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1. BEVEZETES

Kutatomunkamat a Szerves Kémia és Technoldgia Tanszéken, a Szupramolekularis Kémia
Kutatocsoportban, témavezetdim, Dr. habil. Toth Tiinde és Dr. Golcs Addm, valamint
konzulenseim, Prof. Dr. Huszthy Péter és Adam Bdlint Arpdd partfogasaban végeztem.
A csoporthoz 2023 6szén csatlakoztam. A csoport f6 kutatési teriilete a molekularis felimerés
jelenségének tanulmanyozésa és annak alkalmazhat6saga. Molekularis felismerésnek nevezziik
azt a jelenséget, amikor egy adott molekula (gazdamolekula) az 6t koriilvevo
molekulahalmazbol szelektiven kivalaszt egyet (vendégmolekula) és stabil komplexet képez
vele. A 1étrejovo komplexet masodrendii kdlesonhatasok tartjdk 6ssze, melyek lehetnek Van der
Waals erdk, ion-dipol kdlcsonhatasok, hidrogénkotések, z-z kdlesonhatdsok. Amennyiben egy
kirdlis molekula (gazdamolekula) egyes enantiomerekkel (vendégmolekuldk) képzett
komplexei stabilitasi allandoinak kiilonbsége kelléen nagy, a molekularis felismerést fel tudjuk
hasznélni enantiomerelvalasztidsra. Kutatasaink céljai koz¢ tartozik az effajta eljarasok
kivitelezése nagy ateresztéképességli membranrendszerek segitségével.

A mikrotalcak a nagy ateresztoképességli kisérletek eszkozei, amelyek nélkiilozhetetlen
szerepet jatszanak a diagnosztikai alkalmazasokban, a biotechnoldgidban, a parhuzamos
szerves szintézisekben és a nagy ateresztOképességli sziirési modszerekben. Ez elsdsorban a
parhuzamos kisérletekhez sziikséges nagy kapacitasuknak és a kereskedelmi forgalomban
kaphato, azonos méretli és egységes tulajdonsdgokkal rendelkezd talcak alkalmazésaval
elérhetd konnyli automatizalhatosaguknak kdszonhetd. Ezért az ilyen mikrotalcdk innovativ
felhasznaldsara iranyul6 tanulmanyok iparilag is relevans kutatasi témak.

Kutatomunkam  sordn  elsésorban a  mikrotdlcdk  PVDF-szlirdmembranjanak
feliiletaktivalasi és kémiai funkcionalizalasi modszereivel foglalkoztam. Az aktivalashoz
atmoszférikus nyomasu levegdplazmat haszndltam, melyre kordbban nem volt példa, igy a
modszert masik két, irodalomban ismert aktivalasi modszerrel is 0sszehasonlitottam. Tovabba
harom funkcionalizaldsi mddszert is teszteltem, melyek segitségével szamos egyéb molekula
kovalens rogzitésére adodik lehetéség. Reményeim szerint a kutatdsom szdmos utat megnyit a
gyors, koltséghatékony €s automatizalhaté molekuléris felismerésre képes rendszerek jovobeli

fejlesztése elott.



2. TRODALMI ATTEKINTES

2.1. Nagy ateresztoképességii modszerek fejlesztése

Napjainkban a gydgyszeripari cégek is egyre inkabb olyan Gj modszerek fejlesztése felé
fordulnak, amelyek a szintézisek soran kapott nyerstermékek tisztitdsat vagy analitikai
vizsgalatat gyorsitjdk meg. Erre alkalmasak az tUgynevezett nagy ateresztoképességii
modszerek, melyek leroviditik a gyodgyszerfejlesztést azaltal, hogy egységnyi 1d6 alatt tobb
kémiai informaci6 vagy éppen tobb vegyiilet is nyerhetd altaluk, mely utobbiak akar
kozvetleniil felhasznalhatok biologiai vizsgalatokban. Az elmult évek sordn szdmos
kutatocsoport a laboratériumi automatizalas felé fordult [1], azonban az automatizalt
modszerekkel eldallitott nyerstermékek elvalasztasa sokszor nehézkes feladat. Ez azt okozhatja,
hogy a vegyiiletek biologiai funkcidinak vizsgalata sordn kapott eredmények megtévesztoek
lehetnek, igy a kutatasi id6 és koltségek is megnovekedhetnek, mely akar az adott projekt
sikeres kimenetelét is veszélyeztetheti. Az utobbi idoben altalanos cél, hogy a kutatasok korai
szakaszaibol minél tobb adatot kapjunk a fejlesztés alatt all6 vegytiletrdl, ezért van sziikség a
megfelelden tisztitott vegyiiletekbdl 4ll6 molekulakdnyvtarakra, illetve intermedierekre. A méar
bevalt elvalasztidsi modszerek (preparativ HPLC, automatizalt folyadék-folyadék extrakciok,
szilardfazisu extrakcid, szuperkritikus folyadek- és kirdlis kromatografias eljarasok, kapillaris
elektroforézis) mellett, a fent emlitett okok miatt nyerhetnek maguknak egyre nagyobb teret a
nagy ateresztOképességli membrantechnikak [2—6].

A nagy ateresztoképességili modszerek egyik 6 eszkdzei a mikrotalcak. Az elsé mikrotalcat
egy magyar feltaladlo, Takdtsy Gyula készitette 1951-ben egy sulyos, magyarorszagi
influenzajarvany idején [7]. A virus kutatdsdhoz szeroldgiai titralasokat végeztek, &m az abban
az id6ben hasznalt mddszerek tulzottan iddigényesek, dragak és megbizhatatlanok voltak. Ezzel
szemben Takdtsy mddszere jelentdsen ndvelte a mérések teljesitményét, mivel a higitdsokhoz
mikrotalcakat és spiralis hurkokat hasznalt, igy a folyamat gyorsabb, olcsobb €s megbizhatobb
lett. Késébb ezt a rendszert fejlesztették tovabb és ebbdl alakult ki a ma is gyakran hasznalt 96
lyuku mikrotélca.

Manapsag a mikrotalcdknak szamos tipusa és felhaszndldsi modja létezik. Az egyik
altalanosan hasznalt tipusa k6z¢ tartoznak a sziirdtalcak, amelyek jellemzden inert, porozus
szlirdmembrannal rendelkeznek az egyes cellak aljan. Ezzel az eszk6zzel parhuzamos sziirések
végezhetdk, emellett a szliréshez sziikséges id6 opcionalisan csokkenthetd vakuum elosztokkal

[8,9]. Abban az esetben, ha a celldkat szilard allofazissal toltik meg, nagy ateresztoképességii



folyamatfejlesztés (HTPD: high-throughput process development) végezhetd a kromatografias
oszlopok teljesitményének szimuldldsdval, miniatiirizalt forméban, elhanyagolhat6

anyagfelhasznalas mellett [10—13]. Erre példa az 1. dbran lathato.
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1. abra: A nagy ateresztOképességli szakaszos modszer kisérleti protokolljanak vazlata [10].

Ezenkiviil a sziirétalcak szliréssel segitett mintaelokészitésre (FASP: filter-aided sample
preparation) [14,15] és enzimhez kotott immunospot assay-re (ELISPOT: enzyme-linked
immunospot assay) is hasznalhatok [16—18]. Eldbbire példa a 2. abran lathato.
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2. abra: Sztir6vel tamogatott mintaelokészités (FASP) munkafolyamat [19].



A mintakat 4%-os natrium-dodecil-szulfatban (SDS) készitik elé és 8 M karbamiddal
higitjak, hogy az SDS disszocialjon a fehérjékrol. A szlirdegységeket egy €jszakan at 5%
Tween-20-mal passzivaljak, majd alapos vizes mosas kovetkezik. A higitott mintdkat
puffercserék céljabol a sziirdegységekre helyezik, igy eltavolitjak a szennyezddéseket.
A fehérjéket jelen 1évé karbamiddal alkilezik, majd ezt tovabbi puffercserék kovetik.
A fehérjéket feliiletaktiv anyagokkal tarjak fel, majd centrifugélassal nyerik ki 6ket. A szerves
oldoszerrel torténd extrakcio tiszta peptideket hagy hatra az LC-MS elemzéshez. Ez az eljaras
koriilbeliil 300-szorosara csokkenti a veszteségeket [19].

Az ELISPOT modszerre példa a 3. abran lathato.
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3. abra: ELISPOT moddszer protokolljanak vézlata.

A celladk aljara eldzetesen az antigént koté antitesteket rogzitettek. A cellakat
antigénszekretald sejtettek oltjak be, majd a celldkat inkubaljak. Ezutan egy mosasi 1épés
kovetkezik, mely a mar 1étrejott antigén-antitest kapcsolatokat nem bontja fel. A celldkba biotin
kapcsolt antitesteket pipettaznak, melyek rakotnek a cella falan 1évé komplexekre, majd a cellak
1jboli mosasa kovetkezik. Ezutan a cellakba sztreptavidinnel kapcsolt alkalikus foszfatdz enzim
oldatat pipettizzak. Ujabb mosasi 1épés utdn a celldk tartalmédhoz az enzim kromogén

tulajdonsagu szubsztratjat adjdk. Az enzim reakciotermékének megjelenése optikai
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modszerekkel detektalhatd, mely informaciot szolgaltat arrdl, mely cellakba keriiltek a
megfeleld antigént elvalasztani képes sejtek.

