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Kromatografids
toltetek alkalmazdsa

mikrofluidikai csipekb

Bevezetés

Az utébbi 20 évben kifejlesztett mikrofluidikai rendszerek, a
»lab-on-a-chip” technoldgia termékei egyre inkdbb dtalakitjdk a
laboratériumi kisérletezést és az analitikai vizsgdlatokat. Az ana-
litikai mérérendszerek miniatiirizdldsa ugyanis nem csupén a je-
lenlegi technolégia méreteinek csokkentését jelenti, de egytttal
egészen djfajta analitikai rendszerek megsziiletését is lehet§vé te-
szi. Amellett, hogy a mikrocsipek tébbnyire olcsék és sok esetben
egyszer haszndlatosak, a mikrocsipekben végzett vizsgdlatok sok-
kal gyorsabbak, pikoliternyi mintaoldatot, illetve nanoliternyi re-
agensoldatot igényelnek. Ezek a kutatdsok intenziven folynak a
biotechnoldgiai, klinikai és analitikai teriileteken.

Mivel a kromatografids elvdlasztdsok az analitikai kémia egyik
leggyakrabban alkalmazott mddszerei, a mikrofluidikai kutatd-
sokban is fontos teriilet a kromatogréfids dlléfézisok kialakitdsa
a mikrocsipek csatorndiban. A mikrocsipek kromatogréfids 4ll6-
tézisaként monolitokat [1], kereskedelmi forgalomban levd, 1-5 um
méretl kromatogréfids részecskéket [2], tjabban pedig nanoré-
szecskéket [3] is haszndlnak. E nagy feliilet/térfogat ardnnyal jel-
lemezhetd mikrotoltetek jél alkalmazhaték akdr nagy hatékony-
sdgi kromatogréfids elvdlasztdsokhoz, on-line minta-el6készitési
eljdrasokhoz vagy enzimreaktorok hordozéanyagaiként. Jelen koz-
leményben a hagyomdnyos kromatogréfids részecskékbdl mik-
rocsipekben kialakitott toltetekrdl lesz sz6. A kutatdsi teriilet to-
mor dttekintése mellett az elmult években elért, a témdhoz kap-
csolédé sajét eredményeinkrél is beszdmolok.

Mikrofluidikai csipek készitése

A mikrofluidikai csipeket eleinte az elektronikai ipar dltal is
hasznélt kemény anyagokbdl (szilicium, kvarc, iiveg) készitették
a mikroelektronikai fejlesztésekben alkalmazott mdédszerek (pl.
maratdsi eljdrdsok, finom rétegek kialakitdsa) segitségével. A ké-
sGbbiekben egyre inkdbb az olcsébb és konnyebben megmunkal-
haté mtianyagok [plexi, poliimid, polidimetilsziloxdn (PDMS)] al-
kalmazdsa felé fordult a kutatdk figyelme. Kiilonosen népszertivé
valt a PDMS-b6l késziilt mikrofluidikai csipek elkészitésére al-
kalmas tn. ldgy litogréfids mddszer, mellyel kevesebb mint 24 éra
alatt elkészithet8ek a mikrocsipek egy dtlagos felszereltség la-
borban [4]. A médszer lényege, hogy egy sziliciumlap hordozén
elGszor egy vékony fényérzékeny réteget (fotoreziszt) alakitanak
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1. abra. Mikrofluidikai csip készitésének Iépései lagy litografias
maodszerrel [4]: a) a fotolitografias maszk, b) egyenletes vastag-
sagu fényérzékeny réteg kialakitasa Si-lapka forgatasaval

