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Bevezetés

A nanoszerkezeteken alapuld meghatarozdsokat a bioanalitika legérzékenyebb
modszerei kozott tartjak szamon.[1] Sok esetben lehetdvé teszik az érzékelési folyamat
molekularis szintli kontrolljat, és akar egyetlen molekula detektalasahoz sziikséges
érzékenységet. Ilyen tulajdonsadgokkal birnak a nanopodrusos érzékelok is, amelyek
kifejlesztését egyrészt a sejtmembranba agyazott ioncsatornak miikodési mechanizmusanak
megismerése, masrészt a Coulter szamlalasi elven alapuld vérsejtszamlalok inspiraltak.[2] A
Coulter elven alapuld nanopoérusos érzékelés 1ényege, hogy egy nanopodrus altal korbehatdrolt
rendkiviil kis porustérfogat dsszemérhetd a vizsgalanddé makromolekuldk €és nanorészecskék
méretével. Igy ezek bekeriilése a porusba jelentds mértékben meg tudja valtozatni a pérusban
lev6 oldat fizikai—kémiai tulajdonsagait, pl. elektromos vezetését vagy torésmutatdjat.[3-4]
Az elektrokémiai kiolvasds esetében a poruson athaladdé komponensek a térfogatukkal
megegyez0, nagy vezetésii elektrolitot kiszoritva a porusbdl tranziens porusellendllds
novekedést, karakterisztikus aram pulzusokat eredményeznek. Ezeknek a pulzusoknak a
frekvencidja a részecske koncentracioval, mig az amplitidojuk a részecskék méretével
aranyos. Ennek az elvnek megfeleléen a nanoporusok alkalmasak akar egyedi molekulak és

nanorészecskék detektalasara.

Jelenleg a nanoporusos érzékelés fejlesztésének fo hajtderejét a DNS szalak ultragyors
szekvenalasanak lehetdsége képezi. Ezt a fejlesztést Kasianowicz 1996-ban tett felfedezése
inditotta el miszerint bioldgiai eredeti fehérje nanoporusok alkalmasak DNS szalak
detektalasara.[5] Munkdja soran egyszala DNS lancok elektroforetikus atvitelét valodsitotta
meg a kb. 1.5 nm atmér6jii protein porusokon keresztiil, amely késobb lehetdséget adott
egyedi DNS szalak hosszanak és masodlagos szerkezetének vizsgalatara[6], illetve leglijabban
az alkotd bazisok azonositisara.[7] A bioldgiai nanopérusok instabilitasa, az egy bazis
felbontas biztositasa, illetve az egy molekula szinti méréseknél fellépd sztochasztikus
fluktuaciok rendkiviili nehézségeket jelentenek a DNS szekvendlds gyakorlati koriilmények

kozotti megvalositasara.[6]

Ugyanakkor egy nagysagrenddel nagyobb atmérdjii porusok mar szintetikus uton,
reprodukalhatoan eldallithatok és ezekkel elvileg lehetdség nyilik bioldgiai €és szintetikus
eredetll nanorészecskék meghatarozasara és karakterizalasara, amely még gyerekcipdben jaro

rendkiviil perspektivikus tertilet.



Ezen a kutatasi teriileten Kutatocsoportunk f6 célkitlizése virusok szelektiv
meghatdrozasa. A nanoporusos érzékelés altal nyujtott inherens méretszelektivitds azonban
nem elegendd komplex kozegekben virusok szelektiv meghatarozasara és ez érvényes az
oldatban szuszpendalt nanorészecskék méretének meghatarozasara leggyakrabban alkalmazott
dinamikus fényszoras elvén alapuld rendszerekre is. Raadasul ezeknek a késziilékeknek
tovabbi hatranya, hogy koltségesek, nehezen miniatiirizalhatoak, csak viszonylag nagy
koncentraciok mérésére alkalmasak és komplex mintdkban nem hasznalhatok. Ezek a
hatranyok nem lépnek fel a nanopdrusos érzékeldk esetében, mert ezek egyedi részecskéket
mérnek. A szelektiv szamldlds biztositasdnak érdekében Kutatocsoportunk egy uj elvet
vezetett be, amelynek 1ényege, hogy a ,,passziv”’ nanoporusokat, Un. ,,aktiv”’ nanopdrusokkal
helyettesiti, azaz a vizsgalt komponens és a porus kozott szelektiv kdlcsonhatas jon 1étre.
Ezeknek az aktiv nanoporusos szamlaloknak a kifejlesztése, amely a Bill&Melinda Gates
alapitvany tamogatasat élvezi, képezi Kutatocsoportunk hosszi tava céljat. Ennek a komplex
projektnek az alapja a megfeleld szintetikus nanoporusok kifejlesztése, amelyek lehetdséget

nyujtanak a 100 nm alatti részecskék szamlalasara és méreteloszlasuk meghatarozasara.

Kutatomunkam célja ezeknek a szintetikus nanoporusos szamlaloknak a kifejlesztése és

tesztelése  volt  modellként  alkalmazott  polimer  nanorészecskék  méretének  és

s rer

A szilardtest nanoporusok eldallitdsara alkalmas modszerek tobbsége rendkiviil
koltséges és idGigényes nanofabrikacios technologiakat alkalmaz.[8-9] Ennek megfeleléen
tovabbi feladatom volt a nanoporusok eléallitasara egy koltséghatékony és gyors modszer
kidolgozasa, amely kompatibilis a késébbi alkalmazassal. Igy esett véalasztasunk a kvarc
nanopipettakra, amelyeket kvarc kapillarisok mikroprocesszor kontrollalt 1ézeres huzasaval
allitottam eld. Bar ez a megkdzelités kézenfekvOnek tiinik, nem volt szakirodalmi el6zménye
a nanorészecskék méreteloszlasanak ¢€s koncentracidjanak meghatarozasdra kvarc
nanopipettakkal. Munkamat a nagyobb részecskék szamlalasara alkalmas mikropipettak
eléallitasaval kezdtem, amely soran lehetdség nyilt optikai mikroszkopiaval vizualizdlni a
szamlalas soran a mért jelekhez tartozo jelenségeket a mikropipetta kdrnyezetében. Ezeket a

tapasztalatokat terjesztettem ki a nanorészecskék jellemzésére alkalmas érzékelok

kifejlesztésére.