Hasonl6 mikrotalca-rendszerek képezik a pairhuzamos mesterséges membranpermeabilitasi
proba (PAMPA: parallel artificial membrane permeability assay) alapjat, amely a gyogyszerek
sejtmembranon keresztiili in vitro passziv transzportjat modellezi [20,21]. Ebben az esetben a
mikrotalca, amely celldinak az aljan szirdmembranok helyezkednek el, egy fogadotalcaba
(jellemzbéen a membran akceptor oldala) van meritve, igy egy szendvics tipusu rendszer jon

1étre (4. abra).

Szendvics tipusu PAMPA rendszer

Donor talca

PVDF-sziiromembran

Akceptor talca

4. abra: Szendvics tipust PAMPA-rendszer poli(vinilidén-fluorid) (PVDF) szlirdmembrannal.

A talcak mélyedései a donor oldalon a gyogyszerhatébanyag oldatat, az akceptor oldalon
pedig kezdetben tiszta olddszert tartalmaznak. Ezt a két fazist a sziir6talca apolaris
folyadékmembrannal atitatott hidrofob membranja valasztja el egymastol, mellyel kivaldan
modellezhetd a bioldgiai membranok mitkddeése.

Ezen szlir6talca-membranok kémiai funkcionalizalasaval lehetdség nyilik a mikrotalcak
szamos egyéb alternativ felhasznalasi modjara. Ilyen felhasznalasi modok koz¢é tartozik, amikor
egy molekuldris felismerésre képes molekulat rogzitenek a membranra, mellyel
befolyéasolhatova valnak a membran permeécids tulajdonsdgai. Ez a modszer kibdvitheti a
biologiai vizsgalatok, a kiilonbozd érzékeld platformok és az elvalasztdsi modszerek
lehetdségeit. Ezenkiviil a feliilethez katalizatorokat is lehet kovalensen régziteni, igy heterogén
katalitikus tesztreakcidkat is lehet miniatiirizalt méretben elvégezni. Alternativ megoldasként
szolgal, ha a membranokra enzimeket rogzitenek, igy ezek az egyszerli eszk6zok receptorok

kotdédésének vagy biomimetikus szintézisek tanulmanyozasara is hasznalhatova valnak.



2.2. PVDF tulajdonsagai

Az egyik leggyakrabban haszndlt membrananyag a PVDF, mivel olyan kivalo
tulajdonsagokkal rendelkezik, mint példaul nagy mechanikai szilardsag, jo kémiai ellenallas,
hoéstabilitas (olvadaspontja 140-170 °C; 1%-0s tomegveszteség 375 °C-on) ¢és eltarthatdsag
[22]. A vizsgalatok azt is kimutattdk, hogy a PVDF nagymértékben ellenall a durva
vegyszerekkel, példaul savakkal, oxidaloszerekkel ¢és kiilonbozd szerves oldoszerekkel
okozhatjak [25,26]. A PVDF-membranoknak emiatt szdmos felhaszndlasi modja létezik a
mikrotalcakon kiviil is. A felhasznalasi modok kozé tartozik a gazelvélasztis, a
membrandesztillacié, a bioetanol visszanyerése, a szennyezOanyagok eltavolitasa, de
alkalmazhato littumion-akkumulétorok szeparatoraként is [27].

A PVDF polimernek 6 kiilonb6zé mddosulata van, nevezetesen az a, B, v, 0, € és , melyek
a polimerlancok konformacidja és a lancok egymdéshoz viszonyitott helyzete alapjan
kiilonboztethetok meg [28,29]. A ( fazist kisérletileg még nem allitottak eld, de
stiriségfunkcional-elméleti (DFT: density functional theory) tanulmanyok mar rendelkezésre
allnak a szakirodalomban [30]. A PVDF-modosulatok sematikus modelljei az 1. tabladzatban
talalhatok.

1. tablazat: PVDF polimer a, B, v, 9, € €s { modosulatai.
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A hat kiilonb6z6 kristalyforma a polimerlancok konformacioja alapjan harom csoportba
oszthato (1. tdblazat sorai). Az a és o fazisokban a lancok transz-gauche-transz-gauche (TGTG')
3 transz-gauche (TTTGTTTG') konformaciojak. Masrészt a PVDF-nek a lancorientaciok
alapjan két kiilonbozo tipusu modosulata van (1. tablazat oszlopai): az a, C €s € fazisok esetében
a lancok dipdlusmomentumai egymassal ellentétes iranyuak, kioltjdk egymadst, igy
tombfazisban apolarisak, mig a d,  és y moédosulatokban a polimerlancok dipélusmomentumai

egyiranyuak, igy elektroaktiv, polaris fazisokat eredményeznek [28—30].

2.3. PVDF feliiletének méodositasa és funkcionalizalasa

A PVDF-membranokat mddositani kell a kémiai funkcionalizalas és egyes tulajdonsagok
javitasa érdekében, kiilonOsen a szennyezddés €s nedvesedés problémainak megoldasa céljabol.
A modositasoknak két tipusa 1étezik: hidrofil és hidrofob médositasi modszerek [27]. Hidrofob
modositast végeznek, ha a cél a nedvesedés elkeriilése, kiilondsen gazok elvalasztasakor.
Hidrofil modositast pedig akkor végeznek, ha a cél a szennyezddések csokkentése, hogy a
membranok hatékonyabba valjanak a vizkezelési alkalmazasokban.

Mint kordbban emlitettem, szamos lehetdség rejlik a mikrotalcak felhasznalasi modszerei
kozott, ha a membran feliiletét sikeriil funkcionalizalni. Ahhoz azonban, hogy a célzott
molekuldkat a membranhoz lehessen rogziteni, az inert PVDF feliiletét el0szor aktivalni kell a

késobbi reakciok kivitelezéséhez.

2.3.1. Fizikai modszerek

A PVDF-membranok feliiletének moddositdsa a membran és a modositdszer kozotti
kolesonhatasok alapjan két nagy kategoriaba sorolhato: fizikai vagy kémiai modositas [27].
A fizikai modositas a modositoészer és a PVDF kozotti fizikai kolcsonhatasokat foglalja
magaban. Ezekben az esetekben a polimer feliilete kémiailag valtozatlan marad. Ilyen
modositoszerként gyakran hasznalnak polimereket, pl. polivinil-alkoholt (PVA) [31], kitozant
[32], poli(éter-blokk-amid)-ot (PEBAX) [33] és polidopamint [34]. Az ilyen bevonatok
eldallitasahoz két modszer szoktak alkalmazni: vagy a modositod polimert helyezik kézvetleniil
a membranra, vagy pedig a membrant meritik a monomeroldatba, majd inicializaljadk a
polimerizaciodt [27]. A fizikai modositdsokhoz tehat kémiai reakciokra is sziikség lehet, de a

PVDF-membran nem vesz részt a reakcidban kémiai Gton.



2.3.2. Nedves kémiai médszerek

Ezzel szemben a kémiai modositasok esetében a membran feliiletén reaktiv csoportok
jonnek létre, amelyekhez kovalensen kapcsolodnak a modositoszerek. A kovalens modositas
természetesen fizikailag és kémiailag is stabilabb feliiletet eredményez, ami lehetové teszi
ugyanazon membran tobbszori felhasznalasat. A kémiai modositasok jellemzden két 1épésbol
allnak: elészor poléris csoportok bevezetésével novelik a polimer feliiletének hidrofilitasat,
masodszor pedig irreverzibilisen rogzitik a feliileten a mddosité anyagokat. A PVDF kémiai
feliiletmddositasai kozé tartozik a kezeldoldatba vald merités (pl. lugos aktivalas) [35],
6zonkezelés [36], plazmakezelés [37], elektronsugaras besugérzas [38] stb. Ezek a modositasok
reaktiv csoportokat hoznak létre a feliileten, amelyek lehetévé teszik tovabbi molekulak
rogzitését. Gao és munkatarsai példdul KOH/KMnO4 és NaHSO3/H>SO4 oldatokkal végzett
konszekutiv oxidacidval és redukcioval hidroxilcsoportokat hoztak 1étre a membran feliiletén
[39]. A hidrofilitas tovabbi novelése érdekében a hidroxilalt feliiletre glicerint rogzitettek. Mas
kutatok a hidroxilalt PVDF-feliiletet lugos oldatok alkalmazasaval hoztak létre [35,40].
Ezekben az esetekben a hidrofobitds ndvelése érdekében organoszilan szarmazékokat
kapcsoltak az oxigéntartalmu csoportokhoz. A lugos kezelés azonban degradaciot okozhat a
PVDF-membran feliiletén, igy ennek elkeriilése érdekében Al-Gharabli és munkatarsai savas
»piranha”-oldat felhasznalasdval készitettek hidroxilalt feliileti membranokat [41].
Az eldaktivalt  membrant  (3-aminopropil)trietoxiszilannal ~ funkcionalizaltdk, ezzel
amincsoportokat létrehozva a feliilleten. Ezen kiviill az 1,5-diamino-2-metil-pentan is
hasznalhat6, hogy az aminocsoportokat rogzitsiink a PVDF feliiletére, ez azonban bazikus
koriilmények kozott is alkalmazhat6 [42]. Egy masik széles korben alkalmazott feliiletaktivalasi
eljaras a defluoralas-szulfonalasi modszer [43—46]. Ebben az esetben a membran feliiletének
nem csak a hidrofilitasa, de az ioncseréld kapacitasa is megnovekszik, mivel negativ toltésiivé

valik a feliilet.

