztettek ki és irtak le az irodalomban.
Mindezek ellenére eddig viszonylag kevés mikrocsip alapu
kromatografids rendszert fejlesztettek ki, ennek okai a kromatografias
toltetek kialakitasdnak nehézségeiben keresendéek. Tobb olyan
rendszer ismert, ahol a kromatografids toltetek mikrocsipbe
integralasdhoz valamilyen fritet (szlir6szerli akadalyt) helyeztek a
csatornaba, ezzel visszatartva a részecskéket. A fritek alkalmazasa
azonban kiilonb6zd technikai jellegli problémaékat okoz (kialakitasuk
nehézkes, buborékok képzddését katalizalhatjak).

Munkénk soran kromatografias elvalasztasi technikdk miniatiirizalasat,
kiilonféle kromatografids toltetek mikrofluidikai csipben vald
kialakitasat ¢és alkalmazéasat tOztik ki célul. Ehhez olyan
reprodukalhato, gyors toltési moddszer kifejlesztése volt a célunk,
amelynél a kromatografias részecskéket nem frit segitségével tartjuk
vissza a csatornakban. Tovabbi célunk volt olyan tobbcsatornas
mikrofluidikai  rendszerek  kifejlesztése, amelyek parhuzamos
csatornaiban tobb, akar kiilonb6zd kromatografids toltet kialakitasara
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van lehetéség, amelyeken egyidejiileg végezhetiink parhuzamos
elvalasztasokat. A mikrofluidikai rendszerek jelenlegi alkalmazasanak
egyik hatranya a rendszerekhez kapcsolt érzékeny detektalasi
modszerek hidnya. Az Altalunk kifejlesztett mikrocsipekhez
megvizsgaltuk az atomspektoszkopias detektorok alkalmazhatosagat.



2. Irodalmi attekintés
2.1. Mikrofluidikai csipek kialakitasa és analitikai alkalmazasuk

A mikrofluidika az analitikai kémia egyik leggyorsabban fejlodé
teriilete, amely nano- és pikoliternyi térfogatd  folyadékok
aramoltatasara, elemzésére alkalmas eszkozOk  tervezésével,
eléallitasaval, tanulmanyozasaval foglalkozik [1, 2]. A mikrofluidikai
analitikai kutatdsokhoz a fizika, a kémia, az elektronika, a mérnoki
tudomanyok ¢€s a biotechnolédgia legtijabb fejlesztéseit hasznaljak, ezen
kutatasok célja, hogy mikro- és nanofabrikacids eljarasok segitségével
a szamitogép csipek méretével Osszevethetd nagysagl, integralt
laboratériumokat (lab-on-a-chip) tervezzenek és készitsenek [3, 4]. Az
ilyen rendszerek fejlesztése soran komplett kémiai laboratoriumok
eszkozeinek, eljarasainak mikrocsipre valo atvitele torténik, annak
érdekében, hogy  csokkentsék a  felhasznalt —minta-  ¢és
reagensmennyiséget, az elemzések koltségeit és legfoként az analizisek
iddtartamat.

A mikrofluidikai kutatasok kezdete az 1950-es évekre tehetd, amikor
megalkottdk a ma is hasznalatos tintasugaras nyomtatdsi technika
alapjait [5]. Az elsé miniatiirizalt analitikai eszk6z Terry nevéhez
flizédik, aki 1975-ben a Stanfordi Egyetemen megalkotta az els6
miniatiirizalt gazkromatografot [6], amely sziliciumbol késziilt
fotolitografias és kémiai maratasi technikak alkalmazasaval. A rendszer
egy injektald egységbdl, egy 1,5 m hosszu kolonndbdl, illetve
hévezetoképességi detektorbol 4llt, és néhany komponensbdl allo
szénhidrogén elegyek elvalasztasara hasznaltdk. Mindezen eredmények
ellenére a mikrofluidikai kutatasok rohamos fejlédésére csak az
1980-as évek végén, az 1990-es évek elején keriilt sor, tobb
kutatocsoport mikropumpakat [7, 8] ¢és mikroszelepeket [9, 10]
fejlesztett analitikai rendszerekhez.

Andreas Manz és kutatocsoportja 1990-ben kozolt egy j eljarast, mely
soran sziliclumbol késziilt mikrocsipben kialakitott kromatografias
oszlopot hasznaltak analitikai elvalasztasokhoz konduktometrias
detektorral [11]. Ezzel egyidejiileg Manz és tarsai bemutattak a uTAS
(Micro Total Analysis System) technoldgia alapjait [12], amely a



mikrofluidikai kutatasok robbanasszerli fejlodéséhez és a kereskedelmi
érdeklédés novekedéséhez vezetett. A uTAS rendszerek segitségével
kis méretben végrehajthatoak a klasszikus méretii analitikai egységek
altal végzett miiveletek. Szamos eldnylik miatt egyre tobb bioanalitikai
alkalmazast fejlesztettek ki. Ma mar nagyon sok teriileten alkalmazzak
a mikrofluidikai csipeket, példaul kornyezeti és bioanalitikai
elemzéseknél, immunvizsgalatoknal vagy vérmintak vizsgalatra vald
elokészitésénél.

A mikrofluidikai csipek készitése soran mikrofabrikacios eljarasokat
alkalmaznak, amelyek alapjaul a néhany évtizeddel ezel6tt a
sziliclumalapi technoldgiakhoz kidolgozott modszerek ¢és azok
tovabbfejlesztett valtozatai szolgalnak. Segitségiikkel az 1 mm és az
1 um kozotti mérettartomanyban készithetiink kiilonb6z6 alakzatokat.
A mikrofabrikalasi eljarasok két csoportba sorolhatoak a mikrofluidikali
csipek alapjaul szolgaldé anyagok szerint: a szilicium-, tiveg- vagy
kvarcalapu kemény technologidk és az elasztomereket, miianyagokat
felhasznalo lagy technikdk csoportjaiba [13, 14]. Ezek a
mikrofabrikalasi  miiveletek  rendkiviil  tiszta  korilményeket,
ugynevezett ,tiszta szobdkat” (clean room) igényelnek. A ,tiszta
szobak” olyan helyiségek, melyek homérsékletét és paratartalmat
szabalyozzak, levegdjét sziirik és keringetik.

Az elsé mikrofluidikai csipek kemény modszerek felhasznalasaval
késziiltek, leginkabb szilicium megmunkalasaval. Az ilyen eljarasok
alkalmazasa soran a mikrocsipek alapjaul szilicium, iiveg vagy kvarc
lapokat haszndlnak. Maratasi eljarasok segitségével alakitjak ki a
csatornak mintazataul szolgalé barazdakat, tiregeket. Ezeknek az
eljarasoknak két fajtaja 1étezik: a nedves, illetve a szaraz maratas [15].
A nedves maratas sordn folyadék fazisti kémiai anyagokkal kezelik a
feliilet azon részeit, amelyeket nem fedi a kivant mintazatot tartalmazo
maszk. (Ez a maszk késziilhet fényérzékeny anyagbdl (fotorezisztbdl)
fotolitografias modszereket felhasznalva. Ekkor a maratasi 1épések utan
a fotorezisztbdl késziilt maszkot acetonnal vagy mds szerves
oldoszerrel lehet eltavolitani a szilicium vagy iiveg feliiletrdl [16].) A
nedves maratasi eljarasoknak két f6 csoportja ismert: az izotrop és az
anizotrop maratadsi modszerek. Az izotrép maratds sebessége a tér



minden irdnydban azonos, végeredményeként félkor vagy trapéz alaka
mélyedések keletkeznek a hordozo lapban, végrehajtasahoz altalaban
savakat és azok keverékét hasznaljak [17, 18]. Abban az esetben, ha a
sziliclum vagy iiveg hordozdban hengeres csatornak kialakitasa a cél,
két izotrop maratas eredményeként létrejott félkor alaka csatorna
Osszeillesztésével kialakithato a kivant mintazat [19]. Ezzel szemben az
anizotrop maratds soran a kristalytani sikok mentén torténd kémiai
tdmadas a kedvezményezettebb, igy a kimart térrészt siklapok
hataroljak, eredményeként V-alaki arkok vagy fliggéleges jaratok
keletkeznek a hordozé feliilletén. Az anizotrép maratashoz leginkabb
KOH-ot, etiléndiamin és pirokatechin vizes oldatat (EDP), illetve
tetrametilammonium-hidroxidot (TMAH) hasznalnak [16, 20, 21].
Uveg hordozondl az anizotrop maratds nem lehetséges az iiveg amorf
tulajdonsaga miatt.

A szédraz maratés soran a feliiletet gdz vagy plazmafazisban 1év ionos
részecskékkel tamadjak. A kimart alakzat a nedves maratashoz
hasonloan itt is izotrop €s anizotrop lehet. Tobb szaraz maratasi eljaras
is elterjedt, példaul a reaktiv ion maratasi technika [22, 23], amely
soran nagy energiaju ionokkal bombazzik a feliiletet vakuumban, ez a
modszer a fizikai maratasi modszerek kozé sorolhatdo. A szaraz
maratasok kémiai modszerei kozé azok az eljarasok tartoznak, amelyek
soran a feliiletre elektromos térben kémiai reagenseket visznek fel, a
maratas soran illékony termékek keletkeznek, a hordozoban pedig
kialakulnak a csatornék. Az el6z6 két eljaras kombinacidjaként 1étrejott
fizikai-kémiai maratdsi modszereket hasznaljak leggyakrabban a
mikrofluidikai rendszerek kialakitasara [16].

A kemény modszerek hatranya a lagy modszerekkel szemben, hogy a
fabrikacios 1épések lasstiak, a felhasznalt alapanyagok torékenyek és tul
dragék ahhoz, hogy eldobhatoak legyenek.

A zart mikrofluidikai csatornak kialakitasahoz az elkésziilt barazdakat,
jaratokat be kell fedni. A lezaras folyamata soran két feliiletet kell
tokéletesen Osszeilleszteni és ragasztani. Ha ez a lezaras nem tokéletes,
akkor a létrejott hézagok miatt folyadékszivargasok alakulnak ki a
rendszerben, vagyis az elkésziilt mikrofluidikai csip hasznalhatatlan
lesz [24, 25]. A lezaras legegyszeriibb formaja az iiveg-iiveg



mikrocsipeknél alkalmazott technika, amikor is a két {iveglapot
Osszeolvasztjak [26]. Az liveg-szilicium, liveg-iiveg, illetve szilicium-
szilicium lezaradsokndl alkalmazhatnak elektromos tér altal kivaltott
Osszeolvasztasos technikakat (anddos kotés), de kiillonbozé UV fényre
megkotd ragasztdbanyagokat is [27].

A mikrofluidikai csipek készitésének masik lehetséges mddja az Gn.
lagy technikak hasznalata, amikor a mikrocsip anyagaul specialis
mianyagokat alkalmaznak. Kedvezé tulajdonsagai miatt a mikrocsipek
készitéséhez legelterjedtebben haszndlt milanyag a poli(dimetil-
sziloxan) (PDMS) [28, 29].

A PDMS atlatszo, nem mérgez6, nem gyalékony, nagy
viszkoelasztikussagii muanyag. Viszkozitasa valtozd a polimerizacid
fokatol fiiggden (rovid lancok esetén folyékony, hosszl lancok esetén
kemény, gumiszerli anyag). Mivel az ilyen mikrocsipek atlatszoak, a
benniik végbemend folyamatok kénnyen megfigyelhetéek. Anyaguk
rugalmas, emiatt a kiilsé behatasokkal szemben ellenallobbak, mint az
tivegbdl vagy sziliciumbdl késziilt mikrocsipek. A PDMS nagyon kis
feltileti fesziiltsége miatt a milanyag konnyen eltavolithaté az
ontéforma feliiletérdl, amelynek mikrométeres mintazata nagy
pontossaggal, reprodukalhatéan készithet6 el PDMS-bol. A
felhasznalasi igényektdl fiiggben keménysége szabalyozhatd a
PDMS/térhalositdo adalék ardnyanak valtoztatasaval. A poli(dimetil-
sziloxan)  hidroféb  tulajdonsagii  anyag, de  oxigénplazma
alkalmazésaval rovid idére hidrofillé tehetd. A plazma hasznélataval
irreverzibilisen kotheté az elkésziilt mikrocsip tiveghez, sziliciumhoz
vagy milanyaghoz.

A lagy litografias modszer elterjedése lehetové tette a mikrocsipek
gyors, egyszerli és olcsO alapanyagokbol torténd eldallitasat [30].
Ennek a technikanak az alkalmazasat eldszor 1995-ben vetette fel egy
kutatocsoport [31]. A lagy milanyagokbdl készitett mikrofluidikai
csipek altalaban haromféle eljarassal készithetdek: Ontdformara
ontéssel  (molding), préseléses  Ontéssel  (casting), illetve
mikroinjektalasos ontéssel. Az dntéformaba Ontés sordn a polimer (pl.
PDMS) ¢és a térhalositdé anyag keverékét egy ontéformara ontik, majd
szaritoszekrényben melegitik, hogy a térhaldsitas végbemehessen. A



melegités utan a megkeményedett miianyagot évatosan lehuzzak a
formarol, amely aljan megtalalhato lesz az Ontéforma mintdzatanak
nagypontossagu masolata [32, 33]. A préseléses Ontés sordn az
ont6format egy felmelegitett deformalhaté mianyagba préselik. A
rendszer lehiitése utan az ontéformat eltavolitjak az anyagrol, a forma
negativia megtalalhatd lesz a millanyagon. Az ilyen eljarasokban
leggyakrabban  poli(metil-metakrilat)-ot  (PMMA-t)  hasznalnak
mianyagként [34], de a modszer alkalmas polisztirolbol (PS) készitett
mikrocsipek készitésére is [35]. A harmadik moddszer esetén az
ont6formaba felmelegitett, foly¢kony miianyagot injektalnak, amelyen
lehtilés utan szintén megtalalhatd lesz a mintazat [36, 37]. llyen
modszerrel leginkabb PMMA-bol (vagy polisztirolbdl) készitenek
mikrocsipeket, az Ontéformat, melybe a milanyagot injektaljak,
altalaban sziliciumbol alakitjak Ki nedves maratassal. A mikrocsipek
eldallitasa torténhet huzallenyomatos (wire imprinting) médszerrel is,
amely sordn egy felmelegitett huzalt nyomnak bele a szintén
felmelegitett hordozé miianyagba. A huzal eltavolitasa utdn a
milanyagban megtalalhaté lesz a huzal lenyomata, mint egyfajta
csatorna. Az ilyen modon készitett mikrocsipek késziilhetnek PMMA -
bol [38] vagy akar plexitivegbdl is [39].

Ujabban a mikrocsip alapjaként szolgaldé miianyag kozvetlen
megmunkalasaval is alakitanak ki csatornahalozatokat, ekkor egy
intenziv 1ézersugar (Iézerablacid) segitségével elszublimaltatjdk a
milanyagot, igy néhany mikrométer pontossaggal alakithatéoak ki a
kivant mintazatok. Az alkalmazott 1ézerek kiilonb6z6 hullamhosszakon
miikddhetnek és az hasznélhatdo polimerek szama is igen széleskorii
[40].

A fent emlitett modszerek koziil az ontéformdra ontést alkalmazzak
leggyakrabban, leginkabb az egyszerii, gyors kivitelezhetdsége (rapid
prototyping) miatt. A modszert, amely segitségével a PDMS-bol
késziilt mikrofluidikai csipek kevesebb, mint 24 ora alatt elkészithetdek
elészor Whitesides és kutatocsoportja irta le [32]. Az Ontéforma un.
lagy litografids modszer segitségével késziil, vagyis egy hordozd
(4ltalaban szilicium) lap feliiletén el6szor egy vékony réteget alakitanak
ki fényérzékeny anyagbol, majd erre helyezik ra a csatorndk mintdzatat



tartalmaz6 litografias maszkot. Litografids eljarast alkalmazva a maszk
mintazata atviheté a rétegre, az ont6forma pedig alkalmas a PDMS
mikrocsipek készitésére. Az ilyen modon elkészitett ont6formakra a
milanyagok Ontése egymas utan tobbszor is megismételhetd, ezekrdl
korlatlan mennyiségben készithetéek mikrocsipek.

A miianyagbol készitett csatornak lezarasa soran a mikrocsipet livegre
vagy muianyagra ,ragasztjak”, amely torténhet reverzibilisen [41, 42]
vagy irreverzibilisen [43, 44]. A reverzibilis ragasztas végrehajthaté az
Effenhauser és tarsai altal bemutatott modon, amikor is az elkészitett
PDMS mikrocsipeket ragasztas nélkiil hasznaltak DNS fragmensek és
mas kis molekulak elvalasztasara [45]. Az elkésziilt mianyag
mikrocsipet egy vékony PDMS laphoz illesztették, a két feliiletet a
kozottiik 1étrejott erds hidrofob kolesonhatasok tartottak Ossze. Ennek a
modszernek az egyik f6 elénye, hogy a mar hasznalt mikrocsipek
Ujrahasznositasa megoldhatd, a mikrocsipek konnyen tisztithatoak. Az
irreverzibilis ragasztds (sealing) tobbnyire oxigénplazmdval vald
kezeléssel torténik. Ez az eljaras jol hasznalhato a PDMS-bol késziilt
mikrocsipek esetén, viszont nem alkalmazhato a PMMA-bdl, a
poliimidbdl vagy polikarbonatbol késziilt mikrofluidikai csipek
ragasztasa soran [32, 43].

A mikrofluidikai csipeket széles korben alkalmazzdk az analitikai
kémidban, ahol nagy jelentdsége van az Osszetett mintak kezelésének,
elvalasztasanak. A mikrofluidikai rendszerek kiilonosen alkalmasak a
biologiai mintak (leginkabb DNS ¢és kiilonboz6 fehérjék) elemzésére
[46, 47]. A legtobb mikrofluidikai rendszert elektroforetikus
elvalasztasok kivitelezésére tervezték. Harrison ¢&s tarsai iiveg
mikrocsipben kialakitott csatorndkban hat, fluoreszceinnel jeldlt
aminosav zoOnaelektroforetikus elvalasztasat mutattak be, az elvalasztott
zOondk azonositasara lézerindukalt fluoreszcens detektalast alkalmaztak
[48]. A PDMS-bol készitett mikrofluidikai csipeket sikeresen
alkalmazték kis molekuldk (aminosavak) és nagy biologiai molekulak
(fehérjék és DNS fragmensek) vizes oldatban torténd elektroforetikus
elvalasztdsdra [32]. Ramsey ¢és Jacobsen egy miniatiirizalt CE
rendszerrdl szamoltak be, amelyben a DNS lancot restrikcids
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enzimekkel hasitottak, majd a keletkezett termékeket valasztottak el
elektroforézissel [49].

