
Bevezetés 

A „Mikroelektroforetikus eszközök fejlesztése bioanalitikai alkalmazásokhoz” című NN127062 

azonosító számú projekt célja nagy felbontású hidrofil kölcsönhatás elektrokromatográfiás 

(HICEC) elválasztási módszerek kifejlesztése és különböző célú bioanalitikai alkalmazása volt. A 

kutatási tervnek megfelelően új, nagy felbontású hidrofil kölcsönhatás elektrokromatográfiás 

(HICEC) módszerek és mintaelőkészítési eljárások kerültek kifejlesztésre. A projekt 

megvalósítása során megtörtént a HICEC technológia integrálása a nagyfelbontású kapilláris 

elektroforézis elválasztások folyamatába offline és online módon egyaránt.  Az elvégzett munka 

során három, különböző típusú HICEC eljárást dolgoztunk ki és vizsgáltunk meg: A) polimer 

pszeudo állófázis (HICEC-PSP); B) porózus réteggel bevont kapilláris (HICEC-PLOT), és C) 

monolit állófázissal kitöltött kapilláris (HICEC-MONO). A HICEC technológia fejlesztésénél 

fontos szempont volt az új módszerek integrálhatóságának biztosítása a pályázat többi partnere 

által kifejlesztett mikroelektroforetikus bioanalitikai platformba, kezdve a biológiai minták 

mintaelőkészítéstől (koreai, szlovák és lengyel kutatócsoportok) az ultranagy érzékeny 

detektálásig (cseh kutatócsoport). Az elvégzett szakmai munka tartalmi szempontból a benyújtott 

és elfogadott kutatási terv szerint került megvalósításra, ugyanakkor a COVID19 járvány 

csúszásokat okozott az ütemtervben, melyeket szerződésmódosítással kezelni tudtunk. 

Polimer pszeudo állófázisok 

A nem-ionos polimer pszeudo állófázisok (PSP) az elektrokromatográfiás elválasztások egyik 

legígéretesebb képviselője. PSP esetén a nem-ionos hidrofil polimer az elválasztó pufferben kerül 

feloldásra. A leggyakrabban alkalmazott polimerek a polietilén oxid, a polivinil alkohol, a lineáris 

poliakrilamid és ezek különböző arányú keveréke. A projekt során megvizsgáltuk különböző 

lánchosszúságú (300.000 – 1.000.000 egység) és koncentrációjú (0,4% - 3%) polimer oldatok és 

viszkozitás növelő adalékanyagok elválasztásra gyakorolt hatását.  

Komplex cukrok hidrofil interakciós elektrokromatográfiás folyamatának megértése érdekében 

különböző hőmérsékleteken vizsgáltuk az aktiválási energia hatását szénhidrátok 

elekromigrációjára az Arrhenius összefüggés alapján. Ennek érdekében sorozatméréseket 

végeztünk 20, 30, 40 és 50 °C-on, különböző mennyiségű polietilén-oxidot (PEO) tartalmazó PSP 

rendszerekben. Az elválasztás során fontos szerepet játszó különböző mechanizmusok 

megkülönböztethetőségének érdekében a polimer adalékon kívül megvizsgáltuk az etilén glikol, 

mint viszkozitás növelő adalék hatását illetve a mérésket elvégeztük növekvő koncentrációjú 

szerves komponenst (acetonitril) tartalmazó háttér elektrolitban is. Teszt molekulaként lineáris 

cukorstruktúrák homológ sorát (α1-4 kötésű glükóz oligomerek) valamint humán immunoglobulin 

glikoproteinről enzmisen lehasított elágazó láncú oligoszaharidok elegyét alkalmaztuk. 

A sorozatmérések során meghatározott mobilitás értékek logaritmusát a hőmérséklet 

reciprokaként ábrázolva az ún. Arrhenius diagrammokat kapjuk. Az Arrhenius diagram 

egyeneseinek meredekségéből az aktiválási energia közvetlenül számolható. Szénhidrátok 

elektromigrációja során az aktiválási energiát úgy lehet értelmezni, mint ami a súrlódási erő 

valamint a cukormolekula és az elválasztó közeg között fellépő intermolekuláris kölcsönhatások 

leküzdéséhez szükséges energia összege. A kísérleti adatok kiértékelése során az adalékok 



koncentrációjától függően aktiválási energia változást tapasztaltunk lineáris maltooligoszaharidok 

esetén, mely a molekuláris konformáció változásokhoz volt köthető. A mobilitás értékek 

logaritmusát a háttérelektrolit PEO tartalmának függvényében ábrázolva az ún. Ferguson ábrát 

kapjuk, melyből a retardációs koefficiensek közvetlenül számíthatóak. Méréseink alapján 

megállapítottuk a számított retardációs koefficiensről, hogy a viszkozitásra jellemző komponens 

és a szénhidrát minta adalék polimerrel való kölcsönhatására jellemző komponens összegének 

tekinthető. 