Irodalmi attekintés

Részecske szamlalas

A Coulter-szamlalo

A hagyomanyos Coulter-szamlald elektrolitban szuszpendalt részecskék szdmlalasat
teszi lehetové.[10] A Coulter szamlalok esetében két elektrolittal feltoltott térfélt egy
elektromosan szigetel6 membrannal valasztanak szét, amelyben - a kereskedelmi késziilékek
esetében - tipikusan egy 20 mikrométer atmérdjli hengeres alaku porus van kialakitva. A két
oldattérbe helyezett elektrod segitségével allandd iondramot generalnak a poéruson keresztiil.
Amennyiben az elektrolit oldatban a pdrus atmérével Osszehasonlithatd, de annal kisebb
méretli részecskék talalhatok, akkor ezek is bekeriilhetnek a porusba és ezaltal az ionaram
csOkkenését okozzak. Ennek egyszerlisitett magyardzata, hogy a szigeteld részecskék a
térfogatukkal megegyezd elektrolit mennyiséget szoritanak ki, ezaltal megndvelik a porus
ellenallasat. A gyakorlatban a részecskéket nyomaskiilonbség segitségével aramoltatjak at a
poruson keresztiil a minta térfélbdl a referencia térbe. Az eredeti Coulter szdmlalo berendezés
sematikus rajzat az 1. abra mutatja be. Jol lathatd, hogy a szuszpenziot hidrosztatikus
nyomaskiilonbség dramoltatja a poruson keresztiil. Az elsd generacids késziilékek az allando
ionaram fenntartdsdhoz sziikséges fesziiltség impulzusokat detektaltak az egyes részecskék
athaladasakor. Ujabban azonban allandé fesziiltség alkalmazasa mellett a részecskék

athaladésa altal okozott aramimpulzusokat detektaljak.
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1. abra: Az eredeti Coulter-szamlalé sematikus abraja, 23-assal jelolve az apertirat, melyen a részecske szuszpenziét
keresztiilaramoltatjak.[10]



Elvileg a kiilonb6z6 nyilasok az atmérdikhez képest kb. 2-60%-os atmérdji
részecskék detektalasara alkalmasak. A kereskedelmi forgalomban kaphaté szamlalok
legnagyobb alkalmazasi teriiletét a vér alakos elemeinek szamldldsa képezi, amely
forradalmasitotta a korabban zommel mikroszkopias technikakat alkalmazd hematologiat és
lehetové tették a manualis, idéigényes miiveletek kivaltasat viszonylag olcso és automatizalt
rendszerekkel. Ezek a késziilékek altalaban egy 20 mikrométer atmérdjii porust/nyilast
tartalmaznak, amely az elsddleges sejtszamlalasi alkalmazasok mérettartomanyara lett
kifejlesztve. Igy a kereskedelmi Coulter elven alapuld késziilékek kimutatasa hatara kb. 0,4
um ¢és legfeljebb 1,6 pm atméréjii részecskék szamlasat teszi lehetévé.[3] A Coulter
szamlalok nagy elonye, hogy a mért elektromos jel nem fiigg a részecske szinétdl

(fényelnyelési tulajdonsagaitol), torésmutatdjatol, alakjatol és dsszetételétol.

Ugyanakkor a Coulter szamlalokat alkalmazzak kiilonb6z6 egyéb pl. kornyezeti és
¢lelmiszermintdkban talalhato sejtek, részecskék szadmlasdra is. A széleskorli alkalmazés
szemléltetésére egy par példa: tengeri mikroorganizmusok analizise[11], ipari sziirések
hatékonysaganak  vizsgalata, baktériumok  méretének[12] és  koncentracidjanak
(novekedésének), meghatarozasa, illetve porszennyezédés, pollen, mikrobuborékok[13] és

csiszolo anyagok jellemzésére.

Méretcsokkentés

A kereskedelmi Coulter szamlalok viszonylag nagy laboratoriumi késziilékek annak
ellenére, hogy tulajdonképpen az elektrokémiai és fluidikai rendszer miniatiirizalasdnak nincs
elvi akadadlya. Ennek megfeleléen jelentds erdfeszitések torténtek miniatiirizalt,
mikrofluidikai Coulter szamlalok kifejlesztésére, amelynek a hajtoereje a minta térfogatanak

csokkentése, illetve a hordozhatd, olcsé késziilékek széleskort alkalmazhatosaga.[14]

A nagy elvi attorést azonban nem a fluidikai rendszer és/vagy az elektrodok
miniatiirizalasa jelenti kiilonb6z6 mikrofabrikacios technologidk alkalmazasaval, hanem a
poérusok méretének csokkentése. Tekintettel, hogy a Coulter-szamlalo az alkalmazott porus
atmérdjének 2-60%-anak megfeleld atmérdjii részecskék analizisére alkalmas, a porus
méretének csokkentésével a detektalhatd részecskeméret-tartomany als6 hatdra akar
molekularis szintre is kiterjeszthetd. Fontos kihangstlyozni, hogy ez a kiterjesztés nem egy
egyszerli méretcsokkenést jelent. A nanotartomanyban a szdmlalt részecskék és a porus

feliiletének a hatasa felértékelddik €s olyan nanofluidikai jelenségekkel, illetve porus-



részecske kolcsonhatasokkal kell szamolni amelyek a mikrométeres tartomanyban nem

fordulnak elé. [3]