Az elektroforetikus elvalasztdsok mellett néhany kutatocsoport
sziliclumbol vagy tivegbdl készitett mikrocsipekben alkanok, metil-
észterek gazkromatografias elvalasztasaval foglalkozott [6, 50, 51].
Habar ezekben a  gazkromatografids rendszerekben  sikeres
elvalasztasokrol szamoltak be, mégis viszonylag kevés kutatocsoport
folytatott ilyen irdnytl kutatasokat, leginkdbb a nehéz technikai
megvalositasok miatt.

Folyadékkromatografias elvalasztdsok ~ mikrocsipben  torténd
végrehajtasarol tobb kutatocsoport is beszamolt. A mikrofluidikai
csatornakban kromatografias tolteteket kialakitdsar6l és az ilyen
rendszerekben végzett elemzésekrdl a késébbiekben, a 2.3. fejezetben
lesz szo.

2.2. Kromatografias elvalasztisok médszerei

A kromatografids modszerek egy allo- és mozgodfazis kozott beallo
megoszlasi egyensulyon alapulnak. A mozgofazissal érkezé minta
komponensei eltéré mértékben kotddnek az allofazishoz, igy kiilonb6zo
ideig fognak vandorolni a mozgofazissal. Az elvalasztas mechanizmusa
szerint (vagyis az oldott anyag és az allofazis kozotti kolesonhatas
jellege  szerint) megkiilonboztetiink  adszorpcids,  abszorpcids
(megoszlasos), ioncserés, méretkizarasi és affinitas kromatografiat [52].
Az adszorpcids kromatografidban a minta komponenseinek egymastol
valdo szétvalasa az adszorbedld képességli szilard halmazéllapoti
allofazis feliiletén valdo megkotddés erdsségétél és a mozgdfazisban
valo oldékonysagtdél fligg. A megoszldsos kromatografidban az
allofazist egy szilard hordozoéra felvitt vékony folyadékfilm alkotja, a
mozgotazis pedig egy vele nem elegyedd oldoszer. Az elvalasztis a
komponensek két folyadékfazis kozotti eltéré megoszlasi hanyadosan
alapszik. Az ioncserés kromatografidban az allofazishoz kovalensen
kotott anionos vagy kationos funkcids csoportok és a mintdban 1évo
ionok kozotti kiillonbozd mértékii elektrosztatikus kdlcsonhatasok miatt
torténik meg a szétvalas. A méretkizarasos kromatografidban a minta
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komponensei méretiik alapjan valnak szét. A kisebb részecskék
képesek az allofazis porusai kozé behatolni, igy tobb id6t tdltenek el
azok jarataiban, mig a nagyobb méretli részecskék kizaroédnak a
porusokbol, igy gyorsabban tavoznak az allofazisrol. Az affinitas
kromatografia esetén pedig specifikus bioldgiai kolcsonhatasokon
alapul az elvalasztés. Ilyen kolcsonhatas példaul az antigén és antitest
vagy enzim ¢és szubsztrat kozotti kapcsolat. Az elvalasztandd elegy
azon komponensei kotddnek meg az allofazison, amelyek képesek erre
a specifikus kolcsonhatdsra, mig a tobbi komponens a mozgo6fazissal
egylitt halad tovabb.

A kromatografids modszerek csoportositasa torténhet a kromatografias
agy alakja, a mozgo6fazis halmazallapota és az elvalas mechanizmusa
alapjan is. A kromatografias agy alakja szerint megkiilonboztethetiink
oszlop- és sikkromatografiat, utobbinak két legfontosabb modszere a
papir- illetve a vékonyréteg kromatografia. Az oszlopkromatografias
modszerek esetén az allofazis egy csOben taldlhatdo, mig a
sikkromatografias technikaknal az all6fazis sikban helyezkedik el. Ha
az 4llofazis egy  specidlis  kromatografidas  papir,  akkor
papirkromatografiardl, ha pedig valamilyen szilard hordozoé feliiletén
alakitunk ki egy vékony réteget a kromatografias szemcsékbdél, akkor
vékonyréteg kromatografiarol beszélink [53]. A  mozgofazis
halmazallapota szerint gaz-, folyadék-, illetve szuperkritikus fluid
kromatografiat kiilonboztetiink meg.

Napjainkban az egyik leggyakrabban alkalmazott kromatografias
modszer a folyadékkromatografia, azon belil 1is a nagy
teljesitOképességli  folyadékkromatografia (HPLC), amellyel a
kromatografids koriilmények megfeleld megvalasztasa mellett sokféle
vegyliletcsalad elvalasztasa, azonositasa €s mennyiségi meghatarozasa
megvalosithatd. A méréseket szobahdmérsékleten vagy annak
kozelében végezziik, igy termikusan érzékeny anyagok vizsgalatara is
alkalmas.

A moédszer soran kis szemcseméretli allofazison nagy nyomadssal
nyomjak at a mintat, illetve a mozgofazist. A mozgoéfazis mindségét
nagyban meghatarozzak a vizsgalt minta tulajdonsagai, a megfeleld
elvalasztas elérése érdekében oldoszer keverékek hasznalata is
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elterjedt. Az allofazis szabalytalan vagy gomb alaku részecskékbdl all,
de napjainkban egyre inkabb terjednek a porézus monolit rétegekbdl
késziilt kolonnak [54].

Az allofazisok kozott megkiilonboztetiink normal, illetve forditott
fazisuakat. A normal fazisu toltetek jellemzdéje, hogy az allofazis
polarisabb, mint a mozgofazis, kiilondsen polaris és nem-ionos
vegytiletek  elvalasztasdhoz alkalmazhatoak. A  leggyakrabban
alkalmazott normal fazist toltetanyagok a szilikagél és az aluminium-
oxid, melyek feliilete rendkiviil polaris és nagy mechanikai stabilitassal
rendelkeznek. A normal fazisi kromatografiaban alkalmazott
mozg6fazisok a kevés viztartalom mellett leginkabb apolaris szerves
oldoszerekbdl tevodnek Ossze, az allofazisok csupan vizes kozegben
nem hasznalhatoak, ugyanis a viz dezaktivalja a feliiletiiket.

A forditott fazist kromatografia a legelterjedtebb
folyadékkromatografias modszer, amely sordn a mozgo6tazis poldrisabb
az allofazisnal. A mozg6fazis altaldban viz és valamilyen szerves
oldoszer elegye. Allofazisokként leginkabb valamilyen alkillanccal
modositott szilikagél tolteteket alkalmaznak. A forditott fazist
allofazisok legfontosabb jellemzdéje, hogy apolaris komponensekkel
szemben van a legnagyobb a visszatartasuk. A leggyakrabban hasznalt
forditott fazisu toltetek a C18-as (oktadecil) oldallanccal modositott
szilikagél toltetek, de ilyen tipusu allofazisok még a fenil (C6H5)
illetve az oktil (C8) oldallancu toltetek is. Egyes allofazisok esetén a
mozgofazis Osszetétele hatdrozza meg, hogy normal vagy forditott
fazisként viselkednek-e, ilyenek példaul a cianopropil (CN) és az
aminopropil (NH2) oldallanccal modositott szilikagél részecskékbdl
késziilt toltetek [55, 56].

A nagy teljesitOképességili folyadékkromatografids elemzések szamos
elényds tulajdonsaguk miatt terjedtek el az analitikdban,
gyogyszeriparban, a moddszer hatranya viszont, hogy id6éigényes és
folyamatos lizemeltetése koltséges.

A kapillaris elektrokromatografia (CEC) a kapillaris elektroforézis
egyik olyan modszere, ahol az elvalasztds a komponensek és az
allofazis  kozotti  kromatografids  kolesonhatdsokon, illetve a
komponensek kiilonboz6 elektroforetikus mozgékonysagan alapszik
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[57]. A kapillaris elektrokromatografias elvalasztasok soran a kapillaris
elektroforézisre jellemzé nagy elvalasztdsi hatékonysdg és a nagy
teljesitdképességli folyadékkromatografiara jellemzd nagy szelektivitas
otvozodik [58]. A késziilékekben a HPLC-nél 1is hasznalt
kromatografias részecskékkel toltott kapillarisokat alkalmaznak, ¢és a
fesziiltség hatasara elektroozmotikus aramlas (EOF) indul meg a
kapillarisban, amely szallitja a komponenseket. Az elvalasztandé minta
komponensei kiilonb6z6é mddon 1épnek kdlcsonhatasba az allofazissal,
igy kiilonbozé gyorsasaggal jutnak 4t a tolteten. A mintdk és a
mobilfazis fesziiltséggel torténd 4aramoltatdsanak szamos elénye
jelentkezik az elektrokromatografidas meérések soran. A fesziiltség
hatasara egyenletes (lapos) sebességprofil alakul ki a kapillarisban,
amely csokkenti a csucsszélesedést ¢és nagyobb elvalasztasi
hatékonysdgot eredményez. Mivel a toltetek altal kifejtett ellenallas
fesziiltséggel torténd aramoltatas hatasara nem jelentkezik, a kisebb
részecskékbdl allo kromatografids toltetek hasznélata is megengedett,
az elvalasztasi hatékonysag ezaltal is novelhet6 [59, 60]. Az elvalasztas
szelektivitasa az allo és a mozgd fazis k6zotti megoszlastol, illetve a
komponensek elektroforetikus sajatsagaitol fligg. Legnagyobb elénye a
HPLC-vel szemben, hogy rovidebb analizis idék esetén is nagy
hatékonysag érhetd el.

2.3. Kromatografias toltetek kialakitasa mikrofluidikai csipekben

Habar napjaink legelterjedtebb elvalasztastechnikai modszere a
folyadékkromatografia, mégis viszonylag kevés mikrocsip alapu
kromatografias rendszert fejlesztettek eddig ki [61]. Ennek okai
leginkabb technikai jellegli problémak: példaul a toltetek kialakitasa,
rogzitése a mikrocsatornakban, megfeleléen kicsi mintadug6
reprodukalhatd kialakitdsa az injektalds soran vagy éppen az
elvalasztott komponensek érzékeny detektdlasa a toltetek utan.
Réadasul a nagy nyomast igényld -elvalasztasok kivitelezéséhez
megfeleld kapcsolodasi pontok 1étrehozasa sem megoldott még minden
esetben [62].
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A kromatografids all6fazisok mikrofluidikai csipekben vald
kialakitasara négy f6 modszer ismeretes: a nyitott csatornas rendszerek
alkalmazdsa, a csatorndk kromatografids részecskékkel vald
megtoltése, monolit oszlopok kialakitdsa a mikrocsatornakban ¢s a
kromatografias oszlopok mikrofabrikalassal torténd kialakitasa [62].

A folyadékkromatografias modszerek miniatiirizalasanak
legegyszeriibb modja a nyitott csatornds (azaz kromatografias
részecskéket nem  tartalmazd)  rendszerek  (open  channel
chromatography) alkalmazasa. Ekkor a kialakitott csatornak falat
kémiailag moddositjak, hogy elérjék a kivant retencios képességet. A
modszer elonye a rendszerek konnyl elkészithetdsége illetve, hogy a
mobilfazis aramoltatdsdhoz kis nyomas is elegendd. Kato és tarsai
szubmikrométer atmérdjii csatorndkban 1-3 bar nyomdssal végeztek
elvalasztasokat [63]. Ugyan néhany példat talaltunk az irodalomban
ilyen rendszerek fejlesztésére, de a kialakitott elvalasztdsi egység
er6sen limitalt kapacitisa miatt alkalmazasuk nem terjedt el az
analitikaban.

A mikrocsipekben a kromatografias all6fazisok kialakithatdak
hagyomanyos  kromatografias részecskék csatorndban  torténd
visszatartdsaval. Ekkor azonban a csatorndkban valamiféle akadaly,
szlir6szerli membran (frit) kialakitdsa sziikséges, amely képes a
részecskék csatorndban tartdsdhoz. Folyadékkromatografias kolonna
sziliclum mikrocsipbe torténd integralasait Manz ¢és tarsai irtdk le
eldszor, 5 um-es C8-as részecskéket tartottak vissza egy 20 cm hossza
csatornaban frit segitségével [64]. Andersson és kutatocsoportja DNS
szekvenalasra alkalmas mikrocsipet fejlesztett, amelyek csatornaiban
pillérekbdl alakitottak ki kamrakat és tartottak vissza részecskéket [65].
Sato és tarsai szintén fritek segitségével allitottak meg részecskéket a
csatornakban, hogy feliiletiikon immunprobat végezhessenek [66].
Talalhatunk olyan modszert is, ahol PDMS-bdl készitett hatszog alaku
oszlopokat alakitottak ki mar a mikrocsipek csatornahalézatanak
tervezésekor. Ez a réteg fritként szolgalva tartotta vissza a
kromatografids részecskéket a csatorndkban. Az ilyen modon készitett
rendszerekben elektrokromatografias méréseket és semleges molekulak
dusitasat végezték el [67]. A fritek hasznalatanak azonban tobb
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hatranyos tulajdonsdga ismert, példdul a mikrocsipek eldallitasa
komplikaltabb, rdadasul a frit egyfajta katalizdtorként szolgal a
buborékok képz3ddéséhez. Eppen emiatt tobb kutatocsoport is olyan
modszereket fejlesztett, amelyek segitségével a kromatografias toltetek
frit nélkiil hozhatoak létre.

Szikitett kapillarisokban fritek kialakitasa nélkiil is készithetdek
kromatografias  toltetek, melyek aztan alkalmasak kapillaris
elektrokromatografias (CEC) mérések kivitelezésére [68]. Ceriotti és
tarsai egy sztkitett csatornaban alakitottak ki tolteteket, ez a sziikiilet az
allofazis részecskéit visszatartotta. A toltést vakuumban végezték,
3 pum-es atmérdji kromatografias részecskéket hasznaltak és a toltet
stabilizalasat a csatornaban hdkezeléssel végezték el [69].

Késébb Jindal és Cramer olyan frit nélkiili toltési mddszert kozolt,
mely sordn a kromatografids részecskéket szol-gél moddszerrel
immobilizaltdk a  sziliciumb6dl késziilt mikrocsip szeparacios
csatornajaban. A toltetek geometridjat egy csatornara illesztett PDMS
lappal hatdroztdk meg, majd a gél keletkezése utan ezt a réteget
eltavolitottdk a toltetrdl, lezartdk a csatorndkat €és az igy elkészitett
rendszerben dipeptideket valasztottak el elektrokromatografiaval [70].
Kutatocsoportunk nemrégiben egy olyan eljarasrol szamolt be, ahol a
hagyoméanyos kromatografids allofazis (pl. Cl18-as oldallanccal
modositott szilikagél részecskék) PDMS-bdl késziilt mikrocsipbe
torténd integralasa frit kialakitadsa nélkiil lehetséges [71, 72]. A toltés
soran a mikrocsip feliiletén torténé nyomas hatasara a csatorna
magassaga lecsokken és ebben az ideiglenes sziikiiletben megakadnak a
részecskék. A részecskék visszatartasdhoz kb. 80 %-os sziikiiletet
kellett elérni a csatornaban (a ~30 pm magas csatornat megkdzelitoleg
6 um-esre kell Osszenyomni). A kromatografids részecskék
mikrocsatornaban torténd megragadasat kiilonboz6 stabilizalé hatasok
segitik eld, ezek a zarokd-, a bilincs- és a horgonyhatas. A zarokéhatas
(keystone-effect) (1. abra) az a jelenség, amikor a szlkiilet felé
aramoltatott viszonylag nagy koncentracioban érkezd elsd részecskék
megakadnak a naluk akar kétszer-haromszor nagyobb atmérdji
sziikiilet elején és ezek tartjak vissza a mogottik jovo részecskéket,
egyfajta zaroko szerepét betdltve.
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1. abra

A kromatografias részecskék csatorndban valo visszatartasakor fellépd
zarokohatas [71].

A toltetek rugalmas anyagi mikrocsipek csatorndiban vald
stabilitdsanak f6 oka a bilincshatas (clamping-effect) (2. abra). A t6ltés
folyaman alkalmazott nagyobb (kb. 2-3 bar) nyomas hatasara a
csatorna rugalmas fala kiszélesedik. Ezt a megndvelt csatorna
térfogatot a részecskék teljes mértékben kitoltik, igy amikor a
pumpanyomast leéllitjuk, a csatorna fala Ujra 6sszehuzodik az eredeti
méretére, a toltet koriil egy folyamatos Osszeszoritd hatds, fesziiltség

alakul ki.

2. dbra

A kromatografias részecskék csatornaban vald visszatartasakor fellépd
bilincshatas [71].

A toltetek stabilitasahoz a hidrofob kromatografias részecskék és a
hidrofob tulajdonsagti fal kozott jelentkezd erds kolesonhatdsok is
hozzajarulnak. Emellett a PDMS fal kozelében 1évo részecskék
deformaljék a rugalmas fal alakjat, részlegesen behatolnak a falba (3.
abra) és ez, mint valamiféle horgony rogziti a tdltetet a csatornaban
(horgonyhatas). A beagyazodas mértéke nagyban fiigg a toltés soran
alkalmazott nyomas nagysagatol, illetve a PDMS fal elasztikussdganak
mértékétol.
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3. dbra
A kromatografias részecskék csatornaban valo visszatartasakor fellépd
horgonyhatas [71].

A kromatografias toltetek frit nélkiili kialakitdsara Hansen ¢&s
kutatdcsoportja tobbrétegii lagy litografias (multilayer soft lithography)
eljarassal készitett mikrocsipeket alkalmazott [73, 74]. Az igy
létrehozott rendszerben tobb, parhuzamos kromatografias toltet
kialakitasara volt lehetdség. A részecskéket a felsé rétegben kialakitott
¢s levegdvel toltott segédcsatorndk (bypass channels) altal az alsé
rétegben 1étrejovo szilikiiletek tartottdk vissza. A rendszer hatranya
azonban, hogy a részecskék csak addig maradnak stabilan a
csatorndkban, mig a segédcsatorndk nyomas alatt vannak.