2.3.3. Plazmakezelési modszerek

A fizikai és egyéb kémiai modszerekkel szemben a plazmakezelés nem igényli a kiilonb6z6
oldatok alkalmazésat. El6nye, hogy olddszermentes és alacsony energiakoltséggel jar, valamint
szobahdémérsékleten is alkalmazhato [47]. A plazmakezelés kiilondsen jol hasznalhato feliileti
aktivalasra, mivel csak a membranok legfelsd rétegét kezeli, mikdzben az tombfazis
tulajdonsagait valtozatlanul hagyja [48]. Duca ¢és munkatarsai elsOként alkalmaztak

argonplazma kezelést nem porozus PVDF polimeren [37]. Az XPS-vizsgalatok (rontgen-



fotoelektron spektroszkopia) azt mutattak, hogy a PVDF feliilete kémiailag modosult, és a F/C
arany csokkent a C-H és C-F kotésszakadasok, lanchasadasok és kettds kotésképzodés miatt.
A vizzel val6 nedvesitési peremszog, a nedvesithetdség mérdszama, csokkent a plazmakezelés
kovetkeztében. Az argonplazma-kezelés mellett az oxigénplazma-kezelés is alkalmas arra,
hogy a polimer feliiletén oxigéntartalmt funkcios csoportok, példaul karbonil-, hidroxil-,
karboxilcsoportok stb. jojjenek 1étre [49]. A folyamat sordan a plazméban jelenlévd ionok,
gyokok és elektronok reakcioba léphetnek a polimer feliiletével, jellemzden gyokos
mechanizmussal, ami a C-H és C-F kotések felhasadasdhoz ¢és polaris funkcids csoportok
kialakulasahoz vezet [50]. Park és Inagaki Osszehasonlitottak az argon-, hidrogén- és
oxigénplazmak PVDF-feliiletre gyakorolt hatdsait [51]. A kezelések soran egyszerre zajlottak
dehidrofluoralasi és oxidacidos reakciok. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
hidrogénplazmaval torténd kezelés noveli leghatékonyabban a hidrofilitast. Arrdl is
beszamoltak, hogy az argon- és oxigénplazma egyiittes alkalmazdsa kiilonosen elényds
modszer a hidrofilitas fokozasara, mivel az argonplazma hatékony a defluordlasban, mig az
oxigénplazma hatékony az O-tartalmu funkcids csoportok kialakitasaban [52]. Ezzel szemben
Lin és munkatarsai metanplazmat alkalmaztak porézus PVDF-membranon, és a korabban
emlitett plazmakhoz képest ellentétes hatasokat tapasztaltak: a metanplazmaval torténo kezelés
hataséara a nedvesitési peremszog €és a F/C arany nétt [47]. A vizsgalat azt is kimutatta, hogy a
porusméret-eloszlas nem valtozott jelentdsen. Vakuumos oxigénplazma-kezelést is vizsgaltak
PVDF-membranokon [53]. A plazmakezelés eredményeként a feliileten hidroxilcsoportok
keletkeztek, majd ezutdn a membrant organoszilan szarmazékokkal tovabb funkcionalizaltak.
Akashi €s munkatarsai az eldaktivalt PVDF-membranokhoz albuminfehérjéket kapcsoltak
kovalensen légkori nyomasti argonplazmaval, ezzel kiterjesztve azok biotechnologiai

alkalmazasat [54].



3. CELKITUZESEK

Kutatdsom f6 célja az volt, hogy egy altalanos modszert dolgozzak ki, mellyel a
kereskedelmi forgalomban kaphato, szabvanyos mikrotadlcdk PVDF-szlirdmembranjainak
feliiletét gyorsan és hatékonyan lehet kémiailag funkcionalizalni, ezzel a késébbiekben lehetdveé
téve kiilonbozo funkeidji molekuldk kovalens rogzitését a polimerfeliiletre. Tovabba célom
volt, hogy munkdmmal megkonnyitsem a nagy ateresztOképességii modszerek, ezen beliil
konnyen kezelhetd, alacsony koltségii és Gijrafelhasznalhatd mikrotalca alapt eszk6zok jovobeli
fejlesztését.

Az altalanosan hasznalt, kémiailag indifferens, mikropérusos PVDF-szlirdmembranok
feliiletének funkcionalizalasahoz elsé 1épésként aktivalnom kellett a feliiletet. Ehhez
atmoszférikus nyomast levegdplazmat terveztem hasznélni, mivel ez nem igényel specialis
kortilményeket, példaul vakuumot vagy egykomponenst gazellatast, ezért alacsonyabbak az
iizemeltetési koltségei és nagyobb jelentdséggel bir az ipari alkalmazhatdsag szempontjabol,
mint mas tipusu plazmék. A plazmakezelés hatasat masik két kordbban ismertetett kémiai
feliiletkezelési modszerrel is Ossze kivantam hasonlitani, hogy tisztdbb képet kapjak a modszer
hatékonysagarol és esetleges eldnyeirdl. A kapott feliiletek karakterizaldsat 'H- és '’F-NMR és
IR- spektroszkopidval kivantam elvégezni. Ezt kovetden a polarizalt feliiletet hdrom modszerrel
terveztem funkcionalizalni egy aminolinker segitségével, majd vizsgdlni kivantam a
rogzitettség mértékét UV-Vis spektroszkopidval. Végiil a kapott eredmények alapjan az

optimalis feliiletkezelési és funkcionalizalasi modszer kivalasztisa volt a célom.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. Atmoszférikus plazmakezelés optimalizalasa

A mikrotalcak PVDF-szirdmembranjait atmoszférikus nyomasu levegdplazmaval
aktivaltam. Erdemes megemliteni, hogy korabban nem volt példa a széles korben alkalmazott
porozus PVDF-membranok atmoszférikus nyomast levegdplazmaval vald polarizalasara.
A kezelési paraméterek hatdsanak vizsgélatara, valamint az optimalis kezelési koriilmények
meghatarozasara 32 teljes faktorialis kisérlettervet készitettem. A kisérlettervben a fiiggetlen
valtozok a plazmakezelési id6 és a plazmafej membrant6l vett tavolsaga voltak, mig a
kezeléshez alkalmazott elektromos aramerdsséget, fesziiltséget, valamint levegd nyomasat

konstans értéken tartottam. Az plazmakezelés soran alkalmazott berendezés az 5. abran lathato.

5. abra: Plazmakezeléshez hasznalt eszkoz részei: 1 - plazmafej, 2 - plazma, 3 - tartolemez,
4 — PVDF-membran (h: a plazmafej és a PVDF-membran feliilete kozotti tavolsag, v: a
tartélemez linedris sebessége, 5 - gépmozgatd keret, 6 - nyomasszabalyozo, 7 - sliritett levegd,

8 - plazmagenerator [55].

A vizsgalt valtozokat €s szintjeiket a 2. tabldzat tartalmazza. A kimeneti paraméter a
membranfeliilet vizzel vald nedvesitési peremszdge volt, mint a feliilet hidrofilitdsanak
mérészama. Frdemes megjegyezni, hogy amennyiben a membrant 30 mm-nél kozelebb
helyezziik a plazmafejhez, akkor az irreverzibilisen degradalodik, ami korldtozza az

alkalmazhato tdvolsag also szintjét.
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2. tablazat: Faktorok szintjei a kisérlettervben.

Faktorok szintjei
Faktorok
-1 0 +1
Tavolsag
(mm) 30 40 50
1d6 (s) 0,5 1,0 1,5

A kisérletek soran mért peremszog értékeket a kezelési tavolsag és a kezelési 1d6
fliggvényében egy valaszfeliileti diagramon abrazoltam (6. abra). A varianciaanalizis (ANOVA)

szamitasok 95%-os konfidenciaszinten azt mutattak, hogy mindkét tényezének szignifikans
hatasa van.

) Bozswe A \SANSINPRN

TR TR
—
oo
gy

Q © ©
D =D

6. abra: Paraméterek hatasa a nedvesitési peremszogre.

A diagramon lathat6, hogy a paraméterek ellentétes hatast fejtenek ki. A kezelési 1d6
novekedésével és a kezelési tavolsag csokkenésével a vizzel vald nedvesitési szog csokken, ami

a membranfeliilet nagyobb hidrofilitasat (polaritasat) jelenti. Mindazonaltal a tdvolsag nagyobb

hatassal van a kimeneti paraméterre. Az 50 mm-es tdvolsagnal a peremszog valtozédsa szinte
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elhanyagolhatd, mig 30 mm-nél az idonek nincs jelentds hatasa a vizsgalt tartomanyban. 30 mm
alatt a kezelési id6 forditott tendencidt mutat, de ennek gyakorlati jelentdsége nincs, mivel a
membran e kritikus tdvolsdg alatt degradalodik. Osszefoglalva, a legnagyobb elérhetd
hidrofilitds 86°-os nedvesitési peremszoggel jellemezhetd optimalis korilmények kozott,
amely 36 mm-es kezelési tavolsagot €s 1,4 s-os kezelési idot jelent.