A jelenleg hasznalt legkisebb porus az a-hemolizin fehérje, mely onrendezddéssel a
lipid kettdsrétegben egy 10 nm hosszu és legkeskenyebb keresztmetszetében 1,5 nm széles
porust képez. Ezt az egyporusu membrant helyezik két félcella koz¢ és az adott fesziiltség
hatasara atfolyd aramot detektaljak. [15] Ezen a péruson egy-szali DNS és RNS molekuldk
elongalt konforméacioban keresztiil tudnak haladni,[5] ami alapot adott a DNS szekvenalasra
alkalmas rendszerek fejlesztésére. A biologiai nanopdrusos érzékeldk alkalmazasat azonban a
lipid kettdsréteg stabilitasa korlatozza. Ennek athidalasara keriiltek el6térbe a kiilonb6zo
szintetikus nanopérusok, melyek magukban hordozzak a gyakorlati alkalmazas lehetdségét.
Tovabbi eldnylik, hogy sokkal nagyobb flexibilitdst nyudjtanak a poérus méretének és
geometridjanak beallitdsara. Figyelembe véve, hogy a jellemzden alkalmazott bioldgiai
eredetli porusok atmérdje mar anndl is kisebb sem, hogy fehérjék athaladasat kézvetleniil
detektalni lehessen, tekintettel a dolgozat célkitlizésére a kdvetkezokben csak a szintetikus,

szilardtest nanoporusokkal végzett nanorészecske szamlalasi kisérleteket mutatom be.

Az els6 sikeres miniatiirizalasi kisérletet DeBlois és tarsai végezték, akik olyan
szubmikronos, nyom-maratott, egyetlen 0,4 upm-es poérust tartalmazdé membranokat
készitettek, melyekkel kiilonb6z6 100 nm koriili virusok méretének jellemzeését €s
koncentracidjanak meghatdrozasat tudtdk elvégezni. [16] A moddszerrel a virusokat,
természetes allapotukban — fluidumban szuszpendalva — vizsgalhattdk, ellentétben az
elektronmikroszkopos modszerekkel. A DeBlois altal javasolt Coulter-szamlalo a
spektroszkopiai modszerekkel szemben akkor is hasznalhatonak bizonyult virusok
vizsgalatanal, amikor a minta komponensek mérete kevéssé tért el, athidalva a tormelékek és
polidiszperzitis okozta problémakat. Erdekes modon DeBlois ittoré munkaja utan kevés
eréfeszités tortént a szintetikus nanoporusok virusok és egyéb nanorészecskék detektalasara
val6 alkalmazasara. A kovetkezo szamottevo kisérlet Uram és munkatarsai nevéhez fiizodik,
akik egy 650 namométer atméréji porust alkalmaztak virusszamlalasra.[17] Munkajuk
jelentdségét az adja, hogy bebizonyitottak: idedlis koriilmények kozott a virusmintdhoz
antiszérumot adva, az antitest-virus konjugatum jelentésen nagyobb arampulzus amplitadot
eredményezett az athaladas soran, mint amit a virus szamlalasa soran mértek (2. abra). Ez

tulajdonképpen lehetdséget ad virusok szelektiv meghatérozésara.
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2. abra: Szubmikronos nanopoérusok alkalmazasa virusok szelektiv szamlalasara. A virusok burokfehérjéihez
szelektiven kot6dé antitestek jelentésen megnévelik az athalado virus-antitest konjugatumok altal okozott
arampulzusok amplitidéjat.[17]

A Coulter szamlalas elméleti hattere

A Coulter-szamlalas elvi hatterét DeBlois kezdte kidolgozni, a Maxwell altal szigeteld
gombok hig szuszpenzidjara felirt tgynevezett effektiv ellenallas (per) segitségével. [18]
Maxwell az effektiv ellenallast a gdmbdk szuszpenziobeli térfogathanyadanak sorfejtésével

irta fel (1. egyenlet):

3f
Pet = p(1+? +....)

1. egyenlet: Maxwell sorfejtés a szuszpenzié effektiv fajlagos ellenallasanak definialasara.

L hossziisagu, D atmérdjli, p fajlagos ellendllast fluidummal toltott porus ellendllésa,

ha L >> D (2. egyenlet):

_4pL

Ry nD?

2. egyenlet: A p fajlagos ellenallast fluidimmal t6ltott porus ellenallasa.

Ha L és D 6sszemérhetd, akkor L-t (L+0,8D)-vel kell helyettesiteni, hogy a belépési ellenallas

miatt a porus hosszat szamolasnal korrigaljuk.



A porusba bekeriilé d atmér6jii gomb térfogathanyada a porushoz képest (3. egyenlet):

2d®

f=
3D’L

3. egyenlet: a pérusban tartézkodo gomb és a pérus térfogatanak hanyadosa.

Az 1-3. egyenleteket felhasznalva egy szigetelé gdmbot tartalmazé porus ellenallasa:

dp L (4pL d?
R, =—% :( 2j1+ — +..
i) D DL

4. egyenlet: R, a porus ellenallasa a szigetel6 gomb jelenlétében

Az 1-4. egyenletekkel a gomb altal okozott ellenallas valtozas, ha a d << D feltétel teljesiil:

4pd®
AR=R, R, =~

5. egyenlet: A gomb altal okozott ellenallas valtozas, d a gomb, D a pérus atmérdje.