A kromatografias toltetek kialakitdsanak egy masik modszere €ppen
ezen toltési nehézségek kikiiszobolése érdekében fejlodott ki. Hjertén
¢és kutatdcsoportja egy folytonos polimer dgyat hozott 1étre a monomer
toltetanyag csatornaba torténé polimerizaltatasaval [75]. A  Kis
viszkozitasi monomer oldat kénnyen bejuttathatdo a csatornaba, ahol
megtorténik a polimerizacio, igy a toltet kialakitasa frit nélkiil is
megvalosithato. A Hjertén kutatocsoportja altal kifejlesztett modszer
soran a mikrocsatornaban torténd polimerizaciot kémiai inicidtorok
alkalmazaséaval inditottdk el, de ez a térhalosodas kivalthaté UV fény
hatasara is [76]. Az UV fénnyel torténd inicialas egyik nagy elénye,
hogy a polimerizaci6 folyamata térben kontrollalhatd, a monolit tdltet
csak a csatorndk besugarzott részein keletkezik, a felesleges monomer
pedig konnyedén eltavolithatd a mikrocsipbdl. A monolit oszlopok
alkalmazéasanak egyik nagy elénye, hogy hidrodinamikai ellenallasuk
kisebb, mint a hagyomanyos tolteteké, ezaltal kisebb nyomads
alkalmazésa mellett hasznalhatoak, viszont figyelembe kell venni, hogy
a polimerizacid soran az oszlopok zsugorodhatnak, igy a kialakitott
toltet elvalhat a csatorna falatol.

18



A kromatografids részecskék alkalmazédsa helyett Regnier és tarsai a
mikrocsip anyagaban, magan a szilicium vagy a kvarc lemezen hoztak
létre a toltetek/hézagok bonyolult halozatat, hogy egyfajta monolit
tipusu alakzatokat (COMOSS = Collocated Monolith Support
Structures) alakitsanak ki mikrofabrikalasos eljarasokkal [77, 78].
Mivel az ilyen szerkezetek készitése soran fotolitografias eljarasokat
alkalmaznak, a kialakithatd mintazatok méreteit a litografias Iépések
soran elérhetd felbontas korlatozza. Az elkésziilt oszlopok feliilete
funkcionalizalhatd, ezaltal az igy kialakitott toltetek alkalmassa valnak
szinte barmilyen kromatografias feladat végrehajtasara. Ezek a monolit
tipusu szerkezetek nagy feliiletiiknek kdszonhetéen akar jobb
elvalasztasi hatékonysagot is eredményezhetnek, mint a hagyomanyos
kromatografias toltetek [79]. Mivel a szilicium és kvarc alapu
mikrocsipek készitése bonyolult és az eldallitasi koltségeik is magasak,
Slentz ¢s tarsai ilyen tipusit monolit rendszereket (COMOSS)
készitettek PDMS-b61 [80]. A leguijabb kutatasok arra iranyulnak, hogy
az igy kialakitott oszlopok porozitasat, ezaltal a létrehozott toltetek
feltiletét megnoveljék. Ez példaul ugy is elérhetd, hogy az oszlopokat
mezopordzusos szén nanocsovekbol allitjak eld [81].

Ma mar léteznek a kereskedelemben is kaphato nano-LC/MS (HPLC-
chip/MS) rendszerek, amelyek egy tobb rétegbdl allo poliimid filmbol
késziilt mikrocsipet tartalmaznak. A mikrocsipet 1ézer segitségével
alakitjak ki, mely tartalmazza a nano-LC/MS rendszerek részeit: egy
dusito oszlopot az online minta-elokészitéshez/dusitashoz, egy
elvalasztdé oszlopot a hatékony kromatografids elvalasztasok
kivitelezéséhez ¢és a tomegspektrométerhez valdo kapcsolashoz
szlikséges nano-elektrospray interfészt [82]. A dusitd és az elvalasztd
oszlopok hagyomanyos forditott fazisu kromatografias részecskékkel
vannak t6ltve, az alkalmazhato aramlasi sebességek 100 és 400 nl/perc
kozott valtoznak. A nano-LC rendszerek mikrofluidikai rendszerekbe
vald integraldsa lehetdvé tette a komponensek elvéalasztasat ¢és
meghatarozasat akar femtomolnal is kisebb detektalasi érzékenység
mellett.
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2.4. Mikrofluidikai csipek kapcsolasa detektalasi médszerekkel

A mérérendszerek miniatiirizalasa, a lab-on-a-chip rendszerek
kialakitasa napjaink egyik fontos kutatasi trendje. Ezen kutatasok fo
iranya a meghatarozasok idejének csokkentése és az elemzendd mintak
szamanak, az elvalasztasok szelektivitasanak és az elemzések
érzékenységének novelése tUgy, hogy mindekozben a sziikséges
mintatérfogatok és a rendszerek eldallitasi és miikodtetési koltségei
csokkenjenek. A kutatasok sikerességéhez az kell, hogy a kifejlesztett
rendszerekhez olyan univerzélis detektorokat kapcsoljanak, amelyek
képesek kis mintamennyiségek valosidejii, hatékony detektalasara [83].
A mikrofluidikai rendszerekben a leggyakrabban hasznalatos
detektorok a lézerindukalt fluoreszcens (LIF), az elektrokémiai és a
tomegspektrometrias (MS) modszerek [84].

A lézerindukalt fluoreszcens detektdlds soran a mintdban 1évo
fluoreszcens komponenseket egy adott hullamhosszsagu 1ézerfénnyel
gerjesztik, majd az ennek hatdsdra emittalt fény intenzitasat mérik. A
modszer egyik legnagyobb elénye, hogy a mikrofluidikaban
alkalmazott kis csatornaatmérék ellenére IS nagy érzékenységi
detektalast biztosit és jol alkalmazhatd a bioldgiailag aktiv,
fluoreszcens molekuldk elemzésénél. Abban az esetben is hasznalhato,
ha a mérend6 komponens nem rendelkezik fluoreszkald tulajdonsaggal
(példaul fehérjék), ugyanis megfelelé szarmazékképzési reakciokban
fluoreszcens csoportok alakithatoak ki a molekulakon. (Példaul
fehérjék  szarmazékképzése torténhet fluoreszcein-izotiocianattal
(FITC) [85].) Sanders ¢és tarsai harom fluoreszcens fehérje
izoelektromos fokuszalassal torténd elvalasztisat tudta kovetni
1ézerindukalt fluoreszcens detektaldssal a mikrofluidikai csatorna teljes
hosszaban [86]. Qin és kutatocsoportja hangolhatd 1ézer segitségével
kivaltott fluoreszcenciat mért mikrocsipen végzett elektroforézist
kovetéen [87]. Ujabban vilagité diédakat, LED-eket hasznalnak a
lézerek helyett, melyek olcson beszerezhetéek, kis energidval
tizemeltethetéek ¢és nagyenergiaju, kis hulldmhosszisaga fényt
bocsatanak ki. Tobb kutatocsoport is kék LED-eket hasznalt gerjesztd
forrasként a  LIF  detektalas  kivitelezéséhez  mikrofluidikai
rendszerekben [88, 89].
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Az eclvalasztott komponensek detektalasa torténhet elektrokémiai
modszerek felhasznalasaval is. Nagy elonyiik, hogy a detektor és a
hozza tartoz6 vezérld egységek is miniatiirizalhatoak (a mérésekhez
sziikséges elektrodok mikrofabrikalasos modszerekkel alakithatéak ki a
mikrocsipeken), raadasul sok vegyiilet szarmazékképzés nélkiil
detektalhat6. Az elektrokémiai detektorok kozott harom f6 tipust
kiilonboztetlink meg: az amperometrias, a konduktometrids ¢és a
potenciometrias detektalasi modszereket [90].

Az amperometrias detektalaskor a két elektrod kozott atfolyd aram
er6sségét mérjiik allando fesziltség alkalmazdsa mellett. Az
amperometrias detektalast Schwarz és Hauser  kiralis
neurotranszmitterek elvalasztasara ~ hasznalta mikrofluidikai
rendszerekben [91].

A konduktometrias mérésnél a  minta  komponenseinek
vezetoképességét a hattéroldat vezetOképességéhez viszonyitjak. Két
tipusi konduktometrias detektalasi modszer ismeretes, amikor az
elektrodok kozvetlen kapcsolatban allnak a mérendd oldattal és a
hattérelektrolittal, illetve, amikor ezek kdzott nincs kozvetlen kapcsolat
[90]. Kaniansky és kutatocsoportja olyan mikrofluidikai rendszert
fejlesztett PMMA-bol, amelyben tobb helyen is konduktometrias
mérdelektrodpart alakitottak ki, igy az elvélasztott komponensek a
csatorna teljes hosszaban, tobb helyen is nyomon kdvethetek [92]. Az
érintkezés nélkiili  (contactless) vezet6képesség-mérésen alapuld
modszer elénye, hogy a méréelektrodokat nem kell beépiteni a
mikrocsipbe, hanem egyszeriien a detektor platformjara kell a
mikrocsipet helyezni. Emiatt egyre népszeriibbé valik a mikrofluidikai
rendszerekhez kapcsolt detektalasi modszerek kozott [93].

A potenciometrias detektalassal kapcsolt mikrofluidikai rendszerekrdl
csak néhany kozleményt taldlhatunk az irodalomban, példaul a Tantra
¢s Manz altal fejlesztett liveg mikrocsipet, amelyet potenciometrids
szenzorként is lehet hasznalni [94].

A mikrofluidikai csipekben kialakitott elektroforetikus rendszerekhez
tomegspektrometrias detektalas is alkalmazhato, amely kiillondsen
alkalmas a nagy biologiai molekulak elemzésére [95]. Mikrocsipekkel
leginkabb elektrospray ionizaciés (ESI) modszereket alkalmaznak,
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melyek legkritikusabb pontja a két rendszer kozotti kapcsolat
kialakitdsa. Az elektrospray ionizdcid6 soran a mintdit egy
nagyfesziiltségli  kapillarison  keresztil  porlasztjdk be a
tomegspektrométerbe, a keletkezett folyadékcseppek felszinén
toltéstobblet keletkezik, a mintaoldat komponensei a tomeg/toltés
aranyuk alapjan valnak szét az analizatorban. A mikrofluidikai
rendszerekhez tobbféle porlaszto kapillarist is kifejlesztettek, Svedverg
¢és kutatocsoportja példaul a polikarbonatbdol és PMMA-bOI alakitott ki
mikrocsip végéhez kapcsolhatd porlasztd egységet [96]. Tachibana és
tarsai egy PEEK csavarral rogzithetd porlasztot fejlesztettek mikrocsip
elektroforézis-MS rendszeriikh6z, amelyet aztan sikeresen alkalmaztak
peptidek és tripszinnel emésztett fehérjék elvalasztasara [97]. Chiou és
tarsai PDMS-bdl készitettek mikrofluidikai rendszereket
tomegspektrométerrel kapcsolva, porlasztd egységként kvarc kapillarist
illesztettek a mikrocsipbe [98]. A tomegspektrometrias detektalasi
modszer legnagyobb hatranya mas eljarasokkal szemben, hogy nehezen
miniatiirizalhatd. Ugyan van néhany probalkozas az irodalomban a
tomegspektrométerek mikrocsipforméatumba torténd atvitelére, de ezen
kutatasok még tovabbi erdfeszitéseket igényelnek [99, 100].

Habar a fentiekben felsoroltak a legelterjedtebb detektalasi modszerek,
amelyeket mikrofluidikai rendszerekhez kapcsolva alkalmaznak, tobb
kutatdcsoport dolgozik az alkalmazhato detektdldsi modszerek korének
bovitésén. Ismert az infravoros spektroszkopia [101] vagy a Raman-
spektroszkopia [102] kapcsolasa elektroforetikus — elvalasztasok
kivitelezésére alkalmas mikrocsipekhez.

Viszonylag kevés mikrocsiphez kapcsolt atomspektrometrias modszer
ismeretes az irodalomban. Song és tarsai induktiv csatolasu plazma
tomegspektrométert ~ (ICP-MS)  mikrocsip alapit  kapillaris
elektroforetikus rendszerekhez kapcsoltak, hogy elemspecidcios
analiziseket ~végezzenek [103, 104]. Li ¢és kutatocsoportja
higanyspecieszek  elektroforetikus  elvalasztasat — végezte el
atomfluoreszcens spektrométerrel kapcsolt mikrocsipekben [105].
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3. Kisérleti korillmények
3.1. Felhasznalt vegyszerek és anyagok

Az Ontéformédk alapjaként/hordozdjaként 7,6 cm atmérdjli atomi
simasagu szilicium lapot hasznaltunk, készitésiikhoz SU-8 2025
(MicroChem, Newton, MA) negativ tipusu fényérzékeny anyagot,
eléhivoszerként pedig 1-metoxi-2-propanol-acetatot (mr-Dev 600,
Micro Resist Technology GmbH, Berlin, Németorszag) alkalmaztunk.
A mikrocsipek készitéséhez a poli(dimetil-sziloxan) (PDMS) és a
térhalositd adalék (Sylgard 184, Dow Corning, Midland, MI, USA)
10:1 aranyt keverékét hasznaltuk.

A hagyomanyos kromatografias toltetek anyaga Varian (Walnut Creek,
CA, USA) 5 és 10 um atmérdjii C18-as kromatografias részecskék
voltak, a kisérleteinkhez sziikséges etanolt és metanolt a Spektrum 3D
Kft.-t6l szereztik be. Az elkészitett mikrofluidikai rendszerek
tesztelésére ételfestékeket alkalmaztunk (McCormick&Co., Inc.,
Sparks, MD, USA).
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4. abra
A sarga (E102, tartrazin) (a,), és a kék (E133, Brillantkék FCF) (b,)
ételfestékek szerkezeti képletei.

A méréseinkhez allofazisként szililezett, C16-os egységeket tartalmazo
aerogélt is alkalmaztunk, melyet tanszékiinkén, Dr. Lazar Istvan
kutatocsoportja (DE-TTK) készitett.
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3.2. Alkalmazott berendezések
3.2.1. A mikrocsip készitése soran hasznalt berendezések

Az oOntéforma készitéséhez a fényérzékeny anyagbol allo vékony
réteget  forgdtarcsa  (spincoater)  segitségével  allitottuk  el6
(3000 fordulat/perc, 30 masodperc). A fényérzékeny réteget litografias
maszkon keresztiil 365 nm hullamhosszisagi UV fénnyel (Spectroline
FC-100/F 1lampa, Spectronics Corporation, Westbury, New York, USA)
sugaroztuk be. Az oOntéformara Ontdtt mianyagot Memmert
UNB-300-as tipust szaritészekrényben térhalositottuk. A megszilardult
milanyagon a portokat kézi lyukaszto (Schmidt Technology,
Németorszag)  segitségével alakitottuk  ki.  Nagyfrekvencias,
kisnyomast térben Harrick PDC-32G tipust levegé plazma (Harrick,
Ithaca, NY, USA) segitségével a csatornamintazatot tartalmazé PDMS
lapot irreverzibilisen iiveg targylemezhez kotottik. Az aerogél toltet
kialakitasahoz az aerogél szemcséket golydsmalom segitségével
poritottuk.
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3.2.2. A mikrocsipek alkalmazasa soran hasznalt késziilékek

A mikrofluidikai csipek csatornaiba a folyadékokat Ismatec IPC
(Ismatec SA, Glattburgg, Svajc) perisztaltikus pumpa segitségével
juttattuk be, a benniik végbemend folyamatokat, elvalasztasokat pedig
Zeiss tipusu Axio Observer Al kutatd, inverz mikroszkdppal (Axio
Observer Al, Zeiss, Németorszag) figyeltiik meg (5. abra). A videok és
képek készitéséhez nagyfelbontast digitalis kamerat (AxioCam ICC3,
Zeiss) valamint kép/video rogzitd és feldolgozod szoftvert (AxioVision
4.6.3, Zeiss) hasznaltunk.

5. dbra
Az Axio Observer Al tipusu kutatd, inverz mikroszkop fényképe a
munkaasztalon a mikrofluidikai csippel €s a hozza csatlakoztatott
pumpacsével.
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3.2.3. Atomspektrométerek

Langatomabszorpcios  méréseinket 240 FS  tipusu  (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) langatomabszorpcios
késziilekkel végeztik. Az atomizéaldshoz levegé-acetilén langot
hasznaltunk, melynek Osszetétele 13,5 1/min levegd és 2,9 I/min
acetilén volt, a mérések soran pedig krom iiregkatod lampat
(Cathodeon) hasznaltunk, amely 10 mA aram segitségével mikodott. A
kromot 357,9 nm-es hullamhosszon detektaltuk, a hattérkorrekciohoz
deutérium lampat hasznaltunk, a jelet 30 madasodpercen keresztiil
rogzitettiik a spektrométer szoftverének segitségével (SpectrAA 5.2
Pro, Agilent, Santa Clara, CA, USA).

A 1ézerindukalt plazma spektroszkopids mérésekhez egy LIBScan 25+
(Applied Photonics Ltd., Skipton, New Yorkshire, UK) hordozhato
késziiléket hasznaltunk. A késziilék egy fundamentalis hullamhossz,
impulzuslizemli, Nd:YAG szilardtest lézert tartalmaz, melynek
maximalis impulzusenergidja kb. 50 mJ, impulzushossza pedig 4 ns. A
mikroplazmat egy UV-Vis szédloptikas CCD spektrométer segitségével
figyeltiik meg a 234-455 nm hulldmhossztartomanyban.
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3.3. A mikrofluidikai csipek készitése

A mikrocsipek készitésekor Whitesides és kutatocsoportja altal kozolt
eljarast [32] alkalmaztuk. El8szor megterveztiik a csatornahaldzatokat,
ezt kdvetden elkészitettiik az ontéformat, amit a mikrocsipek ontéséhez
hasznaltunk fel. A lagy litografias modszerekkel készitett mikrocsipek
anyagaként a PDMS-t hasznaltunk, amely (Si(CHs),0)- egységekbdl
allo polimer anyag.

A mikrocsipek tervezéséhez AutoCAD szamitogépes szoftvert
(AutoCAD 2013, Autodesk Inc., San Rafael, CA, USA) hasznaltunk,
mellyel pontosan megtervezhetéek az 50-100 pum  atméréjh
csatornamintazatok (6.2 abra). A megtervezett mintazatokat
nagyfelbontasu nyomtaté (3600 dpi, Képpont Kft.,, Debrecen)
segitségével atlatszo foliara nyomtatva kaptuk a fotolitografias maszkot
(6.b abra). Ezt a litografidas maszkot hasznaltuk a mikrocsipek
készitéséhez szlikséges ontéformak eldallitdsdhoz.