Erdemes hangsulyozni, hogy ezzel a kezelési idével az altalunk alkalmazott plazmakezelés
példatlanul gyors polarizacids eljarast jelent a tobbi, korabban ismertetett médszerhez képest.
A tovabbiakban ezen optimalis feltételek mellett aktivaltam a membranokat.

A kezelés tartossaganak megallapitasa érdekében a kezelést kovetd 12 és 24 oraval ismét
megmértem a vizzel vald nedvesitési szogeket. Atlagosan 5°-os ndvekedést figyeltem meg
24 ora elteltével, ami kedvezoitlen lehet a tovabbi funkcionalizalds szempontjabdl. E negativ
hatas elkertilése érdekében a membranok tovabbi kezelését mindig kozvetleniil az eldaktivalas

utan végeztem el.

4.2. PVDF-membran kémiai és plazmakezeléssel torténo felilleti aktivalasanak

osszehasonlitasa

A plazmakezelés hatasat két hagyomanyos kémiai PVDF feliiletaktivalasi modszerrel
hasonlitottam 0ssze [35,41]. A pontos eljarasokat a Kisérletek és modszerek fejezetben
(5. fejezet) részletezem. Az els6 modszer lugos kezelés volt 5%-os NaOH-dal 30 percig (a
tovabbiakban: NaOH), mig a masik egy savas ,,piranha” kezelés volt 30 tomegszazalékos H>O»
és tomény HoSO4 1:3 ardnyu keverékével 10 percig, metanolos elénedvesitést kovetden. A

nedvesitési peremszog értékeket a 3. tdblazat tartalmazza.

3. tablazat: A kezeletlen és a kiillonb6z06

modszerekkel aktivalt membranok vizzel valé nedvesitési peremszogei.

Kezeletlen Kémiai modszerek
. - Plazma
membran NaOH _Piranha”
120,8 113,9 103,3 86,5
: -
Nedvesitési
peremszog
®)
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Az eredmények azt mutatjak, hogy a membran legnagyobb hidrofilitdsat az optimalizalt
plazmakezeléssel lehet elérni, mig a legkevésbé hatékony modszer a lagos aktivalas volt. Ennek
oka a vizes lagos oldat és a hidrofob membran kozotti elégtelen kdlcsonhatas lehet. A ,,piranha”
modszer esetében a kdlcsonhatast a metanolos eldnedvesités segiti eld, a NaOH-os kezelésnél
azonban az eldnedvesités nem alkalmazhato, mivel a metanol lugos kézegben mellékreakciokat
eredményezhet, melynek kovetkezményeként indifferens metoxicsoportok rogziilhetnek a
feliileten. Ezen csoportok problémakat okozhatnanak a késébbi kovalens funkcionalizélas

soran.

4.3. Aktivalt PVDF-membran feliiletének jellemzése

4.3.1. Feliilleti ATR-FTIR mérések

A plazmaval kezelt PVDF-membran feliiletét Fourier-transzformacios infravords
spektroszkopiaval (FTIR) vizsgéltam csillapitott teljes reflexids tizemmodban (ATR: attenuated
total reflectance). Az kezeletlen és a plazmaval kezelt PVDF-membran 450 cm™ és 1500 cm™
kozotti IR-spektrumat 40 mm kezelési tavolsag és kiilonbozd kezelési idok mellett a 7. abra

mutatja.
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7. abra: A plazmakezelt (40 mm) membranok

IR spektrumai (¥ = 450 — 1500 cm™!) az id6 fiiggvényében.

A PVDF-nek haromféle modosulata van jelen, jellemzden a kristalyracsban, ezek az a, a 3
¢és a y modosulatok. A PVDF mddosulatai az FTIR spektrumok segitségével kiilonboztethetok
meg. Vannak olyan hulldimszam tartoméanyok, ahol minden féazis esetében mérhetd jel (ezeket a
7. abran kiilon nem jeloltem), példaul 1398 — 1404; 1171 — 1182; 1067 — 1071; és 876 —
885 cm ' kozott. Néhany abszorpcids csucs (1423; 1383; 1149; 975; 795; 763; 614; és
532 cm' ') azonban kizarélag csak az o fazisra utal, mig a 837 — 841 és 508 — 512 cm’!
egyiittesen a P és y elektroaktiv modosulatokhoz rendelhetd. Az 1275 cm™! csak a B, mig az
1233 cm! cstics csak a y fazisra jellemzd. Az o, B és v fazisok aranya kiszamithaté a Kisérletek
¢s modszerek fejezetben (5. fejezet) ismertetett (1), (2a) €s (2b) egyenletek segitségével [56,57].

Az egyes fazisok aranyat a kezelési id6 fliggvényében a 8. dbra szemlélteti.
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8. abra: A kezelési id6 hatasa a PVDF-membran modosulatainak aranyéra.

Kezdetben a kezeletlen PVDF-membran csak a y és o fazisokat tartalmazza 80:20%-ban.
A plazmakezelés idStartamanak novekedésével azonban az a csticsok (pl. 614; 763 cm™)
abszorbanciaja egyre nagyobb lesz, mig a y cstics (1233 cm™') kezd eltlinni. Abban az esetben,
ha a kezelés egy masodpercnél tovabb tart, a membranban nem taldlhaté meg a y fazis. Emellett
a kezelés kezdetben ndveli a B fazis aranyat, majd a tovabbi kezelés hatasara ezen fazis aranya
is csokken, igy koriilbeliil egy masodpercnél maximuma van (50%). Ugyanilyen jellegii
valtozasok figyelhetOk meg, ha a kezelési 1d0 fix, és a tavolsag a valtozd paraméter. Korabbi
vizsgalatok azt mutattak, hogy a plazmakezelés noveli a B fazis aranyat, és csokkenti az o
fazisét, mig a melegités ellenkezd hatast fejt ki [58]. Esetlinkben mindkét hatas jelentkezik
(termikus + plazma), igy az eredmények e két tényezd egyiittes hatdsat mutatjak. Fontos
megjegyezni, hogy a kémiai mddszerek (ltgos €s ,,piranha’) nem idéznek el6 ilyen valtozasokat
a kristalyosszetételben, a PVDF-membran megtartja eredeti, talnyomorészt y formajat.
(A gyakorlatban azonban a modosulatok hatdsa altaldban nem jelentds a membraneljarasok
teljesitménye szempontjabol.)

A 9. 4bra a plazmakezelt (40 mm kezelési tavolsag és 1 s kezelési idd) és a kezeletlen

PVDF-membranok IR spektrumait dbrazolja 2800 és 3700 cm™! kozott.
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9. abra: PVDF-membran IR spektruménak (v = 2800 — 3700 cm') véltozasai a

plazmakezelés (kezelési tdvolsag: 40 mm, kezelési id6: 1,0 s) hatasara.

A 3022 és 2981 cm™-nél 1évé csticsok a PVDF —CH>— csoportjainak aszimmetrikus és
szimmetrikus vegyértékrezgéseihez rendelheték. Ezek a csticsok mind a kezelt, mind a
kezeletlen mintakban megtalalhatok. Masrészt az aktivalt membranoknal 3100 és 3650 cm’!
kozott egy szé€les cstcs is talalhatd, amely a membran feliiletén 1évo hidroxilcsoportokra utal.
Ezenkiviil két 0j cstics jelenik meg 2853 és 2923 cm™'-nél, amelyek a megvaltozott kémiai
kornyezeti —CH>— kotésekhez rendelhetdk. Ezek az eltolédasok a fluoratomok
hidroxilcsoportokkal torténd szubsztiticidjanak tulajdonithatd, €s hasonl6 azokhoz a spektralis
valtozasokhoz, amelyek a ,,piranha” kezelés hatasara kovetkeznek be [41]. Az aktivalt PVDF

polimerlanc sematikus felépitése €s reakcidutvonala a 10. abran lathato.

17



Hidrogén

y-fazisu /
polimerlanc ‘
Fluor

Kezeletlen membran

Hidroxil-

4

csoport

p-fazisu
polimerlanc

¥ ¥ Y

(@ [

Plazmakezelt membran (t=1,0 s)

a-fazisu /

polimerlanc
Hidroxil-

Plazmakezelt membran (t=1,5 s) csoport

10. abra: Az aktivalt PVDF polimerlanc sematikus szerkezete

¢és a reakcid utja a plazmakezelés soran.

A nedvesitési szog és az FTIR mérések eredményei azt mutatjak, hogy a plazmakezelés

iddtartama befolyasolja a feliiletre rogzitett polaris csoportok mennyiségét és a PVDF polimer

crer

csoportok foként hidroxilcsoportok, a karbonilcsoportok mennyisége elhanyagolhat6.
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4.3.2. Pasztazo elektronmikroszkopia mérések

A  membran keresztmetszetét ¢és az aktivalt feliilet morfologidjat pasztazod
elektronmikroszkdppal (SEM: scanning electron microscopy) vizsgaltam. A kezeletlen és a
kezelt membranok keresztmetszetének SEM felvételeit a 11. 4abra mutatja kiilonb6zd

nagyitasokban.

Kezeletlen

Plazmakezelt:
tavolsag = 40 mm
id6=0,5s

Plazmakezelt:
tavolsag = 40 mm
id6=15s

F— 50um F—— 10um
11. abra: A PVDF-membranok keresztmetszeti SEM-felvételei.