DeBlois ellenallas valtozast definialo formulajat (5. egyenlet) Crooks és csoportja
hasznalta fel szén-nanocsoves Coulter-szamlalojuk leirasahoz. [19] Amennyiben detektalhato
részecske nem tartozkodik a porusban, AE, fesziiltség alkalmazasa esetén az dramerdsség az

alabbi képlettel fejezhetd ki:

) KTl:dpzAEp
j=—"""
P 4(1,+0,8d))

6. egyenlet: Alapvonali aramerdsség a porusban. k az elektrolit fajlagos vezet6képessége, d, a pérus atmérdje, 1, a
porus hossza, AE;, a membranpotencial.
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Figyelembe véve az ellenéllas valtozast, a poruson athaladé szférikus részecskék altal okozott

arampulzusokat az alabbi formula irja le:

Al ?
%o s,y

i, (1, +08d,)d,’*

7. egyenlet: Részecske altal okozott Arampulzus. d; a részecske atmérd, S(d,,,d;) korrekcios faktor (a pérus és a
nanorészecske atméréinek aranyatdél fiigg) .

Az 4drampulzusok amplitidoibdl kiszamithatd az athalado részecskék mérete. Lathatd, hogy a
részecske atmérd kis valtozasa is jelentds pulzus amplitid6 valtozast eredményez a kobos
fliggés miatt.[20] Ez felhasznalhatd polidiszperz részecske oldatokban az eltéré méretii

komponensek megkiilonboztetésére. [21]

A részecskék kiilonbozO anyagtranszport mechanizmussal haladhatnak at a poruson:
hidrodinamikai, elektroforetikus, elektroozmotikus ¢és diffaziés transzporttal. Ennek
megfelelden a kovetkezd altalanos képlet irhatod fel az dthaladas sebességére figyelembe véve

mind a négytipustl anyagtranszport hozzajarulasat a részecske mozgasara:

2

d
v, =L AP+ A -

. %y AE,, + D, Ac
32nl, I

4l c.l

p p s°p

S

8. egyenlet: részecske athaladas sebessége: 1 és ¢ az elektrolit viszkozitisa és dielektromos allandéja, {, a porus
falanak zéta-potencialja, pu; és D, a részecske elektroforetikus mobilitasa és diffizié allanddja. A A-val jelolt tagok a
részecske transzport hajtéerdi, a nyomas-, a potencial- és a koncentracié gradiens.

A Coulter szamlalok esetében a diffuzids tag elhanyagolhato. A részecskék atlagos athaladasi
sebességét meg lehet hatarozni az egyes pulzusok idétartamabdl (ennyi ideig tartdzkodnak a

porusban), de meghatarozhato a részecske fluxus alapjan is [19]:

4]

Vs = 2
ncd,

S

9. egyenlet: J; a részecske fluxus, ¢ a részecske koncentracio.
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A 9. egyenlet érvényességét és alkalmazhatosagat vizsgalta Crooks és tarsa szén
nanocs® alapi szamlalojaval. [19] Munkdjukban a részecske transzport elektroforetikus és
hidrodinamikai aspektusait vizsgaltdk. A mért részecske fluxus (9. egyenlet) alapjan
kiszamitottdk vs értékét. Allando fesziiltség mellett nyomas-valtoztatassal a hidrodinamikai
(1. tag), illetve allandé nyomaskiilonbség mellett fesziiltség valtoztatassal az elektroforetikus
(2. tag) transzport komponens koefficiensét hataroztak meg. Mivel a szén nanocsé falanak

nincsen toltése, igy az elektroozmotikus tag elhagyhato.

Késobb Crooks és tarsai egy hasonld, de jobb jel/zaj viszonyl szén nanocsdves
szamlaloval [22] feliileti toltés és részecskeméret egyidejli meghatdrozédsara alkalmas
szamlalot publikaltak. A méret meghatarozasa az arampulzusok amplitidojanak mérésével, a
7. egyenlet megoldasaval torténik. Az altaluk meghatarozott atmérdk jo egyezést mutattak
sajat transzmisszios elektronmikroszkopos és fényszoras méréseik eredményeivel valamint a

gyarté altal megadott értékekkel. [23]

A feliileti t6ltés a részecske atméréjének meghatarozasaval és jo idéfelbontassal mért pulzus

szélesség (athaladasi 1d6) alapjan szamolhat6 ki. Ehhez fel kell hasznalni az elektroforetikus

crer

H=(|p+o,80|p)( Ew  |_ Q
At |, +08d, | 2mnd,(1+d,/2dy)

10. egyenlet: At a részecske altal okozott pulzus szélessége, dp a Debye-hossz az adott ionerdsségen.
Q a részecske feliileti toltése.

0- 2m(l, +0,8d)*d (1+d,/2dy)
- E,, At

11. egyenlet: Az elektroforetikus mobilitas kifejezései Q-ra rendezve. Ey, = AEy, (8. egyenlet)

A kisérleteik soran kis és nagy toltéssiiriségli latex-részecskéket is hasznaltak.
Mindkét részecske atméréje kb. 60 nm; az egyik 120, a masik 24220 feliileti karboxil-
csoportot tartalmaz. Kis toltéssiiriség esetén az elméleti adatokkal jo egyezést kaptak, mig
nagyszamu karboxil-csoport esetén masfél nagysagrenddel kisebb eredményt szamoltak a
megadottnal. Szigoru értelemben ezzel a mddszerrel elektrokinetikus toltés hatdrozhatdo meg,

melynek értékét a hidrodinamikai térfogatban taldlhato egyéb ionok toltései is befolyasoljak.
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Ez és nagy tOltésstriiség esetén a Debye-Hiickel kozelités érvénytelensége okozhatta az

eltérést a 24220 karboxil-csoportot tartalmazo részecskék esetén.