Az Ontéforma készitésének elsd Iépéseként a szennyezddésektol
alaposan megtisztitott szilicium lap felilletén kb. 35 um vastagsagh
réteget hoztunk létre a negativ tipust fényérzékeny anyagbol (SU-8
2025). Kb. 0,5 g fényérzékeny anyagot cseppentettink a lapka
kozepére, majd a forgotarcsaval (spincoater) 3000 fordulat/perccel
30 masodpercig porgetve alakitottuk ki az egyenletes vastagsagu
réteget. A lapot ezutdn 15 percre 95 °C-os szaritdszekrénybe tettiik
(elémelegitési szakasz (prebaking)), hogy az elézdleg kialakitott réteg
megszilarduljon és a benne 1év6 szerves olddszer tartalom elparologjon.
A kemencébdl kivett (és kihtilt) Si lapot a fotolitografids maszkon
keresztiil UV fénnyel (365 nm) sugaroztuk be kb. 70 cm tavolsagbol
10 percen 4at. Besugarzas utan ismét 95 °C-os kemencébe keriilt a lapka,
ezattal 5 percre (utomelegitési szakasz (postbaking)). A csatornak
mintdzata az eléhivas utan jelent meg a szilicium lapon, amely sordn a
réteg azon részeit, amelyeket nem ért UV fény, az el6hivoszer
segitségével tavolitottuk el a hordozd lapkardl. Végezetiill a kész
ont6format metanollal mostuk és néhany oran at
95 °C-o0s kemencében szaritottuk (6.c 4bra).

Az igy elkészitett, majd gondosan megtisztitott ontdformara a PDMS és
a térhalositd adalék 10:1 aranyu keverékét ontottiik. 20,0 g PDMS-t és
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2,0 g térhaldsitd anyagot mértiink 0ssze, majd alapos keverést kdvetden
a buborékos elegyet Ontottik az Ontéformara (6.d ébra).
Széritoszekrénybe helyezés eldtt kb. 30 perc alatt a milanyag kitisztult,
a buborékok eltliintek beléle. A miianyag térhalosodasa 65 °C-0s
kemencében egy oOra alatt tortént meg. Ezutan a megszilardult
milanyagot, melyen megtalalhatdé a csatornamintdzatok lenyomata,
eltavolitottuk az Ont6formar6l (6.e 4abra). A csatornak melletti
felesleges miianyag részek eltavolitasa érdekében egy pengével méretre
vagtuk a mikrocsipeket (2,5 cm x 5 cm) (6.f abra), majd kézi lyukaszto
segitségével kialakitottuk a 0,7 mm atmérdjii portokat, amelyeken
keresztiil pumpacsovekkel csatlakozhatunk a csatornakhoz (6.g ébra).
A mikrocsipek készitésének utolsd 1épése a csatorndk lezardsa, a
mikrocsipek livegre, vagy milanyagra torténd irreverzibilis hozzakotése
(,ragasztasa”) (6.h abra). A mikrocsipeket ragaszthatjuk {iveg
targylemezhez vagy egy sima PDMS laphoz (leggyakrabban az iiveg
targylemezre torténd ragasztast hasznaltuk).
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6. abra
A mikrocsipkészités 1épései: a tervezett csatornamintazatok (a,), a
fotolitografias maszk (b,), az 6ntéforma (c,), a nyers PDMS
ontéformara ontése (d,), a miianyag eltavolitasa az ontéformardl (e,), a
mikrocsipek méretre vagasa (f,), a portok kialakitasa (g,) és a csatornak
lezarasa levegd plazmaval torténd aktivalast kovetden.
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A csatornak lezarasa folyaman a PDMS lap és az iiveg targylemez
leveg6 plazmaval torténd oxidacidja sordn a feliileteken reaktiv gyokok
keletkeznek, igy ezeket rovid idon belil (kb. 1 perc) egymashoz
illesztve 0j kotések épiilnek ki. A levegdplazmaban oxidalt PDMS
feliiletek iiveghez, sziliciumhoz, illetve néhany specialis mlianyaghoz
irreverzibilisen ragaszthatok. A két ragasztando feliiletet alapos tisztitas
utan 2 percre helyeztik a levegd plazmaba, majd az Osszeillesztést
kovetéen néhany oran 4t 180 °C-os kemencében tartottuk a
mikrocsipeket, annak érdekében, hogy a ragasztas minél tokéletesebb
legyen. Ugyanis, ha a két feliilet nincs megfelelden Gsszeragasztva a
folyadék nemcsak a csatornakban, hanem a mikrocsip mas részein is
fog szivarogni, igy a rendszer hasznalhatatlanna valik.

7. abra
A kész mikrofluidikai csip fényképe.
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3.4. Szimulaciok COMSOL szoftverrel

A mikrocsipek csatornajaban aramoltatott folyadékok viselkedését
COMSOL Multiphysics 5.0 (COMSOL, Inc., Palo Alto, CA, USA)
programmal szimulaltuk, amely egy végeselemes modszert alkalmazo
mérndki szimulacios szoftver.

A csatornamintdzatokat az AutoCAD altal generalt dxf fajlokként
vittiilk be a szimulacids szoftverbe. A szamitasok soran feltételeztiik,
hogy az aramlas laminaris, a pumpa allando sebességli és folyamatos
aramlast biztosit, illetve a csatorndk fala mentén a sarlodas
elhanyagolhato. Kezdeti sebességként a bemeneti portnal (ahol a
rendszerbe juttatjuk a folyadékot) 10 pl/percet (kb. 60 Pa) adtunk meg,
a kimeneti portoknal pedig nulla nyomasértékeket allitottunk be.

A nyomas- ¢és sebességeloszlas értékek meghatdrozasdhoz a
csatornarendszerre egy kb. 40 000 elembdl (haromszogekbdl) allo halot
rajzoltunk meg, melyek atlagos mérete 25 um volt, a legkisebb elemek
3 um-esek voltak. A szabadsagi fokok szama elérte a 10° értéket.
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4. Kisérleti eredmények
4.1. Kromatografias részecskék visszatartasanak tanulmanyozasa
4.1.1. Atmeneti csatornasziiKiilet kialakitisa

Kromatografias  részecskék  poli(dimetil-sziloxan)-bol  készitett
mikrofluidikai csip csatorndjdban torténd visszatartdsara kezdetben a
kutatocsoportunkban elézdleg kifejlesztett modszert [71, 72]
hasznaltuk. A PDMS-bdl késziilt mikrocsip csatornajaban egy dtmeneti
csatornasziikiiletet hoztunk 1étre, melyet a toltés folyaman a mikrocsip
feliiletére merdleges nyomoerdvel értiink el.

A toltet anyagdul hasznalt C16-os oldallanccal modositott szilika
acrogél tombot golyds malommal poritottuk (2,5 percen at), majd a
részecskékbdl metanolos szuszpenzidt készitettiink. A toltetek
kialakitasahoz sziikséges szuszpenziot iilepitéssel nyertiik, a részecskék
atmérdje 1 pm korili volt. Az ilyen kisméretli részecskékkel valod
toltéshez a mikrocsip feliiletén viszonylag nagy erejii nyomast kellett
alkalmazni a megfelelé szikiilet kialakitasahoz, a toltés soran a
folyadékpumpa nyomadsat folyamatosan noveltiik a toltet tomoritése
érdekében. Mindezek ellenére a kialakult toltet nagyobb nyomassal
szemben instabil volt, a minta injektalasa soran degradalodott vagy
részlegesen kimosodott.

8. abra
Atmeneti sziikiilet segitségével ~ 1 pm méretii C16 szilika aerogél
részecskékbdl (fent) és 5 pm C18 szilika (lent) részecskékbol
kialakitott kromatografias toltet a 100 pm atmérdjii csatornakban.
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4.1.2. Sziikiilet kialakitasa a csatorna magassaganak csokkentésével

A kromatografids toltetek mikrocsip csatornajaban torténé stabil
visszatartdsadhoz elénydsebbnek tiint egy allando sziikiilet kialakitasa,
melyet eldszor a csatorndk magassdganak megfeleld mértéki
csokkentésével hoztunk létre. Ezt az ont6forma sikjabol kiemelkedd
csatornamintazat megfeleld helyen torténé megkarcolasaval értiik el. A
karcolat helyén a csatorna magassaga lecsokkent, az ilyen dnt6formarol
készitett mikrocsip csatorndjdban egy kb. 10 um széles fritszerii réteg
alakult ki, amely a folyadék szempontjabol atjarhato volt, de az aprobb
(kb. 1 pm atmér6jii) részecskéket mar visszatartotta (9. abra).

a, b,

|M| 100 pm

9. abra
A megkarcolt ontéforma segitségeével készitett mikrocsip csatornajaban
kialakitott sziikiilet (a,) €s az igy készitett toltet (b,).

Ez a mddszer szamos hatranyos sajatsaggal rendelkezik. Az ontéforma
vékony pengével torténd megkarcolasa nem jol reprodukalhato
folyamat, a kialakitott sziikiiletek helye és nagysaga szinte minden
esetben kiilonbozott egymdstdl. Rdadéasul a sériilékeny Ontéforma
mintdzata konnyedén lepattanhat, akar a szilicium hordozo6 is eltorhet a
karcolas hatasara.
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4.1.3. Sziikiilet kialakitasa a csatorna szélességének csokkentésével

A kromatografias részecskék visszatartasara alkalmas modszerek koziil
a legjobbnak a csatornak szélességének egy adott ponton torténd
csokkentése (sziikiiletek kialakitasa) bizonyult. Ezt el6szor a tervezés
soran a csatornakba rajzolt vonal segitségével értiik el, amely a
litografias 1épések utan egy sziikiiletet eredményezett. Az igy készitett
szlikiiletek mértéke a csatornamintazatra rajzolt vonal vastagsagatol, a
litografias maszk nyomtatasa Soran alkalmazott beallitasoktol, a
nyomtatd felbontdsatol és az Ontéforma készitése sordn alkalmazott
koriilményektdl fiigg. A vonal vastagsagitol fiiggéen kiillonbozo
atmérdji  sziikiiletek, illetve tal vastag vonal esetén szakadasok
alakulnak ki a mikrocsip csatornajaban. Ahogy az a 10. abran is lathato,
a nyomtatas soran elérhet6 legvékonyabb vonal alkalmazasakor csak
egy minimalis szikiilet képz6dott a csatorndban. A kromatografias
részecskék visszatartdsdra alkalmas sziikiilet kialakitdsahoz 20 um
vastagsdgu vonalra volt sziikség, azonban a 30 pum-es vonal mar
szakadast okozott a csatornaban.

10 um 20 pm 30 pm

o . s e
e C " e

10. 4bra
Mikroszkopos felvételek a fotolitografids maszkon 1év kiilonbz6
vastagsaga (10 um, 20 pm €s 30 um) vonalakrol illetve az adott
maszkkal készitett mikrocsipek 50 pm szélességli csatornaiban 1étrejott
szlikiiletekrdl/szakadasokrol.

A megfelel6 vastagsdgii vonal esetén a litografids Iépések soran
alkalmazott koriilmények is hatassal vannak a kialakult szikiiletek
mértékére. Az idedlis koriilmények megtaldlasahoz, a tervezett
mintazatok megfeleld felbontassal torténd kialakitasahoz el0szor azt
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kellett megvizsgalnunk, hogy a fotolitografias 1épések soran elérhetd
felbontas mértéke milyen tényezoktol fiigg.

A tervezett mintazatokat nagyfelbontdsi nyomtatd segitségével
nyomtattuk ki egy atlatszo foliara. A nyomtatd 3600 dpi felbontasra
képes (azaz 3600 pont/2,54 cm), ez azt jelenti, hogy a nyomtatasban a
fekete pontok kozotti tavolsag kb. 7 um, vagyis a tervezés soran elvileg
7 um-re is rajzolhatjuk egymadstol a csatorndkat. Viszont ez a felbontas
romlik a fotolitografias 1épések elvégzése soran.

A megvilagitds soran kialakulé felbontds (b) mértéke fiigg a
megvilagitd fény hullamhosszatol (A), illetve a maszk és a
fényérzékeny réteg kozti tavolsag (s) nagysagatol is [106]. Az alabbi
képlettel kiszamithato az esetiinkben fellépd felbontas mértéke.

b = 15445

Az elérheté felbontas mértékét befolyasolja a megvilagitas soran
fellépo diffrakcid mértéke, a fénysugarak rétegre torténd beérkezésének
geometriaja (a felbontas romlik, ha a fénysugarak nem parhuzamosak
és a rétegre nem merdlegesen érkeznek), s6t a mikrocsipkészités
1épései alatt is romolhat a felbontas (a PDMS réteg 6ntéformarol valo
eltavolitasa, liveglapra torténd ,,ragasztasa” soran).

Mindezek alapjan az ontéforma-készités lépéseinek optimaldsa soran a
fényérzékeny réteg vastagsadganak, a besugarzasi id6 hosszanak és az
UV fény intenzitasanak valtoztatasat végeztik el.

Az ontéforma-készités soran kialakitott fényérzékeny réteg vastagsaga
(és igy a mikrocsipben a csatorna magassaga) a forgatas sebességétol és
idotartamatol fligg. A forgatdsi sebességet allando értéken tartva
(3000 fordulat/perc) és a forgatas idOtartamat valtoztatva kiilonbozo
vastagsagu rétegeket hoztunk létre. Azt talaltuk, hogy a fényérzékeny
réteg vastagsaganak csokkenésével fokozatosan alakul ki a maszkon
1év6 vonal helyén a sziikiilet, majd egy bizonyos filmvastagsag alatt
mar szakadas Kkeletkezik a csatornakban (11. abra). Az ilyen
koriilmények kozotti legjobb felbontast (azaz a litografids maszkon
1évé mintdzat minél pontosabb masolatanak kialakitasat a fényérzékeny
rétegen) 30 masodpercen at torténd forgatassal értiik el.
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11. ébra
Az ontéforman kialakitott fényérzékeny film vastagsaganak hatdsa az
ontéformarol késziilt mikrocsipek csatornamintazatara.
(A forgotarcsa (spincoater) forgatasi idétartamai: a, 5 s; b, 10 s; ¢, 30'S;
d, 60s)
Tovabbi koriilmények: 3000 rpm, 10 min besugarzasi id6; kb. 70 cm
tavolsag a lampa és a szilicium lap kozott.

P

500 um

Az ontéforma-készités egyik meghatarozo 1épése a fényérzékeny réteg
maszkon keresztiil UV fénnyel térténd besugarzasa, amely sordn tobb
paraméter optimalasat kellett elvégezni. A besugarzashoz hasznalt UV
lampa fényének intenzitdsa a bekapcsoldas utan megkdozelitdleg
10 perccel éri el a maximumot és ettdl kezdve az intenzitds nagyjabol
allandénak vehetd. A szilicium lap és az UV lampa kozotti optimalis
tavolsagot kb. 70 cm-nek talaltuk, ekkor érte az optimalis intenzitast
fény a fényérzékeny anyagot.

A legjobb sziikiilet elérése érdekében a besugarzasi idot is valtoztattuk,
optimalisnak a 10 perces besugarzasi id6t talaltuk. A hosszabb
besugarzasi idok alkalmazéisaval a kialakult mintdzatok, ezaltal a
szlikiiletek szélesedését figyelhettiik meg (12. abra), amelyek kevésbé
stabil kromatografias toltetekhez vezetnek (csokken az Ontéforma-
készités soran elérhetd felbontds mértéke).
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12. abra
A besugarzasi id6 valtoztatasanak hatasa a kialakult
csatornamintazatokra. A mikroszkopos felvételek az egyes
ontéformakrol késziilt mikrocsipek csatornarendszerének sziikiileteket
tartalmazoé részleteit mutatjak be.
Besugarzasi idok: a, 7 min; b, 8 min; ¢, 9 min; d, 10 min; e, 12 min; f,
15 min; g, 20 min; h, 25 min.
Tovabbi koriilmények: 30 s x 3000 rpm; kb. 70 cm tavolsag a lampa és
a szilicium lap kozott.

Az igy elkészitett szikiilettel lehetdség nyilt kromatografias toltetek
stabil visszatartasara, melyek még a nagyobb nyomasokkal (2-3 bar)
szemben is ellenalloak voltak (13. abra).

a,

13. abra
A 100 um szélességli csatornaban létrehozott sziikiilet (a,) és a
segitségével elkészitett kromatografias toltet mikroszkopikus képe (b,).
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Reprodukalhatobban és egyszeriibben alakithatoak ki a sziikiiletek a
mikrocsipek csatornaiban, ha mar a mintdzatok tervezése soran
megrajzoljuk azokat. Ennél a modszernél is fontos, hogy az ont6forma
készitése soran megfeleld koriilményeket alkalmazzunk.

A kb. 10-20 um széles és 50 um hosszu csatornakat a 100 pm széles
csatornakba rajzoltuk (14.a é&bra), ezutan a kinyomtatott litografis
maszkot (14.b abra) felhasznalva készitettiik el az 6ntéformat, majd a
mikrocsipeket (14.c abra).

14. ébra
A 100 um széles mikrocsatornaba tervezett sztikiiletek az AutoCAD
rajzon (a,), a litografias maszkon (b,) és az elkészitett mikrocsip
csatorndjaban (c,).

A kromatografids részecskékbdl metanolos szuszpenzidt hoztunk létre
(1 ml metanolban kb. 0,1 g kromatografids részecskét oszlattunk el),
melyet a részecskék azonos mérete miatt iilepités nélkiil hasznaltunk a
toltés soran. A toltést metanolos kozegben végeztik, az elkésziilt
szuszpenziobol perisztaltikus pumpaval juttattuk be a részecskeket a
csatornaba, majd az aramléasi sebesség folyamatos ndvelése utan a
maximalis nyomds (3 bar) néhdany masodpercnyi hasznalataval
tomoritettiik a kialakult toltetet. A csatorndk hosszat lecsokkentettiik és
teljes hosszdban megtoltottilk Oket részecskékkel, igy biztositva a
toltetek kozel azonos hidrodinamikai ellenallasat. Az elkésziilt
kromatografias tolteteket desztillalt vizzel mostuk €s kondicionaltuk
Oket az analitikai mérésekhez.
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4.1.4. A zarokoéhatas tanulmanyozasa

A kromatografias toltetek mikrofluidikai csip csatorndjaban torténd
megragadasat és stabilitdsat az eldzOekben bemutatott stabilizalo
hatasok segitik eld (2.3 fejezet) [71]. A zar6kdhatas (keystone-effect)
az a jelenség, amikor a részecskék méreténél két-haromszor nagyobb
atmérdjii szikiiletek elején megragadd részecskék tartjak vissza a
mogottiik jovo részecskéket (15. abra).