(3200 rpm), c) a Si-lapka fotolitografias maszkon keresztiil
torténd besugarzasa UV-fénnyel, d) a kész ontéforma az eléhivé
szerrel lathatéva tett csatornamintazattal, e) PDMS és térhalésité
adalék keverékének ontéformara ontése, f) a megkeményedett
polimer lehlzasa, g) portok kialakitasa lyukasztoval, h) feliiletek
reaktivva tétele leveg6plazmas aktivalassal és i) a kész mikroflui-
dikai csip (a szerpentin alaku csatornak atmérdje 50 um) [5]

ki, majd erre helyezik rd a csatorndk mintdzatdt tartalmazd litog-
rdfids maszkot (a csatornamintdzat &tldtsz6 a fekete alapon),
amit UV-fénnyel besugdroznak, majd a mintdzatot ,,el6hivjdk’.
Ezzel az eljardssal a maszk mintdzata dtvihet§ az ont§formadra,
az ontéforma pedig egy tobblépéses eljdrdst haszndlva alkalmas
a PDMS-csipek készitésére (1. dbra).

Kromatogrifids toltetek kialakitdsa mikrocsipekben

A mikrocsipekben a kromatogréfids részecskéket dltaldban vala-
milyen frit vagy fizikai akaddly (gét, pillér, sztikiilet) segitségé-
vel tartjék vissza, hogy ily médon kromatogréfids téltetet kapja-
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2. abra. Kromatografias toltetek kialakitasa a kromatografias
részecskeék frit [2] (a) vagy szlikiilet [7] (b) segitségével torténd
visszatartasaval

nak. Az egyik leghatékonyabb eljarast az Agilent cég kutatéi dolgoz-
tdk ki, akik a mikrocsip kemény poliimid anyagdban alakitottdk
ki a csatorndkat lézerabldciéval, kifejlesztve a HPLC-csip rendszert
(2.a 4bra) [2]. Ez a mikrocsip alkalmas volt nagy nyomdst haté-
kony elvalasztdsokra és tomegspektrométerhez valg illesztéshez).

Kutatécsoportunk olyan egyszer( eljérdsrél szdmolt be (2.b
dbra), ahol a kromatografids részecskék rugalmas PDMS-b6l ké-
sziilt csipbe torténd integrdldsa frit kialakitdsa nélkiil is lehetsé-
ges [6, 7]. Az tn. zdrék§-hatds miatt a szikiilet felé dramoltatott
részecskék koziil az eliils§ részecskék megszorulnak a csatornd-
ban, és ezek tartjdk vissza a mogottiik jovd részecskéket.

Analitikai alkalmazdsi teriiletek

Kromatogrdfids elvdlasztdsok

A mikrofluidikai csipekben folyadékkromatogréfids (LC) vagy
elektrokromatogréfids (CEC) elvélasztdsok egyardnt végrehajtha-
ték. Az el6bbi mdédszer esetén a mobilfdzist és a mintdt nyomds-
sal, az utébbi esetén elektromos térerd (elektroozmotikus dram-
1ds) segitségével hajtjdk 4t az dll6fdzison. A CEC alkalmazdsa
azért vélt népszertivé, mert a mikrofluidikai eszkozokben vald
megvaldsitdsa viszonylag egyszeri és az elektrokinetikus dram-
l4s profilja lapos. Az egyik elsdként kifejlesztett LC-mikrocsipben
1,5 pm méretd C18 részecskékbdl kialakitott télteten két kompo-
nens CEC-elvdlasztdsa 20 s-on beliil 2 um tédnyérmagassdgi érték
elérése mellett elvégezhetd volt [8]. A technikai fejlesztéseknek ko-
szonhetden a HPLC mikrocsiprendszerek (pl. az Agilent terméke
[2]) hasonl6 vagy akdr jobb elvélasztdsi hatékonysdgot, szimmet-
rikusabb és keskenyebb csicsokat kindlnak, mint a létez§ nano-
HPLC rendszerek.