A kezeletlen membran vastagsaga 100 pm, atlagos porusatmérdje 0,45 um, és szalas
szerkezetli, amint azt a 11. dbra SEM-felvételei mutatjak. 0,5 s-os kezelés utan a membran
morfologiaja kissé megvaltozott, a szalak valosziniileg részben megolvadtak a h6 hatdsara, ami
a porusméret-eloszlas novekedését ¢és a poérusszdm csdkkenését eredményezte.
A keresztmetszeti felvételekbdl arra kovetkeztethetlink, hogy a felsé 20 um-es rétegben 1évo
porusok teljesen Osszeolvadtak, és gyakorlatilag eltiintek. A kezelési id6t 1,5 s-ra ndvelve ezek
a hatasok fokozddtak, ezzel a poérusok szama tovabb csokkent, méretiik tovabb nétt. A membran

olvadt tartomanya itt még szélesebb, a teljes keresztmetszet kozel felét (~50 pm) lefedi.
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A korébbi tapasztalatokkal ellentétben a feliileti SEM-felvételeken (12. abra) egyértelmiien

latszodik, hogy a membranok aktivalt oldalan megmaradtak a porusok.

s mom T

Kezeletlen

Plazmakezelt:
tavolsag = 40 mm
id6=0,5s

Plazmakezelt:
tavolsag = 40 mm
id6=15s

F— 10pm
12. abra: SEM felvételek a PVDF-membranok plazmakezelt oldali feliiletérdl.

A latszolagos ellentmondas azzal magyarazhat6, hogy a minta el6készitése soran a vagas
hataséra a feliilet enyhén deformalodhatott, aminek kovetkeztében a keresztmetszeti képeken
kevesebb porus észlelhetd. Ezenkiviil a feliilnézeti képeken is jol lathatdo a kezelési 1dd

novelésének hatdsa, miszerint a porusok mérete nd, szamuk csokken.
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4.3.3. Membranpermeabilitasi vizsgalatok

Annak érdekében, hogy megvizsgaljam a porozitasvaltozas €s a feliilet polarizacidjanak
lehetséges hatdsait a membranok alkalmazhatosagara, permeabilitasi vizsgéalatokat végeztem
kezeletlen és plazmdval kezelt membranokon. Négy modellvegyiilet membranpermeéciojat
vizsgaltam egy PAMPA-szerli, két vizes fazisbol 4llo, a megfeleld szlirdmembrannal
elvalasztott szendvics-rendszer segitségével. Az eredmények altalanosithatdsaga érdekében a
donorfazis (a modellvegyiilet vizes oldata) pH-jat ugy allitottam be, hogy az anyagok
kiilonboz6 ionizacios allapotban legyenek. gy lehetéség nyilik a polaritason alapuld
intermolekularis kdlcsonhatasok egyidejii tanulmanyozasara is. Az alkalmazott modellrendszer

a 13. abran lathato.

Akceptor
»A” elrendezés Hidroféb PVDF
PVDF- 4
Gyorsabb transzport a donor- sziiré- membran
membran hatarfellleten kialakuld membran
elényds kodlcsdnhatasok miatt
— - Polarizalt
Donor ° ® ® .
© Koénnyitett ° réteg
© belépés a membranba ©
¢ Limitalt o
helépés a membranba o
© ° °
Donor ~_ )
»B” elrendezés Hidroféb PVDF
PVDF- 4
Lassabb transzport a donor-membran sz(ré- membran
hatarfellleten kialakul6 kedvezétlen membran
kolcsénhatasok miatt
Akceptor Po:z:;zgalt

13. abra: A plazmakezelés membranpermeabilitasra gyakorolt hatdsanak vizsgalata a

szendvics-plate rendszer két elrendezésében (A és B).

Az alkalmazott modellvegytileteket és a permeabilitassal kapcsolatos f6bb tulajdonsagaikat
a 4. tablazat foglalja 6ssze, a kisérleti elrendezéssel kapcsolatos részletes informacidkat pedig

a Kisérletek és modszerek fejezet (5. fejezet) tartalmazza.
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4. tablazat: A membranpermeabilitasi vizsgalatok soran alkalmazott modellvegytiletek

ionizacios allapota és lipofilitasa.

Modellvegyiiletek pH! | Tonizaciés allapot? | logD?
Mandulasav (MA) 8,0 negativ -2,5
rac-(1-Naftil)etilamin (NEA) 6,0 pozitiv -0,4
Glicin (GLY) 6,0 ikerionos -3,4
5-Metoxibenzol-1,3-diol (ANIS) | 7,0 semleges +1,2

Mint lathato, négy lehetséges ionizacids allapotot vizsgaltam. A kezeletlen és a polarizalt

membranok eredményeit a 14. dbra hasonlitja 6ssze.

©
o
1

I kezeletlen membran +798%
I polarizalt membran

?)-10°

m
o))
o

Fluxus [mol/(s-

MA NEA GLY ANIS
Modellvegyuletek

14. abra: Passziv membrantranszportok fluxusa kezeletlen és plazma altal polarizalt

szirdmembranokon keresztiil szendvics-plate rendszer alkalmazasaval.

A MA, a NEA ¢s a GLY modellvegytiletek ionizalt formai esetében -9, -2 €s -13%-o0s enyhe
fluxuscsokkenés figyelhetd6 meg a polarizalt membranok ,,A” kisérleti elrendezés szerinti
hasznélatakor. A modellvegyiiletek a kezelt oldallal érintkezve mésodrendii kdlcsonhatasokat
alakitanak ki, ezek okozzdk a visszatartast, mely a feliileten rogzitett poldris csoportoknak
(féként hidroxil) koszonhetd. A visszatartds erdsebb a negativ toltéscentrummal rendelkezd
vegyiiletek (MA és GLY) esetében, mely a modellvegyiiletek karbonil-O és a kezelt polimer

felilleti OH csoportjai kozotti hidrogénkotés kialakuldsdnak lehetdségével magyarazhato.

! A vizes donorfazis pH-értékét HCI vagy NaOH oldattal allitottam be.
2 Az ionizécios allapotot szoftveres elérejelzésekkel becsiiltem, pl. lipofilitas adott pH-nal (ChemAxon, logD
Plugin).
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A NEA esetében csak dipol-dipol kolcsonhatds johet 1étre, ami enyhébb hatast valt ki a
membranpermedacidra. A semleges modellvegyiilet (ANIS) esete egyértelmtien jelzi, hogy a
limitald 1épés a donor oldali hatarfeliileten vald fazistranszport. A kezeletlen membrannal
végzett kisérlet esetében a semleges vegyliletek inkabb a vizes fazisban maradnak, annak
ellenére, hogy semleges ionizacios allapotuk miatt elméletileg a legnagyobb membran-
affinitassal rendelkeznek. A kezeletlen membran hidroféb karaktere (lipofilitdsa) akadalyozza
az anyagatvitelt az akceptor oldalra, amikor csak a koncentracidégradiens, mint passziv hajtoerd
iranyitja a folyamatot. A plazmakezelés hatasara megnovekedett feliileti polaritas lehetdvé tette
a semleges vegyiilet bejutdsat a membranba, még a viszonylag erds hidrogénkotések vagy
dipol-dipol kdlcsonhatasok kialakuldsdnak hidnyaban is. A membranba vald belépést kdvetden
a leginkabb apolaris vegyliletek gyorsabban elérhetik az akceptor fazist, ami a permeécio
drasztikus novekedését eredményezi, miutan a sebességmeghatarozo 1épés a feliileti
polarizacioval felgyorsithato.

Amikor a vizsgalatokat az ellenkezd iranyban végeztem (,,B” kisérleti elrendezés), ez az
Osszefiiggés nem volt megfigyelhetd, mely szintén aldtdmasztja a fenti megallapitasokat
Azonos késziilékbeallitasok mellett az anyagatvitel iranyanak megvaltoztatdsa nem oldotta meg
a semleges anyagok belépési problémajat, igy a fluxus nem nétt jelentdsen. A tobbi
modellvegyiilet (MA, NEA ¢és GLY) esetében is sokkal kisebb (statisztikailag nem szignifikans)
valtozasokat figyeltem meg. Ugyanakkor a polarizalt és a kezeletlen membranokon keresztiil
az ellentétes kisérleti elrendezésben is kozel azonos fluxusokat kaptunk.

Osszefoglalva, a membranpermeabilitdsi vizsgalatok igazoltik azt a feltételezést, hogy a
plazmakezelés soran csak a membran felsé rétegeinek porozitasa valtozott meg kismértékben,
valamint megmutattdk a mérési elrendezés fontossagat és a polaritason alapuld hatarfeliileti
hatasok szerepét a membransziirési eljarasok soran. (Ez utobbi hatasok tekintetében hasonld
jelenségek figyelhetok meg lipidmembranok és ionizalt gydgyszerhatdanyagok kozott is a
biomembranok permeabilitasat eldrejelzd vizsgalatokban [59,60]).