15. ébra
A kromatografias toltetek kialakitasa soran jelentkez6 zarokdhatas
(10 um-es C18-as kromatografias részecskék, 100 pm csatornaatméro).

A kialakult toltetek stabilitasat jelentdsen befolyasoljak a sziikiiletek
atmérdi. Ha a csatorndkban kialakitott sziikiiletek atmérdje legfeljebb
haromszor nagyobb, mint a kromatografias részecskék mérete, gyorsan
tomor, stabil toltetek keletkeznek. A szilikiilet atmérdjének ndvelésével
a kialakult toltetek stabilitisa csokken. Abban az esetben, ha a
csatornakba juttatott részecskék atmérdjénél kb. Otszor nagyobb a
létrehozott sziikiilet, a részecskék idonként atjutnak a sziikiileten, igy
ugyan kialakul a kromatografias toltet, de az nem stabil.
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16. abra
A kiilonb6z6 atmérdji sziikiiletek esetén készitett toltetek.
A részecskék atmérdjénél kb. haromszor (bal) és kb. 6tszor nagyobb
(jobb) atméroju sziikiiletek.

Tehat abban az esetben, amikor 10 pm-es C18-as kromatografias
részecskékbol szeretnénk stabil toltet kialakitani, 20-25 pm-es sziikiilet
kialakitasara van sziikség.

A zarOkOhatas tanulmanyozdsa soran megvizsgaltuk a szlkiiletek
hosszanak  hatasat a  kialakult  tOltetek  stabilitasara. A
csatornamintazatok tervezése soran kiilonb6z6 hosszisagu sziikiileteket
rajzoltunk a csatornakba (50, 75, 100 és 125 um). A kromatografias
részecskék a sziikiiletek hosszatol fiiggetleniil a sziikiilet elején, az elsd
10-20 um-es szakaszon akadnak meg. Megallapitottuk, hogy a kialakult
toltetek stabilitdsara lényegében nincs hatdssal a sziikiiletek hossza
(amennyiben legalabb 10-20 pm hossztiak). Ezek alapjan a mintazatok
tervezése soran a szikiileteket egységesen 50 pum hosszasaginak
rajzoltuk meg.

40



4.2. Hairom parhuzamos csatornat tartalmazé rendszerek
4.2.1. Csatornamintazatok tervezése

A tobbcsatornas  mikrofluidikai  rendszerek  tervezése  soran
megvizsgaltuk, hogy milyen kozel keriilhet egymashoz két (példaul
50 um széles) csatorna. Figyelembe kellett venniink, hogy a
mikrocsipen gy helyezziik el a csatornakat €s csatlakozasi pontokat
(portokat), hogy azok a késébbi mérések soran hasznalhatdak legyenek
(folyadékok, mintak bejuttatasa a rendszerekbe). A parhuzamos
csatornak nem lehetnek egymashoz nagyon kozel, mert a csatornak
kozotti kis tavolsdgok mér kisebb nyomds hatasara is konnyen
felszakadhatnak. Eppen ezért, az altalunk tervezett
csatornamintazatoknal minden esetben legalabb 50 pm (egy
csatorndnyi) tavolsag valasztja el egymastol a parhuzamos csatornakat.
A folyadékok bejuttatdsara szolgald portokat ugy helyeztik el a
tervezett  mintdzaton, hogy a  perisztaltikus  pumpacsovek
csatlakoztatasa megoldhatdé legyen. Ez kiilondsen fontos azoknal a
mikrocsipeknél, ahol tobb minta egyidejli injektalasara van lehet6ség,
hiszen a pumpacsovek kézzel torténd csatlakoztatasi miiveletének van
egy minimdlis hely(tér)igénye. A  csatorndk  kivezetésének
elhelyezkedése is fontos, ugyanis ezekhez a részekhez kozel kell lennie
a detektalasi egységnek. Altalanos szabalyként alkalmaztuk, hogy a
ki/bemeneti portok egymastol legaldbb 4 mm tdvolsdgra legyenek.
Gazdasagossagi (ergondmiai) okokbol az egy mikrocsipen kialakitott,
kiilonalld  csatornamintazatok szamat megnoveltik  (pl.  3-6
mintazat/mikrocsip).

A tobbcsatornds mikrofluidikai rendszerek tervezését a harom
parhuzamos csatornat tartalmazé mintazatok kialakitasaval kezdtiik. A
tervezett alakzatok fobb tipusait a 17. abran foglaltuk Ossze. A
mintdzatok csoportosithatéak az alapjan, hogy a csatornarendszerek
kapcsolatban allnak-e egymassal vagy sem. Terveztink hdrom
kiilonbozo kromatografias toltet kialakitasara alkalmas
csatornarendszereket, ahol a csatornak egymastol fiiggetlenek, igy a
kromatografias részecskék egymas utan juttathatdéak be a parhuzamos
csatornakba (17.a, ¢ abra). A csatornarendszerek masik csoportjaba
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azok a mintazatok tartoznak, ahol a kromatografids részecskék
bejuttatasara szolgdld csatornarészek egymassal kapcsolatban allnak,
kozos portban végzddnek, igy az azonos kromatografids toltetek
egyidejlileg alakithatoak ki a rendszerckben (17.b, d abra). Mindkét
tipust mintazatnal terveztiink olyan valtozatot, ahol harom eltéré minta
harom kiilonb6z6 keresztezddésen juttathatd a szeparacios csatornakba
(17.a, b abra), illetve olyat is, amelynél az egyetlen mintat egyetlen
keresztez6désbe aramoltatjuk, ahol aztan a bejuttatott minta
egyenletesen oszlik el a parhuzamos csatornak kozott (17. ¢, d abra).

a, b,
7 o
\
%%: o JL ——— =
o——0 G b
4 ¢
c, d,

C —_— —_—
C

17. abra
Harom parhuzamos csatornat tartalmaz6 mintazatok AutoCAD rajza.

A tervezett csatornamintdzatok kis mérete miatt egy atlagos méretli
mikrocsipen (kb. 2,5 cm x 5 cm) t6bb csatornarendszer is elhelyezhetd.
A mikrocsipen 1év6 csatornamintazatok szamat a csatornak alakja,
mérete, a kivezetd portok €s injektald egységek helyigénye hatarozza
meg. Az altalunk tervezett mikrocsipeken 4-6 csatornarendszert
tudtunk elhelyezni.
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18. abra
Harom parhuzamos csatornat tartalmaz6 mikrocsipek készitéséhez
hasznalt litografias maszkok.

4.2.2. Kromatografias toltetek kialakitasa mikrocsipekben

A kromatografias toltetek kialakitasa soran az 4.1.3. fejezetben
bemutatott mddszert hasznaltunk, vagyis a részecskéket a csatorndkban
kialakitott sziikiiletek segitségével tartottuk vissza.

A kialakitott kromatografids toltetek méreteit a tervezés soran
(szélesség, hosszusag) illetve az ont6forma készitésekor alkalmazott
paraméterek  valtoztatdsaval (vastagsag) Dbefolyasolhatjuk. Az
ontéforma-készités soran kialakitott fényérzékeny réteg vastagsiga
hatdrozza meg a csatorndk magassagat, majd a késdbbiekben az
elkészitett toltetek vastagsagat. A legkisebb elérhetd csatornamagassag
kb. 15 um, amely alkalmazasa mellett két-harom réteg kromatografias
részecske egymasra rakodasat figyelhetjiik meg. Mig ha a fényérzékeny
réteg vastagabb, a csatornamagassdg kb. 40 pum, a kialakitott
csatornaban tobb, akar 8-10 réteg is egymdsra rakddhat az
5 um atmérdji kromatografias részecskékbol.
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A parhuzamos kromatografids toltetek kialakitdsa sordan arra
torekedtiink, hogy egyforma tomorségli és hosszsagu tolteteket
hozzunk létre a csatorndkban. Ez kiilonosen fontos volt a mintak
injektalhat6saganak szempontjabol.

Az egymastol fliggetlen csatornarendszerek parhuzamos csatornainak
végén  kilon-kiilon  csatlakoztatdsi  pontokat alakitottunk ki
(17.a és 17.c abrak), amelyeken at a kromatografias részecskék egymas
utan juttathatoak be a csatornakba, a toltetek egymas utan alakithatdak
ki. Az ilyen rendszerekben kiilonb6z6 tipusu kromatografias
részecskékbol készithetiink tolteteket.

200 pm
—

19. dbra
Hérom parhuzamos kromatografias toltet kialakitdsa 5 pm-es
hagyomanyos C18-as részecskékbdl, egymastodl fiiggetlen
csatornarendszerben.

A kialakult toltetek hossza természetesen a mikrocsipbe bejuttatott
részecskék mennyiségétol fligg. Azonos hosszisagh kromatografis
toltetek kialakitasa, vagyis egyenld mennyiségli részecske csatornaba
juttatdsa nagy gyakorlati tapasztalatot igényld feladat. Ezt a toltési
nehézséget kiiszoboltik ki azzal, hogy a csatornak hosszat
lecsokkentettiik ¢és a kromatografias tolteteket ezek teljes hosszaban
alakitottuk ki. A toltési folyamat végén az elkésziilt tolteteket desztillalt
vizzel mostuk, amely utdn mar alkalmas volt kromatografis
elvélasztasok kivitelezésére.
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20. 4bra
A parhuzamos csatornakban 1év6 toltetek méreteinek szemléltetése egy
20 Ft-os érme segitségével (A harom toltet az i betii felett lathato.).

Az egymassal kapcsolatban all6 csatornamintdzatok esetén (17.b és
17.d abrak) a kromatografias részecskék mikrocsatornakba toltését egy
kozos portbol tudjuk elvégezni, vagyis a parhuzamos toltetek
kialakitasara egyidejiileg van lehetdségiink. Ebben az esetben a
rendszerbe juttatott kromatografias részecskék kozel azonosan oszlanak
el a parhuzamos csatorndk kozott, igy hasonlé hosszliisagu
kromatografias toltetek készithetoek.

21. dbra

Egymassal kapcsolatban all6 csatorndkban 1évd kromatografias toltetek
(5 um-es C18-as részecskék toltése a 100 um-es csatornakba).
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4.2.3. A mikrocsipben torténé kromatografias elvalasztasok
tanulmanyozasa

A mikrocsipek csatorndiban kialakitott kromatografias toltetek
tanulmanyozasat olyan aerogél toltetek vizsgalataval kezdtiik, melyeket
a csatornak magassaganak csokkentésével kialakitott szlikiiletek
segitségével tartottunk vissza (4.1.2. fejezet).

A mikrocsatornakba toltott C16-os oldallanccal modositott aerogél
részecskékbol készitett toltetek kromatografids sajatsagait ételfestékek
segitségével vizsgaltuk, a hagyomanyos C18-as toltetekkel hasonlatos
tulajdonsagokat vartunk. Kb. 100 nl-nyi hig kék ételfesték oldatot
vittiink fel az elkészitett toltetre, ehhez kb. 300 masodpercre volt
sziikség.

100 pm
22. abra
A C16-os oldallanccal modositott szilika aerogél tolteten megkotott kék
festék.

A kek festék megkotddott és koncentralodott a toltet elején, metanolos
mosas hatasara kb. 2 nl-nyi térfogatban, 8 masodperc alatt teljesen
eludlodott a toltetrdl, ez nagyjabdl Stvenszeres dusitasi faktor értéket
jelent.

A komponensek megkotése mellett a tolteten természetesen tobb
komponens egymastol vald elvalasztasa is lehetséges. Zold ételfesték
keveréket valasztottunk el az el6zd kisérlet sordn hasznalt aerogél
tolteten, amelyen a kék komponens megkotddott, mig a sarga
komponens csekély retencid mellett athaladt rajta. Az elvalasztast vizes
kozegben végeztiik, a megko6tédott kék komponenst metanollal mostuk
le a toltetrl. A rendszerbe injektalt minddssze 1 nl-nyi minta
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elvalasztdsdhoz kb. 20 mésodpercre volt sziikség, a 23. dbran latott
kromatogramot a mikroszkop szoftverébe épitett modul segitségével
vettilk fel. (A csatorna egy kijeldlt pontjdn mértiik a szinintenzités
valtozasat az idében.) A kromatogramon lathatd a kék komponens
elacioja soran jelentkezé dusuld effektus (keskenyebb, de magasabb
csucs, mint a sdrga komponens esetén).

1500 -

Intenzitas

2500 4

1d8 (s)

23. abra
A sarga (S) és a kék (K) ételfesték elvalasztasa soran felvett
kromatogram (C16-os oldallanccal modositott szilika aerogél toltet,
1 nl mintatérfogat, oldoszervaltas, detektalas a toltet vége utan
50 ume-rel).

Ugyanezen elvalasztast izokratikus koriilmények mellett is elvégeztiik,
melyhez el6szor a mozgofazis dsszetételét optimaltuk. A mozgofazis
metanol tartalmat 15-45% kozott valtoztattuk. 35%-0s metanol tartalom
esetén szinte teljes alapvonali elvalast kaptunk, igy ilyen koriilmények
mellett a perisztaltikus pumpaval elérhetd legnagyobb nyomas (3 bar)
alkalmazaséaval valasztottuk el a festékelegyet (24. 4bra). Ekkor a két
komponens elvalasztasa 10 masodpercen beliil megtortént.
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24. dbra
A sérga és kék ételfesték elvalasztasa C16-0s aerogél tolteten 100 pm
atmér6ji csatornaban (35% MeOH-H,0 elegy, 1 nl mintatérfogat, 3 bar
nyomas, az egyes fényképek felvétele 2 masodpercenként tortént).

A mikroszkop szoftverével torténd detektalas egyik nagy eldnye, hogy
az elvalasztott komponensek nem csak a toltet utdn a csatornaban,
hanem magan a tolteten is detektdlhatdoak. (A kromatografids
részecskékbdl  kialakitott vékony toltetek elég atlatszéak a
szinintenzitds valtozasanak méréséhez.) A 25. 4dbran 0,5 mm hosszu
tolteten torténd elvalasztds sordn, a csatorna kiilonb6zd pontjaiban
felvett kromatogramok lathatoak. Az elvalasztds hatékonysaga
természetesen fligg a detektalas helyétdl, azaz az elvalasztasi hossztol.
A toltet elején még nem teljes az elvalas a két komponens kozott, a
legjobb elvalasztast a toltet végén detektalva kapjuk, mig a toltet utan, a
csatornadban mar a diszperziés hatdsok érvényesiilése miatt az
elvalasztott komponensek savjai kiszélesednek ¢és részlegesen
Osszeolvadnak.
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25. ébra
A szeparacios csatorna kiilonboz6 pontjainal felvett kromatogramok

(zold festék, 35% MeOH-H,0 elegy, 1 nl mintatérfogat, 3 bar nyomas,
0,5 mm hosszu toltet).

A tobbesatornds rendszerek egyik nagy eldnye az egyidejlleg
végezhetd, parhuzamos elvalasztdsok lehetdsége.

Egymassal kapcsolatban all6 rendszerekben ugyanolyan kromatografias
toltetek kialakitasara van lehetdségiink, melyekre ugyanazt a mintat
injektalva, gyorsan, tobbszordsen megismételt mérési eredményhez
juthatunk. A csatornarendszerben hagyomanyos 5 pm-es C18-as
részecskékbdl alakitottunk ki kromatografids tolteteket, melyeken a
kétkomponensii festékelegy kék komponense megkotddott, a sarga
komponens visszatartas nélkiil athaladt rajta (26. abra).

Ezekre a rendszerekre analitikai teljesitményjellemzoket is
meghataroztunk.  Két  mikrofluidikai  rendszerben  GsSzesen
6 kromatografias tolteten végzett egyideji elvalasztas (26. dbra) alapjan
3,6%-nak adodott. Amennyiben a kék festéket tizenharomszor (N=13)
injektaltuk ugyanazon kromatografids toltetre, a csicsmagassagokra
5,6%-o0s, a retencios idokre 5,1%-os relativ standard deviacio értékeket
kaptunk.
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26. abra
Kétkomponensii ételfesték keverék egyideji elvalasztdsa harom
egyforma kromatografias (10 um, C18) tolteten.

Az  egymastol fiiggetlen rendszerekben harom  kiilonb6zd
kromatografias toltetet (5 pm-es RP-1, C8 és C18 oldallanccal
modositott szilikagél részecskékbdl) alakitottunk ki. Ezekre zold
ételfesték keveréket injektaltunk, ami kozel azonos mennyiségben
oszlott el a csatornak kozott (27.a abra). A kék festék retencioja az
RP-1-es tolteten volt a legerdsebb, ezért a kék komponens retencids
ideje itt volt a legnagyobb, 25% metanol-viz mobilfazis alkalmazasa
mellett a leggyorsabban elérhetd teljes elvalasztast a C8-as oldallanccal
modositott  szilikagél részecskékbdl  késziilt  tdlteten  kaptuk
(27.b abra).
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27. ébra
7061d ételfesték keverék egyidejii elvalasztasa harom kiilonb6z6 (RP-1,
C8, C18) kromatografias tolteten 100 pm széles csatornakban. A
beinjektalt mintadugd egyenlden oszlott el a parhuzamos toltetek kozott
(a,), az ilyen koriilmények kozott (25% metanol-viz elegy) elérhetd
legjobb elvalasztast a C8-as tolteten értiik el (b,).
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4.3. Tiz vagy tobb parhuzamos csatornat tartalmazé mikrofluidikai
rendszerek

4.3.1. Tobbcsatornas mikrofluidikai rendszerek tervezése

A tiz vagy tobb parhuzamos csatornat tartalmazé mikrofluidikai
rendszerek tervezése soran hasonloképpen jartunk el, mint a
haromcsatornas rendszerek esetén. Terveztiink olyan tiz parhuzamos
csatornat tartalmazo mikrocsipet, ahol azonos kromatografias tolteteket
kialakitasara van lehetdségiink, viszont a mintat a toltetekre egymastol
fiiggetleniil injektalhatjuk (28.a, b 4abra). Ez azt jelenti, hogy
egyidejlileg akar tiz parhuzamos elemzés is elvégezhetd tiz kiilonb6zd
mintabol.

o

a,

o
o

&
e

2a

28. abra
Egy mikrocsipen tobb kromatografias toltet készitésére alkalmas
csatornamintdzatok AutoCAD rajzai.