A kromatografids elvdlasztdsok mikrocsipben torténg alkal-
mazdsdra elegdns példdt mutattak be Lee és mtsai [9]. Mikroflu-
idikai rendszeriik 3 elektrolizisen alapulé pumpat integrdlt, me-
lyekbdl egy a mintaoldat szdllitdsdt, kett§ pedig az olddszergra-
diens kialakitdsét és a mobilfdzis mozgatdsét végezte (3. dbra).
Az alkalmazott Pt-elektrédok egyrészt a pumpdk, mdsrészt az
elektrospray mikodtetéséhez szikségesek. A forditott fézisa tol-
tetet a kromatogréfids részecskék frittel valg visszatartdsédval ala-
kitottdk ki. A mikrocsip MS-hez on-line kapcsolhatd, igy a fehér-
jék tripszines bontdsdval kapott peptidelegy kozvetleniil elemez-
hetd. A szerz8k hasonlé elvdlasztdsi felbontdsrdl, de sokkal révi-
debb analizisid6rél szdmoltak be a kereskedelmi nano-LC-MS
rendszerekhez képest.
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3. abra. LC-mikrocsip fotdja és felépitésének vazlatos rajza [9].
A pumpak azon az elven miikédnek, hogy a mobilfazis zart
tartalyaban elektrolizist végezve a fejl6dé gazok (akar 17 bar
nyomassal) kinyomjak a folyadékot a kromatografias téltet, majd
az elektrospray-kapillaris felé
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Mintaelékészités

A mikrocsipekbe integrélt kromatogréfids tolteteken nem csupdn
nagy hatékonysdgu elvdlasztdsok, de olyan minta-el6készitési el-
jardsok is elvégezhetSk, melyek nagy feliilet( szildrd 4lléfdzist/
hordozdét igényelnek. Ezek a mikrotéltetek — hasonléan a szildrd
tézisd extrakci6 (SPE) tolteteihez — alkalmasak lehetnek egy sok-
komponenst minta valamely vizsgdlandé komponensének dusi-
tdsdra vagy mds (zavard) komponensek (pl. sék, fehérjék) eltdvo-
litdsdra. A mikrofludikai eszkozok alkalmazdsdnak elénye, hogy
kénnyen kialakithatdk olyan rendszerek (array), amelyekben pér-
huzamos miveletek egyidejtileg végezhetdk.

Ekstrom és mtsai [10] olyan, fehérjemintdk elGkezelésére szol-
gdl6 platformot fejlesztettek ki, mely egyuttal a MALDI-MS min-
tatart6 lemeze is volt. A platform 96 perfordlt mintatarté edény-
kéi 40 nL-nyi forditott fdzisd toltetet tartalmaztak (4. dbra). A
toltet anyaga vdltozatosan funkcionalizdlhat6 a megfelel§ szelek-
tivitds elérése érdekében. Az edénykék aljdn a 15 pm-es nyildsok
visszatartottdk a toltetrészecskéket a rajtuk adszorbedlédott pep-
tidekkel, mig a mozgé6fdzis szabadon eltdvozhatott. A felddsult
peptideket ezt kovetGen acetonitril/MALDI métrixeleggyel koz-
vetleniil eludltdk a nyilds koriili 500 pm-nyi részbe. A peptidek
gyors kikristdlyosoddsdt kovetGen a platformot megforditva a
mintatarté megfelel§ pozicidiban a minta MALDI-MS-sel ele-
mezhetS. A mddszer minimalizélja a minta kezeléseinek és dthe-
lyezéseinek szdmdt, igy novelve az elemzés érzékenységét.

Kutatécsoportunkban a kromatogréfids tolteteket (mint egy-
fajta SPE-mikrooszlopokat) tartalmazé mikrofluidikai csipeket
léng-atomabszorpcids (FAAS) [11] és 1ézer indukdlt plazma (LIBS)
[12] spektrométerekkel on-line dsszekapcsoltuk. A megfelel§ rep-
rodukdlhatdsdgu és érzékenységli FAAS-méréshez sziikséges mi-
nimdlis mintatérfogat (30 pl) biztositdsdhoz a mikrocsipben 20
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4. abra. a) A MALDI-MS mintatartéjan elhelyezhet6, szelektiv
dusitast elésegité platform felépitésének rajza. A keresztmetszeti
rajzok illusztraljak a forditott fazisu kromatografias részecskékkel
toltott mintatarté edénykét (A); az eluens/matrix keverék hozza-
adasat a mintatarté edényke tetejére (B); és az elualt minta
kristalyosodasat (C) a mintatarté edényke kifolyé nyilasa koriil