A kezelt membranokon megfigyelt transzportfolyamatok kiilondsen elénydsek, mivel a
bemutatott plazmakezelés kovalens moddositast tesz lehetévé anélkiil, hogy a membran
permeabilitasa jelentdsen valtozna. Igy az eredetileg apolaris (hidrofob) és kémiailag inert
membranmatrix a kezelés utan is hasonl6 permeabilitasi tulajdonsdgokkal hasznalhatd, mivel a

membran tombfazisa a plazmakezelés utan is megorizte eredeti tulajdonsagait.
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4.3.4. Oldatfazisui NMR spektroszkopias mérések

A plazmakezelt membranokat deuteralt DMSO-ban oldottam fel, majd plazmakezelés

hataséara bekdvetkezd szerkezeti valtozasokat 'H és '’F NMR spektroszkopiaval is vizsgaltam
(15. abra A, B).

A) -CF,-CH,-CF,-CH,- M t
|
\Mu Intenzitas
/ \‘ novekedés
|| -CHyCFyCFy-CHy

|
-CF,-CF,-CHy-CF,

EV/ L,, J |

-CF,-CH,-CH,-CF,-

LA lM k/&

45 40 35 30 25 2.0 15 10 05
Kémiai eltolodas (ppm)
B -CF,-CH,-CF,-CH,-
) Gt e Intenzitas
csoOkkenés
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|

/
)

|1 ** ¥ !
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15. abra: Kezeletlen és plazmakezelt PVDF-membranok 'H-NMR (A) és ’F-NMR (B)

spektrumai.

A PVDF-referencia-csucsok jellemzése a kozolt tanulméanyok alapjan tortént [61].

A plazmakezelés hatasara a 2,89 ppm-nél 1évé legnagyobb intenzitasti csucs 3,52 ppm-re
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tolodott el, mig annak jellege valtozatlan maradt. Ezenkiviil egy 0j csucs jelent meg 4,09 ppm-
nél. Ezek a valtozasok arra utalnak, hogy a metiléncsoportok mikrokdrnyezete megvaltozott,
ahogy a fluoratomok hidroxilcsoportokkal cseréltek helyet. Emellett 0j csucsok jelentek meg
az alacsonyabb kémiai eltolodas tartomanyaban (0,50-1,50 ppm), ¢és a terminalis
metilcsoportok csticsanak intenzitasa (1,88 ppm) megndtt, ami arra utal, hogy a
plazmaaktivalas kovetkeztében lancszakadas kovetkezett be. Ennek megfeleléen a "F-NMR
spektrumban a -91,95, -93,45 és -132,80 ppm-nél 1évo csucsok intenzitdsa jelentdsen csokkent,
mig a -159,03 ppm-nél 1évo csucs eltlint a plazmakezelést kovetden, ami szintén a fluoratomok
sikeres szubsztituciojat bizonyitja. Ezenkiviil egy 0j csucs jelent meg (-27,88 ppm), €s a
plazmakezelés kovetkeztében a fennmarado fluorjelekben kisebb eltolodasok kovetkeztek be,
mivel a fennmaradé fluoratomok mikrokornyezete megvaltozott a hidroxilcsoportokkal torténd

szubsztiticid miatt.

4.3.5. Aktivalt PVDF-membran funkcionalizalasa

A membranfeliileten plazmakezeléssel létrehozott hidroxilcsoportok lehetdvé teszik
funkcionalis linkerek kovalens rogzitését. A rogzités hatékonysaganak vizsgalata érdekében
egy  sokoldaluan  felhasznalhato, aminocsoporttal ~ rendelkezd linkert, (3-
aminopropil)trietoxiszilant (APTES) rogzitettem kovalensen a membranfeliiletre harom
kiilonb6zé modszerrel, és a szerkezeti valtozasokat ATR-FTIR és NMR spektroszkopiaval
vizsgaltam, a rogzités mértékét pedig UV spektroszkopiaval hataroztam meg. Az alkalmazott

funkcionalizalasi eljarasok a 16. dbran lathatok.
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16. abra: Az aminocsoporttal rendelkezd linkerrogzités harom eljarasanak (M1-M3)

sematikus abrazolasa.

Az elsé modszer esetében az APTES-t onmagéaban, kozvetleniil az aktivalt feliileten
alkalmaztam (M1), a mésodik modszer esetében az APTES kezelést egy szilicium-dioxid
készitettem (M2), a harmadik mddszer esetében pedig a TEOS €s az APTES elegyét hasznaltam
funkcionalizal6 oldatként (M3). A részletes eljarasokat a Kisérletek és modszerek fejezetben
(5. fejezet) ismertetem. A 17. dbra a harom kiilonb6zd funkcionalizaldsi technikaval (M1-M3)

kapott kezelt PVDF-membranok IR-spektrumat szemlélteti.
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17. abra: Kiilonbozo technikakkal funkcionalizalt PVDF-membranok
IR-spektrumai (M1-M3) (¥ = 450 — 1450 cm™).

Lathato, hogy az M1 és M2 mddszerrel kapott spektrumok ebben a tartomanyban nem
kiilonboznek a plazmaaktivalt, médositatlan membran spektrumdtol. Ez azt jelenti, hogy ezek
a funkcionalizélasi eljarasok nem befolyasoljak a konformaciot. Fontos azonban megjegyezni,
hogy a szerkezetben bekovetkezd kis valtozasok valosziniileg azért nem lathatok, mert a teljes
PVDF polimerréteg sokkal vastagabb, mint a moddositott feliilet, és a PVDF jellemzoi
elnyomjak az APTES és a TEOS jellemzdit még ATR-mddban is.

Ezzel szemben az M3 modszerrel kapott membran spektruméban jelentds kiilonbség van.
Az 1029 cm-es abszorpcids cstcs az Si-O-Si rezgésre jellemzd. Ez a cstcs viszonylag széles,
ami tobb, egymastol kissé eltérd Si-O-Si rezgés csucsanak atfedésébdl adodik, mely a hosszi
és komplex sziloxan lancokra jellemzd. Ezenkiviil 455 cm'-nél a Si-O kotések kaszald
rezgésének hullamszama is megjelenik a spektrumban. Az egyéb spektrumban megfigyelhetd
csticsok a PVDF polimerre jellemzoek (pl. 873; 1065; 1179; és 1402 cm™), de ezek sokkal
kisebb intenzitassal jelennek meg, mint a tobbi esetben, mivel az Si-O kotésekhez kapcsolodo
rezgések dominalnak. Ebbdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy az IR-sugar behatolasi mélységében

a detektalt szilicium-dioxid réteg vastagabb, mint a PVDF tombfazisa. Ez a mérési eredmény
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Osszhangban van azzal a megfigyeléssel, hogy az APTES ¢és TEOS egyidejii hozzaadasa (M3
eljaras) fehér réteg kialakulasat eredményezi a membranon és fehér klaszterek képzddését a
funkcionalizal6 oldatban. Mivel ez a vastag feliileti réteg nyilvanvaldéan rontand a membran
permeabilitasat, a tovabbiakban nem alkalmaztam ezen eljarast.

Az IR-spektrumok magasabb hullamszamu tartomanya a 18. abran lathato.
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18. abra: Kilonbozo technikakkal funkcionalizalt PVDF-membranok
IR-spektrumai (M1-M3) (¥ = 1450 — 4000 cm™).

Az M1 és M2 moédszerek esetében egy 3400 cm™! koriili széles csucs lathatd, amely tobb
csucs atfedése lehet. Ez lehet a nem reagélt -OH csoportok vegyértékrezgése és a feliileten 1€vo
aminocsoportok szimmetrikus és aszimmetrikus vegyértékrezgései. Ezen kiviil lehet a Si
atomok szabad hidroxilcsoportjainak rezgése, valamint az adszorbealt viz -OH
vegyértékrezgései is. Az intenzitds nagyobb az M2 moddszer esetében, ahol a membranfelszin
¢és a megkotott APTES kozott 1-10 pm vastag kondenzalt szilikaréteg van, ami tobb szabad
hidroxilcsoport jelenlétére utal. A szilikaréteget alkalmazo M2 eljards nem okoz
membranvastagsag novekedést (a SEM-elemzés szerint), mivel a szilikaréteg nagy része a
porusokban rakodik le. A 2810 és 3100 cm™! kdzotti C-H rezgésekben is véltozas tapasztalhato,

ami a funkcionalizlds kovetkeztében a szénlancok kornyezetében bekdvetkezd szubsztiticiot
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tikkrozi. Az M3 modszer esetében ez a tartomany kiilonbozik az eddigiektdl, ami szintén a
PVDF-membran alarendelt tulajdonsdgait mutatja a kialakult szilikaréteghez képest.
Mindhéarom esetben 1j csticsok figyelhetdk meg az 1500 — 1750 cm'! tartomanyban a plazmaval
kezelt referencidhoz képest, amelyek az NH- 0l16z0 rezgéséhez, valamint az NH3" szimmetrikus
¢s aszimmetrikus deformacios rezgéseihez rendelhetok [62].

Az M2 funkcionalizalasi eljards esetben a szilikaréteg vastagsagat ATR-FTIR
spektroszkopiaval vizsgaltam. A kalibracios spektrumokat 0-100 um vastagsagtartomanyban
vettem fel, majd az M2 eljaras alkalmazasa utdn kialakult réteg vastagsagat a jellemzo

csucsaranyok alapjan hataroztam meg. A szamitasokhoz hasznalt IR-spektrumok a 19. abran

lathatok.
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19. abra: ATR-FTIR alapu vizsgalat az el6aktivalt PVDF membran feliiletén a szilikaréteg

vastagsaganak meghatarozasara, az M2 funkcionalizalési eljaras esetében.
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Az M1 és M2 modszerrel funkcionalizalt membranokat 'H-NMR spektroszkopiaval is
vizsgaltam. A spektrumok a 20. dbran lathatok.
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20. abra: Az M1 (A) és M2 (B) modszerekkel funkcionalizalt membranok 'H-NMR

spektruma.