(Tiz parhuzamos csatornat tartalmazo6 mintazat (a,) és a szlikiileteket
tartalmazé csatornarész nagyitott rajza (b,). 6 darab, tizenkét
parhuzamos csatornat tartalmazo mintazat (c,) és egy ilyen mintazat
nagyitott rajza (d,).)

A tizenkét parhuzamos csatornat tartalmazo mikrocsip mintazata is
azonos kromatografias toltetek kialakitdsdra ad lehetdséget, de itt az
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injektalt minta tizenkét részre oszlik, igy ugyanazon mintabol
végezhetd tizenkét parhuzamos mérés egyidejlileg (28.c, d abra). A
tizenkét csatornas rendszer esetén, ahogy a fenti dbran is lathatjuk, még
a csatornarendszerek sokszorositasdra is volt lehetéség. Egy
mikrocsipen hat csatornahal6zat egymastol zavartalanul alakithato ki.

A tiz parhuzamos csatornat tartalmazd maszkrol ontéforma, majd
mikrofluidikai csip is késziilt, melynek csatorndit - a jobb szemléltetés
érdekében - kék ételfestékkel toltottiik (29. abra).

—— e e ———
e T = — — — ~———

29. abra
Tobbcesatornas mikrofluidikai csip csatornai festékkel toltve.

A parhuzamos csatornak szama novelhetd mindaddig, mig a tovabbi
csatornarészek megfeleld elhelyezkedésére lehetdség van (példaul a
portok és az injektald egységek megfeleld tavolsagban kell legyenek
egymastol). A tizenkét parhuzamos csatorna sokszorositasat kovetden,
terveztiink 24, 36 illetve 60 péarhuzamos csatornat tartalmazo
rendszereket is, amelyek ko6zos kivezetd porttal rendelkeznek, igy
azonos kromatografias toltetek kialakitdsara alkalmasak (30. abra).
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30. 4dbra
Sokcsatornas mikrofluidikai rendszerek AutoCAD rajzai.
(24 parhuzamos csatornat (a,), 36 parhuzamos csatornat (b,) és 60
parhuzamos csatornat (c,) tartalmaz6 rendszerek.)

4.3.2. Kromatografias toltetek kialakitasa mikrocsipekben

A sokcsatornas rendszerekben is a korabban (4.1.3. és 4.2.2. fejezet)
bemutatott modszerrel alakitottuk ki a kromatografias tolteteket, vagyis
a parhuzamos csatorndk tervezése soran létrehozott szlikiiletek
segitségével tartottunk vissza kromatografias részecskéket.

A tizenkét parhuzamos csatornat tartalmazo rendszerbe a kozos
kivezetd porton keresztiil bejuttatott kromatografids részecskék,
hasonloan a haromcsatornas rendszerekben lejatsz6do folyamatokhoz,
eloszlottak a csatornak kozott és gyorsan, tomor toltetek keletkeztek
(31. abra).
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31. dbra
Tizenkét parhuzamos csatornaban kialakitott 100 pm széles
kromatografias toltet 5 pm atmérdjli, hagyomanyos C18-as
kromatografias részecskékbol.

Valoszintsithetd, hogy nagy szamt (>10) kromatografias toltet
egyidejli kialakitasa viszonylag konnyen megvalosithatd ugy, hogy a
részecskéket kozos porton keresztiil a sziikiiletek felé aramoltatjuk. Az
ilyen sok csatornas rendszerekben azonban gyakorlatilag csak egyféle
minta injektaldsdra van lehetOségiink, a tervezés soran a
mintabejuttatashoz kialakithaté egyetlen csatornakeresztez6dés miatt
(30. abra).

32. abra
Tizenkét kromatografias toltet méretének szemléltetése egy gyufaszal
segitségével.
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4.3.3. A mikrocsipben torténé Kkromatografias -elvalasztasok
tanulmanyozasa

Az el6z6 fejezetben bemutatott, tizenkét parhuzamos kromatografias
tolteten  egyidejiileg  végezheté  kromatografias  elvalasztasok
hatékonysaganak teszteléséhez szintén ételfestékek  keverékét
hasznaltuk. A sarga és kék ételfesték keverékének minddssze 1 pl-ét
injektaltuk a rendszerbe, amely egyenléen oszlott el a tizenkét
parhuzamos kromatografias toltet kozott (33.a abra). A keverék sarga
komponense visszatartds nélkiil haladt at a CI18-as oldalldnccal
modositott részecskékbdl allo tolteteken (33.b abra), a megkotddott kék
komponens metanolos mosassal oldottuk le roluk (33.c abra). Az
elvalasztasdhoz mindossze 30 masodpercre volt sziikség.

33. 4bra
7061d ételfesték keverek egyidejii elvalasztasa tizenkét parhuzamos
100 pum széles kromatografias tolteten.

Az elvalasztott komponensek detektalasa itt is a mikroszkop
szoftverébe ¢épitett modul segitségével, a tizenkét csatorndban a
szinintenzitas valtozasanak egyidejii mérésével tortént. A detektalas a
kromatografids tolteteken, a sziikiiletektél kb. 0,5 mm tdvolsagra
tortént, az ilyen moédon kapott kromatogramok a
34. abran lathatéak. Meghataroztunk tobb, a kromatografias toltetek
jellemzésére szolgalod teljesitményjellemz6t. A 2 mm hosszisagi
toltetre vonatkoz6 elméleti tdnyérmagassag értéke
0,75 pum-nek adodott (0,0176 mm/s, vagyis 4,2 nl/perc aramlasi
sebesség esetén), az elméleti tanyérszam 2500 (1 330 000/m) volt. A
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Brillantkék FCF (E133) festékre meghatarozott teljes kapacitas
ugyanezen a tolteten 7,510 mol/pum értéknek adéodott.

S K

S~ N
N VAN

1dé (s)

34. abra
A séarga (S) és kék (K) ételfesték tizenkét kromatografias tolteten
torténd kromatografias elvalasztasa soran kapott kromatogramok.

A parhuzamos csatornakban az aramlasi sebességek nem azonosak,
folyamatosan csokkentek, a csatornakban mért legnagyobb aramlasi
sebesség tObb mint kétszerese a legkisebb aramldsi sebességnek. A
csatornakbeli kiilonbozé 4aramlasi sebességek a kromatografids
elvalasztasok Osszehasonlithatosaga szempontjabol problémat okoznak,
ugyanakkor lehetdséget adnak egy érdekes alkalmazasra is. A
csatornakban jelentkezd kiilonbozd dramlasi sebességeket felhaszndlva
egyetlen mérés alapjan megalkothato a van Deemter diagram. A
diagram  gorbéjének minimumat meghatarozva a  hatékony
kromatografias elvalasztashoz sziikséges optimalis aramlasi sebesség
egyszeriien  meghatarozhato (35. abra), esetiinkben ez
4,2 nl/perc-nek (0,0176 mm/s) adodott.
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35. dbra
A tizenkét parhuzamos kromatografias toltetet tartalmazo rendszerben
torténd elvalasztas soran mért kiilonb6zo aramlési sebességekbol
meghatarozott van Deemter diagram.

4.3.3. Folyadékok aramlasanak modellezése mikrofluidikai
rendszerekben

A bonyolult mikrofluidikai rendszerekben, amelyek sok keresztezddést,
szerteagazd csatornakat, Ki- és bevezetd portokat tartalmaznak, a
folyadékok aramlasanak iranyat, sebességét, a fellépd nyomas mértékét
nehéz megjoésolni. A szimuléacids szoftverek lehetdséget nytjtanak a
mikroszkopikus rendszerek modellezésére ¢és igy hatékonyabb
tervezésére.

Az el6z6 fejezetben bemutatott, a parhuzamos csatornakban kiilonb6z6
aramlasi sebességekkel jellemezhetd mikrofluidikai rendszeriinkben
szoftveresen modelleztik a folyadékaramlasokat. A modellezéshez
elészor a vizvezeték halozatok szimuldldsdra hasznalhato, viszonylag
egyszeri szoftvert, az EPANET-et (www.epa.gov) hasznaltuk, mely
miikodése a Hazen-Williams 6sszefiiggésen alapul.

A csatornarendszeriinkon lefuttatva az EPANET szimulaciot, azt az
eredményt kaptuk, hogy az elsé és az utolsé csatorna kozott az dramlasi
sebességek aranya nagyobb mint kettd, vagyis az elsé csatornaban tobb
mint kétszer akkora sebességgel aramlik a folyadék, mint a
tizenkettedikben (36. abra). Ez megfelel a kisérleteinkben tapasztalt
eredményeinknek.
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36. dbra
Az aramlasi sebességek modellezése a tizenkét parhuzamos csatornat
tartalmaz6 rendszerben EPANET segitségével. A
csatornaszakaszokhoz szamolt értékek mértékegysége fps, azaz 1ab/s.

A szoftver segitségével szimulaciokat végeztiink az 4ramlési
sebességek kiegyenlitésének érdekében. A legjobb eredményeket a
parhuzamos csatornak feletti vizszintes csatornarész paramétereinek
modositasaval értiik el. Noveltiik a csatorna kezdeti és végpontjaban
mért atmérdék aranyat, melynek hatdsira a csatorndkban az 4ramlasi
sebességek aranya csokkent (37. abra). Abban az esetben, amikor a
parhuzamos csatornak végpontjaban nyolcszor nagyobb volt az 4&tmérd,
mint a kezdépontban, mar kdzel azonosak voltak a sebességek a
parhuzamos csatornakban.
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37. abra
A szamitott sebességaranyok alakulésa kiilonb6z6 d;/d, atméréaranyok
esetén.

Mivel az EPANET nem a mikrorendszerek modellezésére kifejlesztett
szoftver, ezért a késObbiekben a COMSOL Multiphysics szoftvert
alkalmaztuk a mikrocsipek csatorndiban fellépd aramlasi viszonyok
szimuldlasara. A COMSOL egy olyan mérnoki szimulacids szoftver,
amivel folyadékok aramoltatasat/aramlasat tudjuk  modellezni
mikrofluidikai rendszerekben.

A szimuldciokat lires csatorndkat feltételezve készitettiik el, ugyanis a
parhuzamos csatorndkban kialakitott kromatografias toltetek altal
kifejtett ellendllasok beépitése az aramlasi szimulacids kisérletekbe
igen nehéz folyamatnak bizonyult. A kromatografias részecskékkel
toltott csatorndkban az 4dramlasi sebességek joval kisebbek lesznek, a
nagyobb ellendllas miatt, de ardnyaikban nem fognak valtozni.
Ugyanakkor a parhuzamos csatorndkat tartalmazo csatornarész hossza
¢és bonyolultsaga miatt még tliresen is bizonyos mértéki ellenallast okoz
a csatorndkban, ami a mintdk injektaldsa soran a megfeleléen kis
mintadugo kialakuldséban is szerepet jatszott. A mintdk injektalasahoz
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a tervezés soran kialakitott keresztezddést hasznaltuk, a mintadugo6 ez
utan keletkezett (38. abra). A mintat az | porton keresztiil juttattuk be a
rendszerbe 10 pul/perc  sebességgel (kb. 60 Pa nyomassal), a
parhuzamos csatornak felé 0,32 pul/perc sebességgel aramlott a
folyadék, mig az Ol és O2 portok felé 9,57 ul/perc-es sebességet
hataroztunk meg.
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38. 4bra
A csatornarendszer keresztezddésének COMSOL modellje,
nyomaseloszlas (bal) és sebességeloszlas (jobb) diagramok.

Modelleztiik a tizenkét parhuzamos csatornat tartalmazo rendszerben
(28.d abra) torténé folyadékaramlasokat is. A 39. abran lathatd
nyomas- és sebességeloszlas gorbéken nagy kiilonbségek figyelhetdek
meg a parhuzamos csatorndkban szamitott aramlasi sebességekben. Az
igy meghatarozott legnagyobb és legkisebb dramlési sebességek aranya
tobb mint kettd, amit a 4.3.3. fejezetben leirt kisérlet soran is
tapasztaltunk. Ez a kiilonbség még inkabb lathatd volt az Gn. "vonal
menti” sebességeloszlas diagramon (40. abra), amelyet akkor kaptunk,
amikor a parhuzamos csatorndkat azokra merdlegesen egy vizszintes
vonallal elmetszettiik. Ezen vonal mentén mértiik az aramlasi
sebességeket a csatornakban.
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39. dbra
A COMSOL szimulacidk eredményei: nyomaseloszlas (bal) és
sebességeloszlas (jobb) diagramok.
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40. abra
A tizenkét parhuzamos csatorndban szamitott aramlasi sebességek a
csatorndkra merdleges vizszintes vonal mentén mérve.

Annak érdekében, hogy meghatarozzuk az 4ramlasi sebességek
kiilonbozdéségének okait és kiegyenlitsiik ezeket a sebességeket a
parhuzamos csatornakban, szimulacidés kisérleteket végeztiink.
Megvizsgaltuk a folyadékok rendszerbe juttatasa soran alkalmazott
aramlasi sebességek hatdsadt a parhuzamos csatorndkban kialakuld
sebességekre. Az injektalasi sebesség széles skalan torténd valtoztatasa
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(0,1-100 pl/perc) csak nagysagrendileg okozott valtozasokat a
parhuzamos csatornak sebességeiben, azok aranyaiban jelentOs
kiilonbségeket nem talaltunk. A Reynolds-szamok folyamatosan
novekedtek az injektalas soran alkalmazott sebességek novekedésével,
de a  legnagyobb  érték is  csak  0,2-nek  adodott
(100 pl/perc injektalasi sebesség esetén), ami jelzi, hogy ezekben a
rendszerekben a folyadékok aramlasa erésen laminaris. Ez a laminaris
jelleg teszi lehetdové a szimuldcios szoftverek alkalmazasat a
mikrofluidikai rendszerekben.

A mikrocsipek készitése soran kézi lyukaszto segitségével alakitjuk ki a
portokat, melyeken keresztil a folyadékok bejuttathatoak a
rendszerekbe. A folyamat soran kisebb sziikiileteket hozhatunk 1étre a
portoknal, amik egyfajta ellennyomasnak felelnek meg a mikrocsipek
hasznalata soran. Szimulaciok segitségével vizsgaltuk, hogy egy ilyen
kisebb ellennyomdsnak milyen hatasa van a csatorndkban kialakult
aramlési sebességekre.
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41. ébra

A portokban kialakul6 ellennyomasok hatasara 1étrejovo dramlasi
sebességek a parhuzamos csatornakban.
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A parhuzamos csatornak feletti vizszintes csatorna végén 1évo (outlet)
port esetén kiilonbozd mértékli ellennyomasokat allitottunk be
(0 és 10 Pa kozott) és szamitottuk ki a parhuzamos csatorndkon beliili
aramlasi sebességeket (41. abra). Az ellennyomas ndvelésével a
sebességek kozotti kiilonbségek egyre csokkennek, 2 Pa nyomasérték
esetén a monoton novekedés helyett azt tapasztaltuk, hogy a nagyobb
értekek a kiils6 csatorndknal, a kisebbek pedig a kozépen 1évo
csatornakndl jelentkeztek. ~Amennyiben 6,9 Pa ellennyomast
alkalmaztunk a vizszintes csatorna végén 1évé portnal, a két szélsod
csatornaban egyenld aramlasi sebességekhez jutottunk. Ekkor a
legnagyobb ¢és legkisebb aramlasi sebesség aranya is 1,2 koriili volt,
ami az ilyen moddon elérheté legjobb eredmény a csatornabeli
sebességek kiegyenlitése érdekében. 0,68 Pa ellennyomas hasznalataval
valoszintileg pontosan modellezni tudtuk az altalunk kialakitott portok
allapotat (geometriajat, hidrodinamikai ellenallasat), illetve azok
hatasat a rendszerben kialakult aramldsi viszonyokra. A 0,68 Pa
ellennyomas alkalmazasa mellett teljesen visszakaptuk a kisérletesen
meghatarozott sebességprofilokat.

A parhuzamos csatornak aramlasi sebességeinek kiegyenlitésére tobb
modszert is talaltunk. Elzartuk, illetve Kkinyitottuk a csatornarendszer
egyes portjait, nyomast vagy vakuumot alkalmaztunk a
csatornarendszer egyes pontjainal. Ezekkel a modszerekkel ugyan
kiegyenlitettiik a csatornabeli sebességeket, de ezek a modositasok
kisérletesen nehezen valosithatbak meg.

Az EPANET szoftverrel torténd szimulaciok sordn mar megmutattuk,
hogy a sebességek kiegyenlithetéek a  csatornamintazatok
megvaltoztatasaval. Szamitasokat végeztiink a COMSOL szoftverrel is
a mar eldzdleg bemutatott mintazatokon (lasd 37. dbra). A parhuzamos
csatornak feletti vizszintes csatornarész kezdeti, illetve végpontjadban a
csatornaatmérdk valtoztatasaval, kiilonboz6 aranyok esetén vizsgaltuk a
tizenkét parhuzamos csatornabeli aramlasi sebességek  kozti
kiilonbségeket (42. 4bra).
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A parhuzamos csatornak feletti vizszintes csatornarész atméréinek
kiilonbdz6 aranyai esetén a tizenkét csatornaban szamitott sebesség.