(a mintanak e formaja alkalmas a MALDI-elemzésre).

b) A platformrol készitett foto, kinagyitva egyetlen minta-

tarté edénykét, az abba integralt kromatografias részecskékkel
[10]

mm hosszd, 1 mm széles és 0,1 mm vastag, 5 um-es C18 kroma-
togréfids tolteteket alakitottuk ki. A Cr(VI) elvalasztdsdt/dusitd-
sdt ionpdr-kromatogréfids médszerrel végeztiik el, azaz a mintdk
Cr(VI)-tartalmét ionpdrképzés utdn a forditott fézisu tolteten
megkotottik, majd a koncentrdlédott komponenst metanollal
eludltuk a toltet végén elhelyezett mintatdrolé edénykékbe. Innen
az oldatot a spektrométer porlasztdjanak kapilldrisa felszivta, és
a minta Cr(VI)-tartalma igy kozvetleniil a spektrométer langja-
ba jutott (5. dbra) [11].

Enzimreaktorok

Az utdbbi idGben egyre fontosabb tendencidt mutat az enzimek
immobilizdldsa mikrofluidikai eszkozokben analitikai kémiai cél-
bél. Az immobilizdlt mikrofluidikai enzimreaktorban lejétsz6dé
reakcidk gyakorlatilag megegyeznek az oldatban valé emésztés
sordn lejdtsz6dé reakcidkkal. A mikrofluidikai csipek hasznéla-
tdnak azonban szdmos elénye van. Egyrészt lehet§vé teszi a kis
(uL-nél kisebb) mintatérfogatok alkalmazdsdt, ami kifejezetten
el6ny6s bioldgiai mintdkndl. Mdsrészt a mikrofluidikai reakto-
rokban sokkal rovidebb reakciéidg sziikséges az oldatban torté-
nd emésztéshez képest, hiszen a feliileten valé immobilizaldssal
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5. abra. Az effluensek Osszegyiijtésére készitett taroloedények
mikrocsiphez csatlakoztatasa (a), illetve a mikrocsip és az FAAS-
késziilek 6sszekapcsolasa (b) [11]

nagy feliileti enzimkoncentrécid érhetd el. Természetesen a mik-
rofluidikai reaktorokndl is célravezetd minél nagyobb fajlagos fe-
liletd, porézus anyagot (kromatogréfids részecskék, polimerek,
gélek) haszndlni az enzim szildrd fdzisd hordozéjaként. Enzimek
immobilizéldsdra sok példa taldlhaté a szakirodalomban, de leg-
gyakrabban kovalens kétéssel torténik az enzim rogzitése. Kova-
lens kotést immobilizédldskor a reaktor élettartama novelhetd,
mivel a kovalensen rogzitett enzim gyakorlatilag nem mobilizd-
16dhat a feliiletrdl. A kotés az enzim egy aminosav-oldalldnca és
a feliilet egy reaktiv csoportja kozott alakul ki.

Kundu és mtsai [13] gytir(inyitdsos polimerizdcié (e-kaprolak-
ton — polikaprolakton) enzimes katalizéldsdra alkalmas mikro-
fluidikai reaktort fejlesztett ki (6. dbra). A Candida antartica Li-
pase B (CAL B) enzimet a kereskedelmi forgalomban levd No-
vozym 435% részecskékhez rogzitették. E heterogén reakciét fo-
lyamatos médban, szerves oldészeres kozegben és magas hé-
mérsékleten jitszattdk le. Azt dllapitottédk meg, hogy a mikroflui-
dikai reaktorral a polimerizécids reakcié gyorsabban ment végbe,

6. abra. Folyamatos miikddésii, enzim altal katalizalt polimeri-
zacios mikroreaktor fényképe és felépitésének vazlatos rajza.
A CAL B enzimet szilard gyongyokre [makroporusos poli(metil-
metakrilat)] immobilizaltak, és a mikrocsatornaba toltétték.