A mért adatok nemcsak a részecske méretérol és feliileti toltésérél hordoznak informaciot. Az
ugy nevezett szamlalasi frekvenciabol (a részecske fluxushoz kothetdé mennyiség)
kozvetleniil, kalibracid nélkiil meghatarozhat6 a részecskék koncentracidja [22]. Amennyiben
a dominans transzport mechanizmus elektroforetikus, akkor az aldbbi egyenlet alapjan
torténhet:

ndpz uE,,

JS = CS
4 1,+08d,

12. egyenlet: Js a szamlalasi frekvencia, Ey a potencialkiilonbség a pérus két oldalan, p az elektroforetikus mobilitas,
C, a részecske koncentracio.

Egymas mellett szdmlalva a kis és nagy toltéssiirliségli részecskéket, a mdodszer alkalmasnak

bizonyult a részecskék megkiilonboztetésére a pulzus szélességek alapjan.

60 T T T T

IDC-PS : Bangs-PS

9 40 49:1 (C)

c S

3 20

(&)

0 2 4 6 8 10
At (ms)

3. abra: Kiilonbo6z6 toltésii részecskék athaladasi idejeinek eloszlasa. [22]

Mivel a transzportfolyamat elektroforetikus komponense dominans, a nagyobb
elektrokinetikus toltésti részecskék haladnak at gyorsabban. A részecske koncentracio
aranyokat ugy allitottak be, hogy az Osszkoncentracid megegyezzen az egyrészecskés
szamlalasoknal beallitottal (5x10™db/mL). A 3. abran IDC-PS-sel jeldlték a kis toltéssiirliségii

részecskét, a koncentracié aranyok eszerint értelmezendok.
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Amennyiben a részecskék kozott nincs kolesonhatas az alabbi egyenlettel adhaté meg a teljes
szamlalasi frekvenciara: (Js tota1)
CS 1 CS 2

Y ‘]51+ ' ‘]5,2

o = ==
s,total ,
Cs,O Cs,O

13. egyenlet: C;; C;, a részecskék koncentracioi, Js; Js ,a szamlalasi frekvenciaik 5x10*db/mL-es oldatukban.
C, az dsszkoncentracié a keverékben. (C,;+C;,)

Eszerint a szamlalasi frekvencia linearisan fiigg az egyes komponensek moltortjeitdl. Ezt az

Osszefiiggést kisérleteikkel igazoltdk az §sszedllitott részecske keverékekre.

DNS-molekulak elemzésekor a szamlalasi frekvencia ndvekedését eredményezte a péruson
keresztiil sogradiens létrehozdsa. A transzportot eldsegitette, amikor a molekuldk a kisebb
ionkoncentraci6 feldl a nagyobb felé haladtak at a poruson, forditott esetben gatolta. Ezzel az

ugynevezett elektrosztatikus fokuszalassal novelhet6 a szamlalasi frekvencia.[24]
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Részecske transzport konuszos poérusokban

Az irodalomban nagyon kevés a fellelhetd cikk ilyen aszimmetrikus geometridju porusokkal
kialakitott Coulter-elvii szamlalokrol. White és tarsai nem rég kozolték kisérleteiket [25],
amelynek soran konuszos porusokkal szamlaltak nanorészecskéket. Az alkalmazott
iivegporusok eldallitasnak alapjat egy eldzdleg elektrolitikusan kihegyezett fémszal iiveg
kapillarisba vald olvasztasa képezte hasonldéan a voltametrids mikroelektrédok készitési
eljarasahoz. Ezt kovetden, az tivegfelesleget csiszoldssal eltavolitottdk felszabaditva a
fémhegy korong alaku keresztmetszetét, majd feloldottak a fémhegyet a porus kialakitasahoz.
A porus atmérét jelentdsen befolydsolta az iivegfelesleg eltdvolitasa utdn az livegcesiszolas
leallitdsanak ideje, mert minél tovabb tartott a csiszolds anndl nagyobb volt a fémhegy korong
alaku keresztmetszetének atmérdje, azaz a porus atmérdje. Kisérleteik soran kb. 240 nm
sugard, azaz 480 nm atmérdji porussal vizsgaltak a 160 és 320 nm atmérdjii polisztirén
részecskéket. A méréseik sordn a részecskéket elektroforetikusan mozgattak keresztiil a
péruson. 0,01 M-os KCI elektrolitot alkalmaztak, mert nagyobb ionerdsségnél tulzottan
lecsokkent a részecskék C-potencialja. COMSOL programban véges-elem szimulacioval
tengely szimmetriat feltételezve kiszamoltak a konusz alakti porusban detektalhato

aszimmetrikus jelek alakjat:

v a b
il — 3.56 3.80
® h“u,-"-""-""""!-‘-‘r"w_ o WAt 375/ L O a
Ag/AgCI __ 3524 o ' g
E / E 3.70 1!
E 948 . E 365 L
i) Kisérlet o L Szimulacio
<< <C -
belsé * . 3444 3.60 -
o 4 . -
kilsé v 3.554 5
. 340 +—r—v—v———vv————
. g g 0o 1 2 3 4 5 6 7 0o 1 2 3 4 5 6 17
L% e g ? Id6 (ms) Id6 (ms)

4. abra: A mérési elrendezés, a konuszos porusban detektalt és szimulacioval szamolt jelalak dsszevetése. [25]

Lathato, hogy a pulzusalak (4. abra) logikailag megfelel a kisérleti elrendezésnek, azaz a
részecskék a konusz keskenyebb végébe 1épnek be, €s az érzékeld zonat a szélesedd vége felé
haladva hagyjak el, vagyis a kiils6 oldatbdl haladnak a belsé oldat és a munka elektrod felé.
A szilanizalo szerekkel modositott livegmembran nanoporusanak falat semleges toltésiinek
tekintették. Kiszamitottdk az ion fluxust és az elektromos mezOt a pdrus nyiladsdban

»részecskementes” allapotban. Ezutan a részecskét Az 1épésenként atvitték a poéruson, minden
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pontban kiszamitva a megfelel$ ionfluxust. igy egy részecske helyétdl fiiggé arampulzust

kaptak.