A COMSOL szimulaciok szinte azonos parhuzamos csatornakbeli
sebességeket eredményeztek abban a mddositott csatornarendszerben,
ahol a parhuzamos csatorndk feletti vizszintes csatorna végpontjaban a
csatorna atmérdje nyolcszor nagyobb volt, mint a kezdépontban
(csatornaatmérdk aranya 8:1) (42. abra). Az err6l a mintazatrol késziilt
szimuldciok eredményei a 43.a abran lathatdé nyoméaseloszlas és a
43.b 4bran lathatd sebességeloszlas diagramok, melyeken jol
megfigyelhetdk a parhuzamos csatorndkon beliili azonos sebességek. A
parhuzamos csatornak folé illesztett haromszog alakil csatornarész
csucsaban a szimulaciok alapjan a folyadék aramlési sebessége szinte
nulla, igy ez a rész, csak a rendszer holttérfogatanak novelésére szolgal.
A holttérfogat csokkentésének érdekében ezt a csatornarészt
lekerekitettiik ~ és  szimuldciokkal  igazoltuk a  moddositas
eredményességét (43.c abra).
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43. abra

crer

nyomaseloszlas (a,) és sebességeloszlas (b,) diagramok a haromszog

alakt modositast tartalmazo csatornarendszerben. Sebességeloszlas
diagram (c,) a holttérfogat csokkentése érdekében a modositott
csatornarész csucsanak lekerekitésével kapott mintazat esetén.

Elkészitettiik a szimulacids kisérletek altal javasolt cSatornamintazati
mikrocsipeket, majd a parhuzamos csatornakban tolteteket hoztunk
létre 10 pm-es C18-as kromatografias részecskékbdl. A toltetekre zold
ételfesték keveréket injektaltuk, az elvalasztas soran az olddszert vizrdl
metanolra cseréltiik, mely hatdsara a kék festék is lemosddott a toltetrol
(44. abra). Az aramlasi sebességek nagyon hasonldéak voltak a
parhuzamos csatorndkban, a csatorndkban mért legnagyobb ¢és

66



legkisebb 4ramlasi sebesség ardnya 1,05 volt. Ezen elvalasztas
kivitelezésével bizonyitottuk, hogy a szimuldciés szoftverek
segitségével a mikrocsipek tervezése nagymértékben egyszeriisithetd,

gyorsithato.
b,

44. abra
Etelfestékek elvalasztasa a modositott, szimulacios kisérletek altal
javasolt csatornamintazat mikrocsipben készitett 100 um szélességii
kromatografias tolteteken (10 um, C18-as részecskék, zold ételfesték
keverék, oldoszervaltas: vizrél metanol)

a,
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4.4. Mikrofluidikai csipek kapcsolasa atomspektrometrias
detektorokkal

4.4.1. Kapcsolas langatomabszorpcios spektrométerrel

Az analitikai rendszerek miniatiirizalasanak egy kritikus pontja a kis
mintamennyiségek kelléen érzékeny detektalasara képes modszer
fejlesztése. Az  altalunk tervezett tobbcsatornas, soktoltetes
mikrofluidikai csipeknek langatomabszorpcios spektrométerhez vald
kapcsolasaval ezen problémara kerestiink megoldast.

4.4.1.1. A mikrocsipek altal szolgaltatott minta térfogatanak a
FAAS késziilék igényeihez igazitasa

A langatomabszorpcids késziilékekben a minta egy pneumatikus
porlasztd segitségével juttathatdo be a langba, ahol atomizaldédnak a
komponensek. Az altalanos gyakorlat szerint a pneumatikus
porlasztoval mintanként néhany ml oldattérfogatot juttatnak a
késziilékbe. A folyamatos analitikai  jel eléréséhez ~ mar
5-10 masodpercnyi porlasztas elegendd lehet.

Megvizsgaltuk, hogy mennyi lehet az a legkisebb mintatérfogat, ami
még elfogadhatd érzékenységli FAAS detektalashoz sziikséges. Egyre
FAAS késziilék langjaba kis mintatérfogatok injektalasara alkalmas
teflon lapkédn kialakitott félgdbmb alakii mélyedésekbdl (tn.
»mikroinjektalasi technika”). A mintadugokat egy mérési ablakban
detektaltuk és megallapitottuk, hogy a beinjektalt mintakra kapott jel
30-35 ul térfogatig dinamikusan nd, majd ett6l kezdve a novekedés
iiteme csokken és a 100 pl beinjektalt mintdra kapott jel magassaga mar
gyakorlatilag a folyamatos porlasztas eredményeként elért
jelmagassaggal megegyezd (45. adbra). A 30 pl minta porlasztasakor
tapasztalt, meglepéen jo érzékenység oka a FAAS késziilék
porlasztdjanak mikodési elvére vezethetd vissza, mely szerint a kisebb
oldattérfogatok esetén a porlasztasi hatasfok nd.
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A kiilonboz6 térfogata Cr(VI) mintak FAAS késziilék langjaba tortént
porlasztasaval kapott jelek.

Az analitikai jel magassaga az injektalt térfogat és a folyadék aramlési
(porlasztasi) sebessége mellett a mintatarto edény és a porlasztd
kapillaris feliiletének a minta oldattal torténd nedvesedésétdl is fligg.
A mikrocsipekben végzett méréseink soran az eluatumokat ~40 pl
térfogati, milanyag pipettahegybdl késziilt hidrofob edényekbe
(0,1 ml-es pipettahegyek 5 mm hosszi alsdé része) gylijtottik,
amelyeket a megkotott komponensek elucidja eldtt csatlakoztattunk a
csatornak végén kialakitott portokhoz (46.a abra). Ezek az edények
konnyen és szorosan, szivargasmentesen illeszthetéek a rugalmas
anyagti mikrocsip portjaiba, szivargas korilottik nem  volt
megfigyelhet6. Mivel a tolcsér alaki edény bels6 atméréje fokozatosan
csokken 3 mm-rél 0,4 mm-re, a langatomabszorpcios spektrométer
porlasztojanak teflon kapillarisa egyszertien beilleszthetdé az edény
legaljara, melyen keresztiil a minta teljes térfogatat (~30 pl),
pillanatszeriien szippantottuk fel a spektrométer langjaba (diszkrét
mikroinjektalds) (46.b dabra). A kapillaris hosszat 10 cm-re
csokkentettilk, hogy a minta diszperzigjat a kapillaris feliiletén
minimalizaljuk a mikrocsip és a porlasztd kozott.
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46. abra
Az effluensek 6sszegytijtésére készitett tarold edények mikrocsiphez
csatlakoztatasa (a,), illetve a mikrocsip és az FAAS késziilék
Osszekapcsolasa (b,).

A kiillonb6zé koncentracioju  Cr(VI) mintakbol 30-30 ul-eket
porlasztottunk a langba az elézéekben leirt moddszerrel, a jeleket
ugyanazon meérési ablakban detektaltuk (47.a dbra). Az eredmények
alapjan 0,0089 pg/ml kimutatasi hatart és 0,2-50 pg/ml linearis
detektalasi tartomanyt hataroztunk meg. Ismételt injektalasokat (N=12)

crer

.....

2,9%-nak  és 3,8%-nak  adodtak. Természetesen  jobb
reprodukalhatosagi értékeket értiink el nagyobb térfogatt, példaul
0,5 ml minta beporlasztasaval (jelmagassagokra 0,9 RSD% és
jelteriiletekre 1,1 RSD%). Ezek az analitikai teljesitoképességi adatok
igazoltak, hogy a 30 pl térfogath minta felhasznalasaval nyert
érzékenységi adatok csak kb. 30%-kal rosszabbak, mint a minta
folyamatos porlasztasa esetén. A mintatérfogatok 30 pl ala csokkentése
a kimutatasi hatar (LOD) és a precizitas adatok dramai romlasahoz
vezetett.
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Az analitikai teljesit6képességi adatok meghatarozasa.

crer

crer

langba porlasztasaval kapott jelek.

Az el6zéekben meghatarozott, FAAS-¢l elfogadhatd érzékenységet és
reprodukalhatosagot biztositd 30 pl-nyi mintatérfogat azonban még
mindig nagyon nagy folyadéktérfogat a tipikus mikrofluidikai
alkalmazasokhoz. A mikrocsip alapu kromatografias rendszerek
esetében altalaban kevesebb, mint 0,1 pl mintatérfogat elualhato le a
mikrooszlopokrol. Ezért az eludlt térfogatok novelése érdekében
megnoveltiik a mikrotolteteink dimenziodit. A mikrocsipek készitéséhez
alkalmazott  lagy  litografias  eljaras  [32]  hasznalataval
0,1 mm maximalis csatornamagassag érhetd el. A mikrooszlopok
szélességét 1 mm-re noveltiik, mig a csatornak hosszat a mikrocsipek
hordozoéjaként hasznalt iiveg targylemezek szélessége hatarozta meg.
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Ezek alapjan a mikrocsipben kialakitott kromatografias toltetek méretel
20 mm x 1 mm x 0,1 mm voltak, amelyek alkalmasnak bizonyultak
10-30 pl-nyi effluens szolgaltatasara (a mintakomponensek elvalasztasa
vagy dusitdsa utdn), és igy megfeleldek a mikroinjektalasos FAAS
mérésekhez.

PDMS mikrocsip

frit €18 mikrotéltet

>4 £ B B OB OB OB B B OB £ & B OB OB W

| Gveg targylemez

48. abra

Kromatografias tolteteket (C18) tartalmazo mikrocsip sematikus rajza
(fent) és feliilnézeti fényképe (lent) a minta beinjektalasara hasznalhaté
S portokkal és a kozos E (elucios) porttal.

A kromatografias tolteteket egyidejiileg alakithattuk ki a parhuzamos
csatornakban az E jelll kozos, elucios porton keresztiil. A részecskéket
az S jeli portokban fritként elhelyezett kis vattacsomd (<1 pg)
segitségével tartottuk vissza a csatornakban (a toltés a 4.1.3. fejezetben
leirtak alapjan tortént). Ezekre a toltetekre kiilon-kiilon vihetek fel a
meghatarozando mintak, akar tizenkét kiilonbozé minta injektalasara is
lehetségiink van az S portokon keresztil (pl. tdbbcsatornds
perisztaltikus pumpa segitségével). A mintak egyes komponenseinek
megkotddése utan, a toltetek készitésére IS hasznalt E portbol
egyidejlileg elualhat6 az 6sszes minta (48. abra).
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4.4.1.2. Cr(VI) meghatarozasa mikrocsip-FAAS rendszerben

A rendszer tesztelésére ionpar kromatografias modszerrel Cr(V1)-ot
kotottink meg a csatorndkban kialakitott forditott fazisu tolteteken,
majd az elualt komponenseket juttattuk a FAAS késziilékbe. Az
elvéalasztas/dusitds soran az irodalombol ismert koriilményeket
alkalmaztuk [107].

Az 5 pm atméréji C18-as oldallanccal modositott szilikagél
részecskékbol késziilt kromatografias tolteteket a mintak injektalasa

crer

bromid (TBA-Br) (pH 3) oldattal kondicionaltuk. Az injektalast
kovetden a mintaban 1évé Cr(lll) ionok és mas ionos komponensek
visszatartas nélkiil athaladtak a tolteten, mig a Cr(VI) ionpart képezve a
TBA-ionokkal megkotddott a C18-as szilikagél részecskék feliiletén. A
Cr(VI) megkotédését az atlatszo, PDMS-bdl késziilt mikrocsipben
szabad szemmel is kovethettiik a Cr(VI) intenziv sarga szine miatt. A
megkotddott Cr(VI) mintdk metanollal moshatéak le a toltetrdl, a
festékeknél tapasztalt diisulo effektus mellett.

Kiilonb6z6 koncentracioju (0,05-1 mg/ml) Cr(VI) mintak 10-10 pl-ét
vittiik fel a parhuzamos csatornakban kialakitott toltetekre. A krom
megkotddését az intenziv sarga szin megjelenése jelezte (49.a abra). A
mikrocsiprdl készitett fénykép szoftveres kiértekelésével (pl. CP Atlas
2.0, vékonyréteg kromatografias kiértékeld program,
www.lazarsoftware.com), azaz a szinintenzitisok mérésével is
kaphatunk informéaciokat a mintdk Cr(VI) tartalméardl. Az igy
elkészitett denzitogramok a 49.c abrén lathatéak. A megfeleld gorbék
teriileteinek integralasaval, illetve kalibracidos gorbe segitségével az
ismeretlen mintak Cr(VI) koncentracioja megadhatd volt (49.d abra).
Cr(VI) tartalma  langatomabszorpciés  mérések  nélkil s
meghatarozhat6. Azonban ha a mintdk kevesebb, mint 20 pg/ml
koncentracioban tartalmaznak kromot, akkor az érzékenyebb FAAS
mérés kivitelezésére van sziikség.
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49. abra
Mikrocsipben kialakitott forditott fazisu (5 pm, C18) kromatografias
toltetekrol készitett fénykép, melyen szabad szemmel is 1athat6 a
mikrocsiprél metanollal elualt Cr(VI) mintak FAAS elemzése soran
kapott atomabszorpciods jelek egy mérési ablakban (b,). A toltetekrol
késziilt fénykép szoftveres kiértékelésével (szinintenzitis-valtozasainak
mérésével) készitett denzitogram (c,). Az FAAS mérések alapjan
készitett kalibralo egyenes (d,).
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Ekkor a megkotddott Cr(VI) teljes mennyiségét a pipettahegyekbdl
kialakitott tolcsérekben fogtuk fel, melyeket aztan az FAAS késziilék
porlasztdjanak segitségével juttattuk be a langba (49.b abra). A
detektalt atomabszorpcios jelek integralt teriiletei jO egyezést mutattak
a képen (49.a 4bra) és a denzitogramokon (49.c abra) latott
eredményekkel.

Megvizsgaltuk, hogy a krom megkotése ¢€s elucidja mennyire
reprodukalhaté a mikrocsipben kialakitott parhuzamos télteteken. 30 pl
0,1 mg/ml koncentracioji Cr(VI)-oldatot vittlink fel tizenkét
parhuzamos kromatografias toltetre. A megkotott kromot egyidejiileg
mostuk le a toltetekrél 30 pl metanol segitségével, az effluenseket
pedig langatomabszorpcids spektrométerrel mértiik mikroinjektalasos
technika alkalmazasaval (50. abra). Hat minta egy mérési ablakban valo
elemzéséhez minddssze 30 masodpercre volt sziikség.

Abs
1,30
1,00 |
0,50 |
0.00—' el - . . —— - -~ wese - .o ® e - -
-I 1 I 1
0,0 10,0 20,0 30,0
1d6 (s)
50. abra

Kromatografias toltetes (5 pm, C18) mikrocsipben 30 ul 0,1 mg/ml

crc

tartalmu effluensek mikroinjektalasos langba juttatasaval kapott
atomabszorpcios jelek.

A tizenkét effluens langatomabszorpciés mérése esetén a
csucsmagassagokra €s csucs alatti teriiletekre szamitott relativ standard
deviaciok értéke 3,7 RSD% és 5,8 RSD% volt.

A tovébbiakban megvizsgaltuk, hogy mennyi az a legkisebb, az
eludldshoz hasznalt metanol térfogata, amellyel a megkotodott
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komponensek teljes mértékben lemoshatéoak a toltetrél. Arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy 10 ul metanol a megkdtott krom tbb
mint 95 %-at lemosta a toltetrél (51. abra). Habar a rendszereinkben a
megfeleld elucios térfogat 15 ul lenne, az érzékenyebb és pontosabb
FAAS mérések érdekében az effluens mintaink térfogatat 30 ul-ben
allapitottuk meg.

Cr(VI) injektalas
el6tt utan -2l 5 ul 7 ul

—_——

a, b, c’ ‘d, e,

f’ 100

Eltciés hatasfok, %
w ~
o (6]

N
(%]

0
0 5 10 15
Elucios térfogat (pl)
51. ébra

A krém elucids hatasfokanak vizsgéalata C18-as mikrotdlteteken.
Fényképek a toltetrdl a Cr(VI) ravitel el6tt (a,) és utan (b,), 2 ul (c,),
5ul(d,) és 7 ul (e,) térfogati metanollal torténé mosas utan. Az elucios
hatasfok értékek abrazolasa az elucios térfogatok fliggvényében (f)).

Rendszereink néhany analitikai teljesitoképességi paramétereit is
megvizsgaltuk. A toltetek (5 um, C18, 20 mm x 1 mm x 0,1 mm) teljes
kapacitas értékére 0,45 pg/mm-t hataroztunk meg. A Cr(VI) ionpar
kromatografids megkotése forditott fazisu tolteteken nem elég erds
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ahhoz, hogy nagy dusitési faktor értékeket érjlink el. A 20 mm hossza
tolteten maximum 80 pl minta kdthetd meg, ezt kdvetden a tovabbi
mintafelvitel a mar megkotott Cr(VI) lasst immobilizalodasahoz
vezetett. Eppen emiatt a legnagyobb désitasi faktor, amit az igy
készitett tolteteken hataroztunk meg kb. nyolcszoros volt (80 pl
mintatérfogat tolteten vald megkotése, majd 10 pl metanollal valo
elacioja). 80 ul Cr(VI) mintaoldat toltetre vitelével és a metanolos
30 pul térfogata effluens FAA spektrométerbe porlasztasaval
0,0031 pg/ml kimutatasi hatart értiink el.

A bemutatott langatomabszorpcidés  spektrométerrel  kapcsolt
mikrofluidikai rendszerek egyik legnagyobb eldnye, hogy tizenkét
kromatografias elvalasztashoz/dusitashoz és FAAS detektalashoz
mind0dssze 5 percre volt sziikség.

4.4.2. Kapcsolas lézerindukalt plazma (L1BS) spektrométerhez

A lézerindukalt plazma spektrométer detektorként valé hasznélatdnak
nagy elénye a mikrocsip és a LIBS késziilék kozotti kapcesolat
kialakitasanak egyszeriisége.

A LIBS mérések soran nagyenergidju lézer sugarral 16ttik meg a
mikrocsipet. A lézer hatasara mikroplazma alakul ki a 16vés helyén,
amely atomizalja és gerjeszti a jelen 1év0 anyagokat. Az emittalt
spektrum felvételével, majd az atomvonalak azonositisaval mindségi
meghatarozast végezhetiink.

Aézersugér
Mikrocsip

F‘ C18 toltet H

52. dbra
A LIBS mérésekhez hasznalt mikrocsip sematikus abrazolasa.
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A LIBS mérésekhez az el6zd fejezetben bemutatott mikrocsipet
hasznaltuk, melynek csatorndiban a tizenkét kromatografids toltet
kialakitasara van lehetdségiink. A megndvelt méreti (20 mm x 1 mm X
0,1 mm) csatornakban forditott fazisti kromatografias tolteteket (5 um,
C18) alakitottunk ki (52. abra), a rendszerek tesztelésére a mar
eléozéekben hasznalt, ionpar kromatografian alapuld6 moddszert
hasznaltuk. A megkotott Cr(VI) mintdk elemzése, 1ézerrel valo
meglovése torténhetett magan a kromatografias tolteten, vagy
metanolos eluciot kovetden a csatorna portja koriil beszaradt rétegen.