A reaktansok mikroreaktorbeli tartozkodasi idejét az aramlasi
sebesség valtoztatasaval lehetett szabalyozni [13]

* Monomer
<5 Oligomer/polymer

Outlet
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rdaddsul nagyobb molekulatomeg( polimereket kaptak, mint a
hagyomdnyos reaktorokban.

A mikroreaktorokban az egyik leggyakrabban alkalmazott en-
zim a tripszin, amely proteolitikus enzimként a fehérjéket pepti-
dekre bontja. A kapott enzimelegyet elvdlasztdstechnikai méd-
szerrel (HPLC vagy kapilldris elektroforézis) és tomegspektromet-
ridval elemezve, adatbdzisok felhaszndldsdval a mintdban taldl-
hat¢ fehérjék azonosithaték. A mikrofluidikai immobiliz4lt en-
zimreaktorok (IMER) off-line vagy on-line is kapcsolhatdk a to-
megspektrometrids rendszerekhez, sgt olyan rendszereket is ki-
fejlesztettek mdr, ahol a mikrocsipen nem csupdn a fehérjetartal-
mu minta emésztése, de az emésztett minta SPE-sémentesitése
és LC-elvédlasztdsa is megtorténik. A kromatogréfids részecskékb6l
kialakitott tolteteken kovalensen immobilizlt tripszines reaktor

i N §
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Ry o
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7. abra. a) A tripszin kovalens kotéssel (EDC/NHS reagensek
segitségével) torténé immobilizalasa amino-funkcionalt szilika-
részecskék feliiletére. b-e) Optikai mikroszkopos felvételek

a mikroreaktortoltet kialakitasarol a részecskék sziikiiletek
segitségével torténé visszatartasaval. A szilikarészecskék szusz-
penziojanak aramoltatasa a szlikiiletek felé torténik. f) A 9 minta
egyidejli emésztésére szolgalé mikrofluidikai enzimreaktor fény-
képe [14]

el6nye, hogy aktivitdsdt akdr tobb hénapig is megdrizheti meg-
felel§ koriilmények kozott tdrolva, és ez id§ alatt a reaktor tobb-
szor felhaszndlhat6 fehérjék emésztésére. Mig a hagyomdnyos, ol-
datban torténd emésztéshez sokszor 16 dra is sziikséges, addig a
mikrocsip IMER-egységekben, példdul az dltalunk kifejlesztett
IMER-ben (7. 4bra), 10 s-ndl rovidebb idtartam is mdr elegen-
dé [14].

Varhato trendek, kildtasok

A kromatografids toltetet tartalmazé mikrocsipek fejlesztései
vérhatdan i) 4j tipust mikrofluidikai eszkozok tervezésére és eld-
allitdsdra, ii) kiilonb6z6 mechanizmusu elvélasztdsok (LC, CEC,
CE) kombindldsdra, uj dll6fézisok integrdldsa, illetve iii) a kifej-
lesztett mikrofluidikai eszkozok orvosdiagnosztikai, gydgyszer-
és kornyezetanalitikai alkalmazdsaira fognak irdnyulni. Fontos
lenne olyan mikrocsipek el§dllitdsa, amelyeknek pdrhuzamos
csatorndiban nagyszdmu kromatogréfids tolteten lehetne nagy
nyomdssal hatékony elvdlasztdst végezni, hogy ezdltal nagy elem-
zési sebességii analitikai eszk6zhoz juthassunk, amely akdr tobb
hagyomdnyos analitikai labor elemzési sebességével érhetne fel.
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A sokcsatornds rendszerek egyetlen mikrocsipen torténd meg-
valésitdsa lehetséget adhat 2D elvdlasztdsok (pl. CEC-LC) vég-
rehajtdsdra is. A kifejlesztett csipeket alkalmazva kihaszndlhaték
a technoldgidbdl adédé olyan jellemz§ elénydk, mint a csupdn mi-
nimdlis minta- (100-500 pL) és reagensmennyiség (1-10 uL) sziik-
ségessége, gyors analizis (1-2 perc) és egyszerd multiplex (2 vagy
tobb elvdlasztegység ugyanazon a csipen) lehetdsége.