Az így kifejlesztett PSP elektrokromatográfiás módszert sikeresen alkalmaztuk alacsony energiájú 

protonnyalábbal besugárzott humán immunoglobulinok N-glikozilációs profiljának 

meghatározására, abból a célból, hogy hosszas űrutazás során (Pl. Mars utazás) a galaktikus 

kozmikus sugárzás és naptevékenység hatásra esetlegesen kialakuló betegségeket idejekorán 

lehessen diagagnosztizálni. Besugárzásra Van de Graaff generátort és Tandetron gyorsítót 

alkalmaztunk. A növekvő besugárzás hatása jól megfigyelhető Tandetronból származó 36000, 

54000 és 180000 Gy dózisú protonnyalábbal kezelt humán immunoglobolinok és kezeletlen 

kontrol minta összehasonlításnak esetében.   

Porózus réteggel bevont kapillárisok 

A HICEC-PLOT esetében, az oszlopok belső falán funkcionalizálható, viszonylag vastag porózus 

hordozóréteg van, amely minden esetben egy nagyon kis átmérőjű szabadon átjárható térrészt 

biztosít koaxiálisan az oszlop tengelyében. A polimer alapú monolit állófázisok rendelkeznek a 

polimerek előnyös tulajdonságaikkal, azaz nagy pH stabilitást és kiemelkedő mechanikai 

szilárdságot mutatnak. A porózus polimerekben a diffúziós anyagátadás másodlagos jelentőségű, 

így a konvektív anyagátadás a jellemző transzportmechanizmus, mely kiemelt szereppel bír 

elektrokromatográfiás elválasztások során, ahol az elektroozmotikus áramlás miatt dugószerű 

áramlási profillal rendelkező kényszeráramlás biztosítja a komponens transzportot. 

A projekt során kidolgoztott új, nagyfelbontású HICEC-PLOT elektrokromatográfiás elválasztási 

módszer lehetőséget biztosít a fluorofór jelölt glikánok eddiginél nagyobb felbontású kvalitatív és 

kvantitatív analízisére. Míg a lézer indukált fluoreszcens detektálású kapilláris elektroforézis (LIF-

CE) esetében minden egyes glikán ugyan olyan érzékenységgel detektálható (hiszen mindegyik 

eltérő cukor molekulát ugyan olyan módon és csak egy pozícióban jelölünk) addig a kapilláris 

elektroforézis tömegspektrométeres detektálása (CE-MS) esetében a különböző cukrok eltérő 

módon ionizálódhatnak. A CE-MS mennyiségi meghatározás során fellépő ún. rendszeres hiba 

kiküszöbölésének érdekében kifejlesztettünk egy olyan új módszert, ahol a CE-MS interfész 

Taylor-kúp részében a tömegspektrometriás meghatározással (kvalitatív) párhuzamosan lehetőség 

van LIF jel (kvantitatív) detektálásra is.  A Taylor-kúp a folyadék fázisú elválasztás legutolsó 

szegmense, azaz az a pont, ami éppen kilép a kapillárisból. Ez a pont térben és időben optimális 

lehetőséget biztosít az optikai jel detektálására. Az optikai és tömegspektrometriás jelek 

összevetéséből minden eddigieknél pontosabb, szimultán kvalitatív és kvantitatív analízis válik 

lehetővé, hiszen a jelek egyazon elválasztósból származnak így nem lép fel a reprodukálásból 

származó migrációs időben tapasztalható eltérés. 

Monolit állófázisok 



A HICEC-MONO esetében in situ polimerizációt alkalmaztunk porózus monolit oszloptöltet 

kialakítására, amely a kapilláris teljes belső átmérőjét kitölti. A kapilláris belső falán található 

szilanol csoportok (Si-OH) szilanizáló szerrel történő kezelése különösen fontos a monolit 

rögzítéséhez. A porogén rendszer megfelelő megválasztása megkönnyítette az optimális 

pórusszerkezetű és megfelelő anyagátadású HICEC-MONO oszlopok kialakítását. A HICEC 

szeparációs eszközök fejlesztése jelentős szerepet játszott a projekt megvalósításában, mivel a 

monolit állófázisok nem csak offline hanem online módon is integrálhatóak az elválasztási 

rendszerbe, így minta pre-koncentrálási feladatokat is el tudtak látni. 

A HICEC-MONO kapillárisokat in situ polimerizációval állítottuk elő az alábbi eljárás 

segítségével: első lépésként UV transzparens szilícium-dioxid kapilláris belső felületét 

előkezeltük. Ehhez 1 M NaOH, 0,1 M HCl és vizes mosásokat alkalmaztunk, ezután acetonnal 

eltávolítottuk a maradék vizet a kapilláris belsejéből és nitrogéngáz átfúvatással 120°C-on 

kiszárítottuk. Ezt követően Metakril-oxi-propil-trimetoxi-szilán (MAPS) segítségével 

funkcionalizáltuk a kapilláris belső falát. Ehhez a MAPS 50%-os acetonos oldatával feltöltöttük a 

kapillárist, szilikon szeptum dugóval lezártuk a kapilláris mindkét végét, majd 100°C-on 

inkubáltuk 2 óra keresztül. A reakció lejátszódása után metanol-víz 1:1 arányú keverékével és 

metanollal mostuk a kapillárist majd nitrogéngázzal újra kiszárítottuk. 