_L
A=

14. egyenlet: Toltott részecske migracioja elektromos térben. v és E a helyfiiggo részecske sebesség és elektromos
térero, p a részecske elektroforetikus mobilitasa.

A részecske elektroforetikus mobilitdsat (-potencial mérések eredményeibdl szamoltak, az
elektromos térerdt a szimuldciok alapjan hatdroztdk meg. Igy megkaptak a részecske
sebességét, mint helyfiiggvényt, ezzel pedig meghataroztak az id6fiiggd aramjelet (4. abra).
A kisérleti és szimulalt jelek amplitGdoinak eltérését a szimulacido soran alkalmazott

egyszerlsitd feltételeknek tulajdonitottdk. A podrus falat semleges toltéstinek tekintették, és

feltételezték, hogy a részecske feliileti toltése nem befolydsolja a porus vezetését.

Végeztek kisérleteket 230 nm sugartl tiveg nanopérus membrannal 80 és 160 nm radiuszu,
azaz 160 és 320 nm atmérdjii részecske keverékek szamlalasara. A keverékben a kisebb

részecske koncentracidja 1x10° db/mL, a nagyobbé 1x108 db/mL:

b a
g 40- 210.3
b £ 10.1
= 2] £ 10
% & “ 9.9 /
uw_| 0 11! II“lll.ull al \ . | | 80nm " _160_nm :
0 100 200 300 400 0 20 40 60 80 100 120
T (us) 1d6 (s)
= © ‘
3.01 o
. :;!'Sl.-
_ 2.04 _
1.04 2 : .04,
1 !:!!lll""!!l:l': s * 21 E
0'0-' v - v T 1 . T T T T T 1
0 100 200 300 400 10 20 30 40 50

T (us) Esemeények szama

5. abra: (a) Aram-idé gorbe a keverék mérésekor 600 mV fesziiltségen. (b) Az athaladasi id6k hisztogramja.
(c) 2D hisztogram a szazalékos aramcsokkenés és athaladasi idé abrazolasaval. (d) Pulzus-amplitidé hisztogram.[25]
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Az 5. abran pirossal jel6lték a 160 és feketével a 320 nm atmérdji részecskék jeleit. A kisebb
részecskék gyorsabban haladnak és kisebb pulzust okoznak. Lathat6d, hogy a kiilonb6zd
méretll részecskék okozta jelek jol elkiiloniilé csoportokban jelennek meg a hisztogramon, igy
a részecskék méretének €és koncentraciojanak meghatarozasat is lehetové teszi a konuszos

alaka Coulter-szamlalo.

White ¢€s tarsai alig egy éve publikaltak egy masik tanulméanyt [26], amelyben a nyomas
vezérelt részecske transzport-jelenséget tanulmanyoztak. 210 nm sugara (420 nm atmér6jii)
pérusban tanulméanyoztak 120 nm sugara részecskék (@ = 240 nm) konvektiv transzportjat. A
mérések soran 0,1 M-0s KCl-ban dolgoztak az elektroforetikus transzport minimalizalasa

érdekében (részecskék (-potencialja csokken):

: ‘: l_l‘ i “{\.: ‘r
<« szivas
— nyomas - '/
L
bels6
kilsé

6. abra: Mérési elrendezés a nyomas szabalyzasara alkalmas kisérlet esetén.[26]

28.2 Nincs nyomas 30.0

28.04 29.8

27.84 29.6

27.64 294

2744 29.2

27.24 T T T T 1 29.0 T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Id6 (s)

7. abra: Nyomas alkalmazasanak hatdsa a részecske transzportra. A - irany az oldat bels6 térbe aramlasat
eredményez6 nyomascsokkenést jelent. A membranpotencial 200 mV, munkaelektréd a belsé oldatban.[26]
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Nyomasmentes allapotban a részecskék transzportja elektroforetikus és  diffazios
mechanizmusbdl eredhet (7. abra). A szivas (6. abra) novelése, az ataramlo oldat (ezaltal
részecskék) mennyiségét befolydsolja. Ez a mért alapvonal dramerdsséget is megnoveli, mert
az ionok gyorsabban aramlanak keresztiil az érzékeld zonan. A jobb oldali gorbén a jelek

amplitidoi a miszer alul-ateresztd sziiréje miatt csokkentek le.

Ebben a publikacidoban szintén véges-clemes modszerrel szimulaltak a részecske transzportot
a poruson keresztil (COMSOL). A szimuldciés modellezésen kiviil analitikusan is

megoldottak a problémat, a Hagen-Poiseulle egyenlet konuszos pérusra megoldasaval.