Olyan vdrakozdsok is ismeretesek a jovdbeni fejlesztésekkel kap-
csolatban, amelyek szerint a mikrocsipekben pardnyi mintdk so-
kasdgdval lehetiink képesek parhuzamosan kémiai reakcidkat le-
jatszatni (pl. enzimreaktorokban) és komponenseket analizdlni,
ily médon csokkentve drasztikusan a koltségeket és fokozva az
elemzési sebességet a diagnosztikdban és a gydgyszerkutatdsban.
Rédaddsul a mikrofluidikai csipekben elvileg akdr ezernyi lehet-
séges gyégyszervegyiilet (bio)kémiai sajitsdgai is meghatdrozha-
tok egyidejiileg, gyorsan és csupdn néhdny nL-nyi mintarészle-
teket felhaszndlva. e
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OTKA (K111932) és a GINOP (2.3.2-15-2016-00008 és 2.3.3-15-2016-00004) tdmogatdst.

IRODALOM

[1] Ericson, C.; Holm, J; Ericson, T.; Hjertén, S.: Anal. Chem. (2000) 72, 81-87.

[2] Ehlert, S,; Trojer, L.; van de Goor, T.; Tallarek, U.: J. Mass. Spectrom. (2010) 45, 313—
320.

[3] Lavrik, N. V; Taylor L. T; Sepaniak, M. J.: Anal. Chim. Acta (2011) 694, 6-20.

[4] Dufty, D. C; McDonald, J. C; Schueller, O. . A.; Whitesides, G. M.: Anal. Chem. (1998)
70, 4974-4984.

[5] Nagy, C. N.: Konnymintdk fehérjetartalmdnak tripszines emésztése mikrofluidikai
enzimreaktoron; BSc szakdolgozat, DE-TTK, Debrecen, 2017.

[6] Gdspdr, A.; Piyasena, M. E.; Gomez, E A.: Anal.Chem. (2007) 79, 7906-7909.

[7] Géspdr, A.; Nagy, A.; Lézdr 1.: J. Chromatogr. A. (2011) 1218, 1011-1015.

[8] Oleschuk, R. D; Shultz-Lockyear, L.L.; Ning, Y.; Harrison, D. J.: Anal. Chem. (2000)
72, 585-590.

[9] Xie, J.; Miao, Y.; Shih, J.; Tai, Y.C.; Lee, T. D.: Anal. Chem. (2005) 77, 6947-6953.

[10] Ekstrom, S.; Wallman, L.; Malm, J.; Becker, C.; Lilja, H.; Laurell, T.; Marko-Varga,
G.: Electrophoresis (2004) 25, 3769-3777.

[11] Nagy, A.; Baranyai, E.; Gaspar, A.: Microchem. J. (2014) 114, 216-222.

[12] Metzinger, A.; Nagy, A.; Gdspdr, A.; Mdrton, Z.; Széles, E.; Buzds, A.; Galbdcs, G.:
Spectrochim. Acta B (2016) 126, 23-30.

[13] Kundu,S.; Bhangale, A. S.; Wallace, W. E.; Flynn, K. M.; Guttman, C. M.; Gross,R.
A.; Beers, K. L.: . Am. Chem. Soc. (2011) 133, 6006-6011.

[14] Kecskemeti, A.; Gaspar, A.: Talanta (2017) 166, 275-283.

59