53. dbra
Lézerindukalt plazma spektrométer és a kromatografias tolteteket
tartalmaz6 mikrofluidikai csip elrendezése.
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54. ébra
A mikrofluidikai csipben egyik portja koriil beszarad6 eluatum
meglovése utan felvett emisszios spektrum, benne a krémra jellemz6
atomvonalakkal.

Az érzékenység novelése érdekében modositottunk a mikrocsipek
mintdzatan. A kromatografids toltetek végén 10 pl minta felfogésara
alkalmas tartalyokat alakitottunk ki, melyek aljara a metanolos,
illékony effluensek Cr(VI) tartalma az elaciot kovetéen néhany perc

alatt a beszaradt (55. abra). Ezt a beszaradt, kristalyos réteget 16ttiik
meg a lézerrel.

Lézersugar

Mikrocsip

18 toltet

V7T I P TTT I

55. abra
A modositott csatornamintazatii mikrocsipek sematikus rajza.
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A lézersugar hatasara keletkezd mikroplazma emisszios spektrumat
spektrofotométerrel detektaltuk, a krom jellemzd, intenziv vonalait
357,869 nm, 359,349 nm és 360,533 nm hullamhosszaknal figyeltiik
meg (54. abra). Kromra nézve 28,9 ng/mm2 kimutatasi hatart (LOD)
hataroztunk meg a 359,349 nm-es vonalnal.
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5. Osszefoglalas

Munkank  sordn  tObbcsatornds  mikrofluidikai  rendszereket
fejlesztettiink és tanulmanyoztunk kromatografias alkalmazasokhoz.

Az altalunk tervezett ¢és  poli(dimetil-sziloxan)-bol  készitett
mikrofluidikai csipekben kromatografias toltetek kialakitasara alkalmas
frit nélkiili toltési eljarasokat dolgoztunk ki, melyek sordn a
csatornakban létrehozott sziikiiletek segitségével tartottuk vissza a
részecskéket.

A csatorndk magassiganak megfeleld mértékli csokkentésével
kialakitott sziikiiletet hasznalva bizonyitottuk, hogy a kromatografias
részecskék  tartésan  visszatarthatoak a  csatorndkban. A
csatornamagassag 15-20 um-re csokkentése mar elegendének bizonyult
az 5 pm-es kromatografids részecskék visszatartasahoz. Ezt a
magassagcsokkentést legegyszeribben a mikrocsip készitéséhez
hasznalt Ont6forman taldlhatd csatornamintazat megfeleld helyen
torténd elvékonyitasaval értiik el.

A moddszer tovabbfejlesztéseként a csatornarendszerek geometridjanak
tervezése soran a csatornak szélességének megfeleld mértéki
csokkentésével hoztunk létre kromatografias részecskék visszatartasara
alkalmas szkiileteket. A mikrocsip csatorndjanak szélességét
100 um-rél 15-20 um-re csokkentettiik, az igy elkészitett csatorndkban
reprodukalhatéan  lehetett 5-10 pm  atméréji  részecskékbol
kromatografias tolteteket kialakitani. A tdltetek hossza szabadon
valtoztathatdo 200 pm-t6l tobb cm-es hosszasagig. A modszer
alkalmazasédval  tobbcsatornas  rendszerekben is  készithetdek
kromatografias toltetek.

A mikrocsipek Ontéséhez hasznalt, fotolitografias eljarassal készitett
ontéforman mar eleve kialakitottuk a csatornarendszereken beliili
sziikiiletek. E szlkiiletetek atméréje jelentdsen befolydsolhatd volt a
kialakitott fényérzékeny réteg vastagsagaval, illetve a litografias eljaras
soran alkalmazott besugéarzasi 1d6 hosszéaval is. Megfigyeltiik, hogy a
vékonyabb fényérzékeny réteg vagy a hosszabb besugarzas 1d6
hasznalata szélesebb csatorndkat, ¢és igy szélesebb sziikiileteket
eredményezett.
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Kiilonbozd atmérdju sziikiiletek esetén vizsgaltuk a kialakitott toltetek
stabilitasat. Meghataroztuk, hogy a részecskék atmérgjénél legfeljebb
haromszor nagyobb sziikiiletitmérdk esetén még stabil tdltet alakithato
ki a fellépd zarokohatasnak koszonhetden. (Példaul 15 pm-es
sziikiiletet 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 felbomlasa volt megfigyelhetd.)
Megallapitottuk, hogy a kialakitott sziikiiletek hosszanak nincs hatésa a
toltet stabilitdsara abban az esetben, ha ez a hossz legalabb kétszerese a
visszatartandd kromatografids részecske atmérdjének. (Az 5 pm-es
részecskéknél igy elegendd egy 10 pum hosszi szikiilet, de a
csatornarendszereinkben altalaban 50 pm hosszt sziikiileteket hoztunk
létre.)

A mikrocsipekben  3-12 parhuzamos kromatografias  toltetet
alakitottunk ki. Bizonyitottuk, hogy egy mikrocsipen 12 parhuzamos
csatorndban kialakithatd kromatografids toltet mérete a mikrocsip
méreteihez képest nagyon kicsi, az egy mikrocsipen elhelyezhetd
kromatografias toltetek szamét inkdbb a minta bejuttatasara szolgald
portok szama ¢és elrendezése hatarozta meg. Abban az esetben, ha
egyetlen injektalo részt €s kimeneti portot tartalmaz a csatornarendszer,
akkor a parhuzamos csatornak, és igy a kromatografias toltetek szama
elérheti akar a 60-at is. Tobbcsatornas rendszereinknek két f6
elrendezése lehet: egymastol fiiggetlen és egymassal kapcsolatban allo
csatornarendszerek. Az egymastdl fiiggetlen csatornarendszerek esetén
minden egyes szeparacids csatornarész kiilon kimeneti porttal
(kivezetéssel) rendelkezik, ezért kiilonb6z6 kromatografias toltetek
kialakitasara van lehetdség. Az egymassal kapcsolatban all6 rendszerek
csatornai pedig egy kozos kimeneti portba futnak 6ssze, igy a toltetek
ezen porton keresztiil egyidejlileg alakithatoak ki. Mindkét rendszerben
egy vagy tobb minta parhuzamos elemzésére van lehetdség attol
figgden, hogy az egyes toltetekhez kiilon injektald rész tartozik-e. A
minta injektalasdhoz egy olyan tobbagu keresztezddés sziikséges, ahol
az egyik agon bejuttatott minta gy oszlik el a tobbi csatorna felé, hogy
a kromatografias toltet iranyaba a mintaoldatnak csupén kis toredéke
aramlik. Megfigyeltiik, hogy a toltet felé jutd minta térfogata nem fligg
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az alkalmazott dramlasi sebességtdl, csak az eredeti mintatérfogattol.
Haromtoltetes rendszerek esetén a kozds mintainjektald részen
bejuttatott mintadugd egyenld ardnyban oszlik el a parhuzamos toltetek
kozott, igy minden egyes toltetre azonos térfogatti minta jut, abban az
esetben, ha a parhuzamos csatornakban kialakitott kromatografias
toltetek hidrodinamikai ellenallasa azonos.

Kétkomponensii ~ keveréket  valasztottunk el  mikrofluidikai
rendszerekben  kialakitott 5 um-es, C18-as hagyomanyos
kromatografidas  tolteteken. Az elvdlasztdshoz kevesebb, mint
30 masodpercre volt sziikség. A 2 mm hosszisagu toltetre vonatkozo
elméleti tanyérmagassag értéke 0,75 um, az elméleti tanyérszam 2500
(1 330 000/m) volt. A Brillantkék FCF (E133) festékre meghatarozott
teljes kapacitas ugyanezen a tolteten 7,510 mol/ um értéknek adodott.
A mikrofluidikai csipek csatornaiban kiilonb6zéképpen funkcionalizalt
feliileti aerogélekbdl alakitottunk ki kromatografids tolteteket. A
mikrocsipbe toltés eldtt az aerogél tombot poritottuk, a részecskékbol
metanolos szuszpenzidt készitettiink, melyet ilepitettiink, hogy Kkb.
1 pm-es, viszonylag azonos méretii részecskéket kapjunk. Az
ételfestekek segitségével tesztelt aerogél tolteteken Gtvenszeres dusitast
értlink el, és bemutattuk, hogy két ételfesték elvalasztasahoz mindossze
6-8 masodpercre van sziikség (0,5 mm hosszii, C16 oldallanccal
modositott szilika aerogél toltet, izokratikus kortilmények (35%
metanol-viz tartalmi mobil fazis) 1 nl ételfesték keverék minta, 3 bar).
A harom kiilonb6zé (RP-1, C8 és C18), azonos méretli (5 pum)
kromatografids részecskékbdl allo tolteten ételfestékeket valasztottunk
el izokratikus korilmények kozott (mozgofazisként 25% metanol-viz
elegyet alkalmaztunk). Az ilyen mikrofluidikai rendszerekben,
melyekben kiilonb6z6 kromatografias toltetek alakithatéak ki,
lehetdségiink van kromatografids toltetek gyors Osszehasonlitdsara
vagy az adott analitikai feladathoz megfeleld toltet kivalasztasara, igy
az uj modszerek kifejlesztése Iényegesen felgyorsulhat.

A tobbcsatornds mikrofluidikai rendszerekben torténd 4aramlasok
modellezésére, a csatornarendszerek geometridjanak optimalasara
szimulaciés  szoftvereket  alkalmaztunk.  Kisérleteink  soran
megfigyeltik, hogy a  tizenkét  mikrotoltetet tartalmazo
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csatornarendszerekben a parhuzamos csatorndkban mért &aramlasi
sebességek kiilonbozéek (0,014-0,024 mm/s), a kivezeté portok felé
folyamatosan csokkentek (az aramlasi sebességek maximumadanak és
minimumanak aranya 2,2 volt). Az dramlasi sebességek kiegyenlitésére
szimulaciok segitségével terveztiink mintazatot, igy a csatornarendszer
modositasdval a parhuzamos csatorndkban mért legnagyobb ¢s
legkisebb aramlasi sebesség aranyat sikeriilt 1,05-re csokkenteni. A
szimulacidokkal optimalt csatornarendszerekben kialakult &ramlasi
sebességek jol egyeztek a moddositott mintdzatt mikrocsipben
kisérletesen mért aramlasi sebességekkel.

A kromatografias tolteteket tartalmazé mikrofluidikai csipeket
langatomabszorpcids spektrométerrel (FAAS) kapcsoltuk, melynek
elsé 1épéseként a mikrocsipek tolteteinek/csatornainak modositasaval
megnoveltiik az atomspektrométerbe juttatott minta térfogatat. A még
megfeleld reprodukélhatdésagi ¢és érzékenységli FAAS méréshez
szilkséges minimalis mintatérfogatot 30 pl-nek talaltuk. Az ilyen
térfogati minta biztositadsdhoz a mikrocsipben 20 mm hossza, 1 mm
széles és 0,1 mm vastag 5 pum-es C18 kromatografids tolteteket
alakitottuk ki. Igazoltuk, hogy a kifejlesztett modszerrel Cr(VI)
elvalasztasa/dusitasa €s meghatarozasa végezhetd el. A Cr(VI)
kimutatési hatara 80 pl minta mikrocsipbe juttatdsakor 0,0031 pg/ml-es
értéknek adodott.

A mikrofluidikai csipekben kialakitott kromatografids tolteteken
megkotott Cr(VI)-ot 1ézerindukalt plazma spektroszkopia (LIBS)
segitségével is detektaltuk. A kromatografias toltetekrdl a mikrocsip
kimeneti portjaba elualt Cr(VI) oldatot gyors beszaradasat kovetden a
spektrométer lézersugaraval kozvetleniil elemeztik. Kromra nézve
28,9 ng/mm? kimutatasi hatart (LOD) hataroztunk meg. Bizonyitottuk,
hogy a kromatografids toltetek kisebb lézer (50 ml) impulzusok
hatasara csak kevéssé roncsolodnak, igy a megkotott Cr(VI) detektalasa
torténhet az atlatsz6 PDMS-en keresztiil, akar magén a kromatografids
tolteten is.

Bemutattuk, hogy a kromatografias részecskékkel toltott PDMS
mikrocsipek gyorsan, viszonylag reprodukalhatdéan készithetéek el,
eldallitasi és mukodtetési koltségeik csekélyek. Mivel a gazdasagi
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fejlédéssel egyre tobb és minél olcsobb analitikai meghatdrozas
elvégzésére van sziikség a jovoben, a mikrofluidikai csipeken torténd
analitikai elemzések széleskort elterjedése varhato.
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6. Summary

In our work multichannel microfluidic systems were developed and
studied for chromatographic applications. The microfluidic chips were
designed and then prepared from polydimethylsiloxane. We developed
a new packing process for the preparation of chromatographic
packings, which does not require any frit. During this procedure the
particles were permanently retained by a bottleneck in the channels.
This bottleneck was created by the reduction of the channel height.
(Decreasing the channel height to 15-20 um was enough for the
retainment of the 5 um diameter chromatographic particles.) It was
achievable by the tapering of the channel pattern at the proper location.
On the other way, the bottlenecks were created by the appropriate
reduction of the channel width. It was reduced from 100 pum to
15-20 um, which allowed the reproducible preparation of
chromatographic packings from the 5 um diameter particles. The length
of the packings was freely variable from 200 pum to more centimeters.
Using of this process it was possible to prepare chromatographic
packings in multichannel systems.

We found that a suitable bottleneck can be created even if the contour
of the bottleneck (a 10 um wide and 50 pm long channel) was drawn
directly onto the photolithographic mask and proper lithographic
conditions were applied.

The diameter of these bottlenecks was impressible with the thickness of
the photosensitive layer and the period of the exposure time. We
observed that the use of a thinner photosensitive layer or a longer
exposure time resulted wider channels and bottlenecks. The stability of
the prepared chromatographic packings was investigated by the
application of different bottleneck diameters. Stable chromatographic
packings were prepared with the use of a maximum three times bigger
bottleneck than the retainable particles, due to the keystone-effect. (For
example, a bottleneck with 15 um diameter was able to retain the 5 um
diameter chromatographic particles, but when the diameter of the
bottleneck was increased to 25 pm the packing became instable.) The
length of the bottleneck has not got effect for the stability of the
packings when the length was minimum two times longer than the
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diameter of the chromatographic particles. (In our systems a 10 um
long bottleneck would be enough but we designed our channel systems
with 50 um long bottlenecks.)

In our microfluidic systems 3-12 parallel chromatographic packings
were prepared. The number of these parallel chromatographic packings
is ultimately limited by the number and the position of the outlet and
injection ports. If the system contains only one injection part the
number of the chromatographic packings can be increased even to 60.
These multichannel systems can contain independent or merged
channels. In the independent channel systems different parallel
chromatographic packings can be created, while in the merged channels
the packings can be formed at the same time through a common outlet
port. In both type of microchips we have the possibility to measure one
or more sample at the same time. For the sample injection a multiple
cross section was necessary, the injected sample distributed between
the channels and only a small part of the liquid flowed to the direction
of the packings.

In those systems where the parallel channels were packed the injected
sample can be split to several equal parts before the packings, because
the hydrodynamic resistance of the parallel packings was equal.

We separated two component food dye mixture on chromatographic
packings prepared from 5 pm diameter particles. The two components
could be separated within 30 s. The smallest theoretical plate height
was 0.75 pum, the obtained highest plate number value was 2500
(1330000/m). The overall capacity of a packing was calculated to be
7.510"" mol/um for the Brilliant Blue FCF (E133) dye.

Different modified aerogel chromatographic packings were prepared in
our microfluidic systems. Before the packing procedure the aerogel
bulk was grinded, a methanolic suspension was made from the particles
and after sedimentation the diameters of the particles were around 1
um. The aerogel packings were tested with food dyes, the enrichment
factor was around 50, the separation of the two component food dye
mixture took only 6-8 seconds (0.5 mm length C16 modified ground
silica aerogel packing, isocratic conditions (35% methanol-water
mixture), 1 nL food dye mixture, 3 bar).
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Three different types of chromatographic packings (from 5 um
diameter RP-1, C8 and C18 particles) were made in microfluidic
systems. Parallel chromatographic separations of food dye mixtures
were made in these systems (the mobile phase was 25% methanol-
water mixture). These systems were suitable for the fast comparison of
chromatographic packings or the selection of the appropriate
chromatographic packing for the analytical problem, thus the
development of the new methods can be faster.

Simulation softwares were applied for the modeling of the flows in our
multichannel systems. During our experiments we observed that the
flow rates in the parallel channels were different (0.014-0.024 mm/s),
reduced towards the outlet ports (the ratio of the maximum and
minimum velocity was 2.2). For equalizing of the flow rates in the
system we designed a new channel pattern, where this flow rate ratio
was reduced for 1.05. The results of the simulations agreed well with
the experimental results.

Interfacing the flame atomic absorption spectrometer (FAAS) with our
microfluidic systems containing chromatographic packings were
demonstrated. In this work the first step was the increasing of the
sample volume with the modification of the microfluidic
channels/packings dimensions. The minimal sample volume was 30
uL, this was enough for the reproducible and sensitive FAAS detection.
In the modified channel systems the 5 um C18 packings were 20 mm
long, 1 mm wide and 0.1 mm thick. With the developed method
preconcentration and separation of the chromium(VI) were
demonstrated. The limit of the detection value for the Cr(VI) was
0.0031 pg/ml with the injection of 80 pL sample into the microchip.
The absorbed Cr(VI) on the packings were analyzed with laser induced
breakdown spectroscopy (LIBS), too. After the elution of the Cr(VI1) to
the outlet port of the microchip, the dried sample was determined with
the laser beam of the spectrometer. The obtained limit of detection
value was 28,9 ng/mm? for chromium. The detection of the Cr(VI) can
be directly performed on the chromatographic packings, too.

These PDMS microchips packed with chromatographic particles can be
prepared in a fast and reproducible way, the costs of the preparation

88



and operation are inexpensive. With the economic development there
will be a high demand for the performance of more and cheaper
analytical determinations, the widespread distribution of the
microfluidic systems for analytical analysis can be expected.
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