A szimulacid és az analitikus megoldas részletes ismertetésétdl ehelyiitt eltekintve az alabbi

eredményt kaptak:
80 - Analytical solution (210 nm, 10°)
~ = - Simulation (210 nm, 10°)

v 704. . .. Simulation (230 nm, 9°)
< goJ =+~ Simulation (190 nm, 11°) f
-g » Experimental measurement ./ /
S 50- L~ <5
> e z P
S 404 RO
E ot P = /'/
‘g 301 _“‘//A/'/
= Y
— 20- Te ® /_/
~§ a ‘/./'

104 o -
w 101

o L L] L] 1

0 -50 -100 -150 -200

Beallitott nyomaskilonbség (Hgmm)

8. abra: Az analitikus megoldas, a szimulaciok és a kisérleti eredmények dsszehasonlitasa.[26]

A 3 féle szimulacio (8. abra) elvégzésének oka, hogy kénuszos porus esetén a térfogataram
nyomasfiiggésének meghatarozasanal szamit a kp félszoge, ezt valtoztattdk az egyes
szamitasoknal. A linearis szamlalési frekvencia — nyomaskiilonbség 0sszefiiggés oka, hogy a
részecske transzportot féleg az elektrolit konvektiv aramlasa befolyasolja. Az oldat atlagos
sebessége egyenesen aranyos a bedllitott nyomdskiilonbséggel. A szamlalasi frekvenciat a
térfogataram ¢€s a részecske koncentracid szorzataként kaptak meg az analitikai megoldas és a

szimulacidk soran.
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Nanopipettak egyeniranyito hatasa

Korabban felmeriilt, hogy kis atmér6jii nanoporusok hasznalatakor kiilonleges nanofluidikai
jelenségekkel kell szamolni. Erre példa az 1997-ben Bard és tarsai altal a nanopipettak
esetében tapasztalt rektifikalasi (egyeniranyitasu) effektus. [27] Nanopipetta elektrodokkal
végzett méréseik soran nem linearis aram-fesziiltség Osszefiiggést tapasztaltak kisebb
ionerdsségek esetén.(9. abra) Mivel az aramot a porus ellenallasa hatarozza meg, ezért a
makroszkopikus rendszerek analdgidjara ohmikus viselkedést vartak, ugyanis ez a jelenség

nem tapasztalhaté mikropipettak esetén, ahol linearis I-E karakterisztikat tapasztaltak.

100 1

0.0 1

Aram (10-19A)

-100 4

-6.0

04 -02 00 02 04 04 02 00 02 04 .04 -02 00 02 04

Fesziltség (V)

9. abra: Ciklikus voltametrias gorbék: 1; 0,1 és 0,01 M KCl elektrolitban. A fesziiltség tengelyt a belsé Ag/AgCl szalon
mérheté potencidlnak kell tekinteni a kiils6, ugyanolyan koncentracioju KCl oldatba meriilé6 Ag/AgCl referencia-
elektrodhoz képest.[27]

A 9. abran lathato, hogy toményebb, 1M-os KCl oldatot hasznalva az egyeniranyité hatds nem
jelentkezik, ugyanakkor tized moélos oldat esetén mar jellegzetes a hatds, ami szazad molos
elektrolit esetében tovabb erdsodik. A jelenség hatterében az all, hogy a kvarc nanopipetta
belso fala negativ toltésti (a kvarc nanopipettak fala semlegeshez kozeli pH-n negativ toltési,
a feliileti szilanol-csoportok deprotonalodasa miatt) és ennek megfeleléen egy elektromos
kettos réteg alakul ki a porus belsejében. A rektifikalo hatas akkor alakul ki a konikus alaku
nanopipetta poérusok esetében, amikor a pipetta atmérdje €és az elektromos kettdsréteg
vastagsaga (Debye-hossz) hasonld mérettartomanyba esik. Ebben az esetben a nanopoérus
kation permszelektivitassal rendelkezik, azaz a nanoporuson keresztiili iontranszportot
dontéen kationok biztositjak. A permszelektivitds még nem eredményez Onmagaban nem-
linearis karakterisztikat. Ugyanakkor a nanopipettak aszimmetrikus konikus geometrigja
eltéré kation transzportot biztosit az elektrod polaritds fliggvényében. A jelenség intuitiv

magyarazata, hogy pozitivan polarizalt nanopipetta elektrod esetében a kalium kiaramlas egy
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folyamatosan sziikiilo térbdl torténik a kiilsé oldatba, mig negativ polarizacid esetén a
kaliumionok hemiszférikus diffuzioval jutnak be egy taguld keresztmetszetli térbe. Az utobbi
sokkal hatékonyabb transzportot, ezaltal nagyobb aramszintet biztosit, mint az ellentétes

polarizaci6 esetében.

Martin ¢és tarsai publikdltak egy tanulmanyt, [28] melyben a feliileti toltés jelentéségét az
egyeniranyitd hatasra egyértelmiien bizonyitottdk. A méréshez konuszos Au-nanocsovet
hasznéltak. A porus kisebbik atmérdje 10 nm, igy alkalmas esetben rektifikalé hatas
tapasztalhatd. Az Au-nanocsovet két, ugyanolyan oldatrészletbe meriild Ag/AgCl elektrod
kozé helyezték. A rdadott fesziiltséget, a nanopipettds kisérlethez hasonldan, a pérus kisebb
atmérdjii oldalan 1évo referencia elektréddal szemben a masik oldalon taldlhat6 elektrod-
potencialjaként kell értelmezni. A méréseket 0,1 M KCl és 0,1 M KF elektrolitban végezték
el.(10. abra)

Ki" dllapot
1 ,—,[:UD—I
transzmembran pot. (mV) DDuD” i
A A
-1'0907 -5(')07 " a_“amggu. A A s
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a® =4
D
[}
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D »
DU Be" dllapot
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10. dbra: I-V gorbék 0,1 M KCl-ban (o) és 0,1 M KF-ban (A ).[28]