Mindkét spektrumban megtalalhatok a kezeletlen PVDF-membran jellegzetes csucsai,
példaul 3,06; 2,89; 2,25; 1,92 ppm-nél és az aktivalt membrané, példaul 3,56 ppm-nél. Ez azt
jelenti, hogy a plazma nem a teljes PVDF-membrant, hanem csak annak felsd rétegét modositja.
Az also tartomdnyban 1) csucsok jelennek meg 0,7 €és 1,3 ppm kozott, amelyek a rogzitett
APTES molekula metiléncsoportjainak tulajdonithatok. Mint a két spektrumbdl lathato, a két
funkcionalizalési eljaras (M1 és M2) k6z6tt nincs jelentds kiilonbség. Ez azt is megerdsiti, hogy
az M2 modszer alkalmazasa esetén a PVDF-feliilet és a rogzitett APTES réteg kozotti
szilikaréteg nagyon vékony.

A membréan feliiletén megkotott APTES linker mennyiségét a funkcionalizal6 oldat végsd
abszorbancia alapjan. Az M3 modszer esetében ezt a szdmitast nem végeztem el, mivel a

szilika-klaszterek képzOddése miatt az eredmények nem lettek volna megbizhatdak. A szamitott

értekeket az 5. tablazat foglalja ossze.
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5. tablazat: A rogzitett APTES mennyisége az aktivalt PVDF-membran feliiletén.

Funkcio- Reasslt Fizikailag Becsiilt Becsiilt kovalensen
nalizalasi menniiség adszorbealt | kovalensen kotott | kotott mennyiség
médszer | (mmol/cella) mennyiség mennyiség (m/m%
(mmol/cella) (mmol/cella) PVDF/cella)
Vak 2,09-1072 2,09-1072 0 0
M1 2,14-1072 2,09-1072 5,00-10* 3,75
M2 2,13-1072 2,09-107? 4,00-10* 3,00

A vakminta esetében a funkcionalizaldst olyan membranon végeztem, amelyet nem
aktivaltam eldzetesen plazmaval. Ebben az esetben az UV-spektroszkopiaval meghatarozott
elreagalt mennyiség a modellvegyiilet fizikai adszorbcidjanak tudhaté be. Az M1 és M2
modszerek esetében a reagalt mennyiséget ezzel a vakértékkel korrigaltam. A fennmarado
mennyiség az, amely kovalensen kotddik a feliilethez. A funkcionalizalds utdn a membranokat
gondosan kimostam (IPA és desztillalt viz hasznélataval). A mosast kdvetden ellendrzésképp
tiszta olddszerben aztattam a membranokat, majd UV-spektroszkopidval megmértem, hogy
mosddott-e ki tovabbi modellvegytilet. Ekkor a spektrumon nem volt 1athato a linker elnyelése,
tehat az irreverzibilisen k6tddott a membranhoz.

Osszefoglalva tehat nincs jelentés kiilonbség az APTES linker rogzitésének mértéke kozott
az M1 és az M2 modszer esetében. Ennek megfelelden a membran és az APTES linker kozotti
szilikaréteg nem bizonyult 1ényegesnek, az eldaktivalt feliilet kdzvetleniil APTES-sel valo
kezelése Oonmagédban is elvégezhetd. A rogzitettség mértéke, ami a membranok jovObeni
altalanos funkcionalizéldsa szempontjabdl fontos, megegyezik a monofunkcids linker
kovalensen kotdtt mennyiségével (atlagosan 4,50x10™* mmol/cella), feltételezve, hogy minden
egyes rogzitett linkermolekula aktiv kotOhelyként szolgdl a késdbbi modosithatosag

szempontjabol.
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5. KIiSERLETEK ES MODSZEREK

5.1. Felhasznalt anyagok és karakterizalasi modszerek

A kiindulési anyagokat és reagenseket a Sigma-Aldrich Corporation-t6l (USA, a Merck
tulajdonaban, Darmstadt, Németorszag) vasaroltuk, és tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltam fel.
A nem steril, 96 lyuku, hidrofob PVDF-membrannal (porusméret: 0,45 um) ellatott akril
szlirdtalcakat a Millipore Corporation-t6l (a Merck tulajdonaban, Darmstadt, Németorszag)
vasaroltuk. Gyakorlati okokbol a membranok aljat a hagyomanyos akceptor oldalon kezeltem
plazmaval. Az analitikai vizsgélatok elvégzéséhez a membranokat 6vatosan eltavolitottam a
talcarol.

A nevesitési peremszog méréshez 10 pl desztillalt vizet cseppentettem a membran feliiletére
Hamilton-fecskendével (Hamilton Company, Reno, USA). A cseppekrdl okostelefonnal
készitettem képeket makrd lizemmodban, a nedvesitési peremszogeket Imagel szoftver
(National Institutes of Health, Bethesda, USA) segitségével hataroztam meg. A kdrnyezeti
hémérséklet és paratartalom 25 °C, illetve 60% volt.

Az infravords spektrumok felvétele PerkinElmer Spectrum Two FTIR késziilékkel
(PerkinElmer Inc., Waltham, USA) tortént, univerzalis ATR tartozék fejjel. A PVDF B és y
fazisainak az a fazisokhoz viszonyitott aranya a 837-841 cm ! és 763 cm™! csticsintenzitdsokbol

szamithato ki a kovetkezd egyenlet segitségével [57]:

AL
Fﬁ"‘]’ = (M o0 (1)

o, )-Az63+A~ga0
ahol A_g4q és A763 a 840 cm™ koriili és 763 cm™'-nél 1év6 abszorbacia értékek, valamint K_g4
és K,s3 a megfeleld csucsok abszorpcios koefficiensei (K_gso = 7,7x10* cm?/mol,
K763 = 6,1x10* cm?/mol). Masrészt a B és y fazisok aranya meghatdrozhat6 az 1275 és 1233 cm’

! csticsok kozotti cstics-volgy arany alapjan [56]:

AHg. 1275
Fp=Fp,, - £ 2
B ﬁ+y AHB’ 1275+AH]/; 1233 ( a)

AHy: 1233
E, =F, . Y 2b
4 Bty AHg; 1275 +AHy; 1233 ( )

ahol AHp, 1275 €s AHy, 1233 az 1275 cm'-nél 1évé csics és a legkdzelebbi volgy kozotti
magassagkiilonbség, illetve az 1233 cm™-nél 1évé cstics és a legkdzelebbi volgy kozotti
magassagkiilonbség. Az (1); (2a) és (2b) egyenleteket hasznaltam az kezeletlen és a plazmaval

kezelt PVDF-membranok kristalyos 6sszetételének meghatarozésara.
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Az 'H-NMR és ""F-NMR (300 MHz) spektrumok felvétele Bruker 300 Avance
spektrométerrel (Bruker Corporation, Billerica, USA) tortént. Az NMR-spektroszkopiai
mérésekhez a membranokat deuteralt DMSO-ban oldottam fel.

A modositott porozus membranok szerkezeti elemzése pasztazo elektronmikroszkopiaval
(SEM) tortént a HUN-REN Energiatudomanyi Kutatokézpontban Dr. Fiirjes Péter és Illés
Levente segitségével, masodlagos és visszaszort elektronképek felvételével. A Zeiss LEO
1540XB kétsugaras rendszer (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Németorszag) 2,5 — 2,6x10°'° mbar
oszlopvakuummal és 1,6 — 2,6x10° mbar rendszervdkuummal volt iizemeltetve. Minimalis, 1
kV-os gyorsitofesziiltség €s alacsony elektronsugararam (kb. 50 pA) volt beallitva, az elemzett
struktarak feltoltddésének elkeriilése érdekében, tekintettel a polimer membranok alacsony

elektromos vezetoképességére.

5.2. Atmoszférikus plazmakezelés

A plazmakezelést egy Plasmatreat FG 5001 Openair-Plasma generatorral (Plasmatreat
GmbH, Steinhagen, Németorszag) végeztem. A plazmat stritett leveg6bdl allitottam eld, a
nyomast pedig egy manométerrel felszerelt reduktorral allitottam be. A plazmakezelést egy
Plasmatreat RD1004 forgd plazmafejjel végeztem, amely egy keretre volt szerelve.
A sziir6talcakat egy mozgathatd tartdlemezre erdsitettem, amelynek mozgésat szamitogép
vezérelte. A kezelési id6t a tartdlemez kiilonb6zd sebességli mozgatasaval allitottam be.
A plazmafej és a sziir6talca kozotti tavolsag 30 és 50 mm kozott valtozott. A plazmakezelés

soran 3,5 bar nyomas, 17,5 A aramerdsség ¢€s 280 V fesziiltség volt bedllitva.