Az így kapott funkcionalizált kapillárisban már kialakítható volt a monolit állófázis. Ehhez 

Etilénglikol-metakrilát-foszfát (EGMP) monomert használtunk, amihez Akrilamid - Biszakrilamid 

(19:1) keveréket adtunk. Gyökös iniciátornak 2,2-azobiszizobutilnitrilt (AIBN), a pórusméret 

beállításához Dodekanolt, oldószernek pedig Dimetil-szulfoxid-ot (DMSO) és Dimetilformamid-

ot (DMF) használtunk. Az így kapott reakcióelegyet keverés után 20 percig ultrahanggal 

szonikáltuk, majd nitrogén gázt buborékoltattunk át rajta, hogy a reakciókomponensek 

hiánytalanul feloldódjanak és eltávolítsák a levegő oldott oxigénjét az oldatból. A MAPS 

kezeléshez hasonlóan feltöltöttük a kapillárist a reakcióeleggyel, a végeit lezártuk és a monolit 

kívánt 0,5-2 cm-es pozícióján kívül mindenhol lefedtük a kapillárist fekete ragasztószalaggal, 

végül pedig UV kemencében 15 perc alatt lejátszattuk a polimerizációs reakciót. Végül az 

elkészült monolitot metanollal mostuk. A kész monolit foszfát funkciós csoportjaihoz cirkónium 

ionokat rögzítve kaptunk funkcionalizált IMAC-Zr monolitot (angol terminológia szerint 

rövidítve: „immobilized metal affinity chromatography”). Ehhez a kapillárist feltöltöttük ZrOCl2 

oldattal és a végeit lezárva tartva egy éjszakán át, szobahőmérsékleten lejátszódott a reakció. Az 

így kapott Zr módosított monolitból vizes mosással távolítottuk el a nem reagált reakció 

komponenseket. 

Monolit állófázis alkalmazása offline és online prekoncentrálásnál 

A Zr módosított IMAC monolitok képesek ionos és koordinációs kötések segítségével megkötni a 

szulfát csoportokat, így alkalmasak APTS jelölt cukrok immobilizálására és prekoncentrálására, 

mely a beszámolási időszak legfontosabb alkalmazástechnikai feladata volt. Amennyiben 

átáramoltatunk egy, a kapilláris térfogatához képest relatíve nagy térfogatú, de kiskoncentrációjú 

APTS jelölt komplex cukor mintát az így kialakított monolit oszlopon, majd eluáljuk a kikötött 

mintát a kiindulásinál kisebb térfogatban, a minta nagyfokú dúsulását érjük el. A minta (~100-200 

μl) felkötéséhez savas körülmények szükségesek, ezért 0,5% hangyasavat adtunk a mintához. A 



felkötési lépés közben a kapilláris elektroforézis berendezés lézer indukált fluoreszcens (LIF) 

detektorával ellenőriztük, hogy a monolit valóban megkötötte a jelölt  cukrokat. A felkötést 

követően 0,5% vizes hangyasav oldattal mostuk az oszlopot. Az összeállított rendszert megbontva 

fluoreszcens mikroszkóppal is ellenőriztük, hogy a minta valóban kikötött-e a monolit állófázisra. 

Az eluáláshoz bázikus kémhatás szükséges, amihez 3 M NH4OH oldatot használtunk. Az LIF 

detektor megfelelően regisztrálta, hogy a betöményített minta, keskeny zónában (~1 perc) és kis 

térfogatban (~1 ul) eluálódott.  

Nemzetközi együttműködés 

A fent röviden bemutatott eredményeinket a projekt megvalósítás három és fél éve során 

folyamatosan megosztottuk a nemzetközi konzorcium tagjaival (Korea, Csehország, Szlovákia és 

Lengyelország), akik integrálták illetve saját rendszereikhez adaptálták az új kapilláris 

elektrokromatográfiás eljárásokat az általuk fejlesztett online mintaelőkészítési és 

prekoncentrációs technikákhoz, többek között az csepp-mikroextrakcióhoz (SDME), in-tube 

mikroextrakcióhoz (ITME) valamint a folyadék-extrakciós felület analízishez (LESA). Az így 

kialakított kapcsolt eljárások jelentősen hozzájárulnak a nagyhatékonyságú és nagy 

felbontóképességű új bioanaltitikai módszerek elterjedéséhez mind ipari mind akadémiai 

környezetben. 
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