5.3. Kisérletterv értékelése

A statisztikai kiértékelést a STATISTICA 13.4.0.14 szoftver (TIBCO Software Inc., USA)
segitségével végeztem. A konfidenciaintervallum minden esetben 95%-os volt. Minden vizsgalt
paraméter szignifikans hatassal volt a kimenetre. Az illesztett modell megfeleldségét F-proba
segitségével ellendriztem, ¢és a modell megfelelonek bizonyult. Az illesztett modell
megfeleldségét a reziduumok grafikus abrdzolaséaval is ellendriztem, vizsgaltam az eloszlas
normalitasat (A) és az illesztett modell fiiggetlenségét (B). A kapott diagramok a 21. dbran
lathatok.
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21. abra: Az elemzés statisztikai validalasa a kisérleti tervben: A) normal valoszinliségi

diagram; B) nyers reziduumok vs. kisérlet szdma.

5.4. UV-Vis spektroszkopias mérések

Az UV-Vis spektrumokat egy UNICAM UV4-100 spektrofotométeren rogzitettem, amelyet
a VIZION 3.4 szoftver (ATI UNICAM, Knutsford, Egyesiilt Kiralysdg) vezérelt.

A modellvegyiilet jellegzetes abszorbanciagorbéje a 22. abran talalhato.
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22. abra: APTES UV spektruma.

A mintak koncentracioit a 223 nm-es hullamhosszon mért abszorbanciaértékekbol

szamoltam ki egy kalibracios gorbe segitségével. A kalibracids gorbe nem volt linearis a teljes

34



vizsgalt tartomanyban (23. dbra, A), ezért 0 kalibracids pontokat mértem egy alacsonyabb
abszorbancia-tartomanyban, hogy megfeleljen a Lambert-Beer kritériumoknak. Ebben a
sziikitett tartomanyban a kalibracios egyenes lineéris volt (R’ = 0,998; 23. abra, B). A mintdk

oldatait ebben a tartomanyban 1év6 koncentracidkra higitottam.

A) B)

0,25 0,15

0,20

750,10

=]

o
1
X

Abszorbacia (-)
o
=
L

Abszorbancia (

0,05

0,05+

0,00

T T T T T 0,00 T T T
0,0 2,0x10°  4,0x10° 6,0x10° 80x10°  1,0x10% 4,0x10°® 6,0x10® 8,0x10°® 1,0x10°

Molaritas (mol/dm?®) Molaritas (mol/dm?®)

23. abra: Az APTES UV-kalibracios gorbéje A) 5x10° és 10* M kozott; B) 5x10° és 107
kozott.

A spektroszkopiai adatokat OriginPro 2018 szoftver (OriginLab Corporation, Northampton,

USA) segitségével értékeltem ki és abrazoltam.

5.5. Kémiai feliiletkezelés

A PVDF-membran hagyoményos kémiai aktivalasat kétféle modon végeztem. A lagos
aktivalast egy modositott irodalmi alapti mddszerrel hajtottam végre [35]. A membrant 200 pl
5%-os vizes NaOH-oldatba helyeztem infraldmpa alé 1 6réra, 40 °C-on. A reakcid befejezése
utan a membrant hdromszor mostam desztillalt vizzel, majd infralampa alatt 24 6ran at
szaritottam 40 °C-on.

A savas ,,piranha”-oldattal torténd aktivalast hasonloan végeztem, egy modositott irodalmi
eljaras alapjan [41]. 750 pl cc. H2SO4 (98%) elegyitettem 4 ml desztillalt vizzel, majd 250 pl
cc. H202-t (30%) adtam az oldathoz folyamatos keverés mellett. Az elegyet szobahémérsékletre
hiitéttem. A kezelés hatékonysaganak fokozésa érdekében a membrant 20 pl metanollal
elénedvesitettem, mieldtt 200 pl ,piranha”-oldatba meritettem volna 10 percre
szobahdmeérsekleten. A reakcio befejezése utan a membrant 6tszor mostam metanollal, majd 24

oran at 40 °C-on infralampa alatt szaritottam.
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5.6. Aktivalt membranok kovalens funkcionalizalasa

Az aktivalt membranok funkcionalizaldsara harom kiilonb6z6 modszert alkalmaztam és
hasonlitottam Ossze egymassal. Az M1-es eljarashoz kizarélag (3-aminopropil)trietoxiszilan
(APTES) oldatot hasznaltam. A hidroxilalt membrant 200 pul izopropil-alkoholba meritettem,
amely 0,15 M APTES-t és 0,5 V/V% H>O-t tartalmazott a szilanszarmazék hidrolizisének
elésegitése érdekében. 24 ora elteltével haromszor mostam a membrant izopropil-alkohollal
(IPA), majd 40 °C-on infralampa alatt 24 6ran at szaritottam.

Az M2 eljarashoz a membranokat 200 pl 0,15 M TEOS-IPA 0,5 V/V% H>O-t tartalmazo
0,15 M TEOS-IPA oldattal kezeltem 24 oran keresztiil, szobahomérsékleten. Ezt kdvetden
haromszor mostam a membrant [IPA-val, majd 0,15 M 0,5 V/V% H,O-t tartalmaz6é APTES-IPA
keveréket alkalmaztam tovabbi 24 6ran keresztiil. A membrant ezutan ismét haromszor mostam
[PA-val, majd infralampa alatt 40 °C-on 24 6ran keresztiil szaritottam.

A harmadik esetben (M3 eljaras) APTES-t és TEOS-t hasznaltam egyszerre: az aktivalt
membrant 200 pl funkcionalizal6 oldatba meritettem, amely 0,15-0,15 M TEOS-t és APTES-t,
valamint 1 V/V% H>O-t tartalmazott [PA-ban. 24 6ra elteltével a membrant haromszor mostam

IPA-val, majd 40 °C-on infralampa alatt 24 o6ran at szaritottam.

5.7. Membranpermeabilitasi vizsgalatok

A donor fazis a kisérleti elrendezéstdl fiiggetleniil a megfeleld modellvegyiilet (250 pl,
0,5 M) 10% DMSO-t tartalmazé vizes oldata volt, mig az akceptor oldalon 150 ul 10%-o0s
DMSO-tartalmti desztillalt viz volt. A membranokat 10 ul DMSO-val eldnedvesitettem IPA
vakuumos leszivasa utdn (3x200 pl). A szendvics-plate rendszer bedllitdsa utan 17 orés
inkubdciot végeztem 20 °C-on. A kisérlet soran a vizsgalt membranok altal elvalasztott vizes
fazisok (donor és akceptor) kozott koncentracids egyensuly kezdett kialakulni. Ezt a passziv
transzport vezérelt membranpermeaciot egy korai, nem egyensulyi allapotban megszakitottam.
A fluxusértékeket az UV-Vis spektroszkopidval mért koncentracioértékek alapjan az alabbi

egyenlet segitségével szamoltam ki:

Cca'Va
tAm’

] =

ahol c. az akceptorfdzis koncentracidja a végponton, V. az akceptorfdzis térfogata, t az

inkubaciods 1d6 és An a szuromembran effektiv feliilete.

crcr

UV-Vis kalibracio6 szerint hataroztam meg 5107 — 10"® M koncentréaciétartoményban (linedris
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koncentraciofiiggd abszorbancia) a kovetkez6 hulldamhosszakon: MA esetében 260 nm, NEA

esetében 280 nm, GLY esetében 230 nm és ANIS esetében 260 nm.

6. OSSZEFOGLALAS

Kutatasaim soran kidolgoztam egy eljarast kereskedelmi forgalomban kaphatd, szabvanyos
szlir6talcak PVDF-sziirdmembranjainak aktivalasara és kovalens funkcionalizalasara, mely a
késobbieknek jelentds eldrelépési lehetdséget nyujthat a nagy ateresztoképességii rendszerek
fejlesztésében.

Elsoként alkalmaztam, majd széleskorlien optimalizadltam PVDF-membranok
atmoszférikus nyomdsu levegdplazméval torténd aktivalasat ¢és az eredményeket
Osszehasonlitottam masik két, kémiai feliiletaktivalasi modszer hatasaival. Vizsgaltam, hogy az
egyes kezelési modszerek milyen hatassal vannak a PVDF szerkezetére. Ennek soran pésztazo
elektronmikroszkopiat, 'H- és '"F-NMR, valamint IR spektroszkopids modszereket,
alkalmaztam, ezen felil permeabilitdsi méréseket végeztem kiilonbozd  toltésh
modellvegyiiletekkel a plazmakezelt membranokon. Végiil harom funkcionalizaldsi eljarast
teszteltem és hasonlitottam Ossze a hatékonysag ¢s megvalosithatosag szempontjabol. UV-Vis
spektroszkopidval vizsgéltam, hogy az egyes esetekben mekkora a membranhoz kovalensen
rogzitett aminolinker mennyisége, mely a munka folytatasaként tovabbi molekulak rogzitésére

nyujt majd lehetdséget.

Jelen munka eredményeinek osszefoglalasaként egy angol nyelvii kézirat is késziil, melynek

tarsszerzdje vagyok:

Adam, B.A ; Spatay, S.; Javor, B.; Laszl6, Sz.; [llés, L.; Fiirjes, P.; Toth, T.; Huszthy, P.; Golcs,

A_*: Covalent functionalization of PVDF-membranes of microtiter filter plates

A kézirat jelenleg biralat alatt all a Scientific Reports (Nature Portfolio, D1) folyoiratnal.
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