KCIl-ban a nanoporus ionrektifikalo tulajdonsaggal rendelkezik, de KF-ban nem. A
fluoridionok nem adszorbealodnak az arany feliileten, de a Cl ionok igen, adszorbealt
allapotban is egyszeres negativ toltéssel. Ez arra utal, hogy a negativ toltésti feliiletnek

szerepe van az aszimmetrikus aram-fesziiltség karakterisztika kialakulasaban.
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Hogy igazoljak a feliileti toltés szerepét hasonld kisérletet végeztek olyan arany nanocsével,
melynek feliiletén tiolos merkaptopropion-savat kemiszorbealtak. Itt 0,1 M KF-ban, két
bedllitott pH értéken, protonalt és deprotonalt COOH-csoportok jelenlétében nézték meg az

ionrektifikalo hatast. (11. abra)

2
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11. abra: I-V gorbék 0,1 M KF-dal toltott, 2-merkaptopropionsavval modositott arany pérusokban.
A jelolések:o pH = 6,6 és @ pH = 3,5.[28]

J o

Lathato, hogy a savcsoport deprotondlodasa kovetkeztében a porus fala negativ toltésii lesz és

ionrektifikald hatas tapasztalhatd. Alacsonyabb pH-n a disszociacid visszaszorul €s nem lesz

felileti toltés.

A nanopipettdk és mas konikus porusok egyeniranyitd jelenségét illetve a rektifikalas
mértékét befolyasold tényezoket az utdobbi idoben igen sokat vizsgaltak. [29-31] A pipetta
falanak modositasaval Umehara és tarsai forditott iranyban rektifikalt aramot mértek.(12.

abra) [32]
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12. abra: Poli-L-lizinnel médositott pipetta, a protonalt amin-csoportok megforditjak az egyeniranyitast.
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Szamlalas nanopipettaval

Karhanek és tarsai publikaltdk az egyetlen fellelhetd tanulmanyt, [33] melyben nanopipettat
részecske szamlalasra hasznalnak. 24 bazisbol 4llo, tiol-modositott DNS lancukat 10 nm-€es
arany nanorészecske felilletéhez rogzitették. 10-100 mM KCI oldatot toltottek a pipetta

belsejébe €s ebbe a belsd oldatba helyezték a nanorészecskéket is. A pipetta egy kis térfogata

crer

toltottek fel:
Axopatch
DNS +
Ag/AgCI R i Nanorészecske
elektrod 340 blokad
DNS
.L -360- blokad ‘
— Z ]
= -3804 {
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ﬁ <C I
-4004
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\\\ l Ag/AgCI -4204
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! ) " elektrod 20ms
Nanorészecske- __| & -
DNS kolloid Oldat

13. abra: A mérési elrendezés, illetve néhany pipetta blokkolasi esemény alakja az Aram-idé gorbén.

Erdekes, hogy White-ék mérésével [25,26] ellentétben nem haromszog alaku, hanem
négyszog pulzusokat tapasztaltak konuszos porus esetén. Ugyanakkor fontos kiemelni, hogy a
mérések erdsen kvalitativ jellegliek és nem tortént kisérlet koncentraciofiiggd szdmlalasok

kivitelezésére.

A nanopipettdk  hasznédlata elony0sebb mdas planaris membranokban eldallitott
nanopoérusoknal[33] abban a tekintetben, hogy:
- a pipetta csucs feltoltéséhez sziikséges hossziranyu nyomassal szemben rendkiviil ellenallok,

- az eléallitasukhoz egy viszonylag olcso 1ézeres htzd kell és a nanopipetta gyorsan, egy
1épésben elkészithetd,

- az apertura mérete tetszolegesen valtoztathato a huzaskor alkalmazott paraméterek
beallitasaval.
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Kisérleti munka

Alkalmazott miiszerek

Nanopipettak készitése

A nanopipettakat, amelyeket a kisérletekben hasznaltam P-2000 Micropipette Puller-rel
(Sutter Ins. Co.) készitettem. A P-2000 CO,-lézerrel felszerelt, mikroprocesszor vezérelt

késziilék, amely kiilonb6z6 atmérdjii pipettak huzéasara alkalmas.

A kisérletekhez felhasznalt nanopipettakat Q(F)100-70-7,5 jeldlésti kvarc kapillarisokbol
(Sutter Ins. Co.) készitettem.

Részecske szamlalasi kisérletek

A részecskék szamlalasahoz és a nanopipettak karakterizalasahoz Gamry Reference 600
potenciosztatot hasznaltam. A kisérleteket az elektronikus zaj csokkentésének érdekében

Faraday-kalitkaban végeztem.

A Kkisérletek soran alkalmazott nyomaskiilonbségeket vizzel toltott U-csdves manométerrel
mértem ¢és fecskendds dugattytival szabalyoztam. A folyadék kis mennyiségii festékanyagot
tartalmazott a kdnnyebb lathatosag €s egyszeribb leolvashatosag érdekében. A kisérletek egy

részénél higannyal t61tott manométert hasznaltam.

Nanopipettak és nanorészecskék mikroszkopos vizsgalata

A képalkotd vizsgalatokat a Miszaki Fizikai €s Anyagtudomanyi Intézetben pasztdzo

elektronmikroszkop felhasznaldsdval végeztem. A téremisszids elektronmikroszkop tipusa:
Zeiss-SMT LEO 1540 XB SEM

Nanorészecskék méretének és zétapotencialjanak mérése

A részecskék hidrodinamikai méretét és zétapotencidljat a Miszaki Fizikai és

Anyagtudomanyi Intézetben, Zetasizer Nano (Malvern Ins. Ltd.) késziilékkel hataroztam meg.
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Felhasznalt anyagok

KClI (analitikai tisztasdgu, Riedel de Héen)

KOH (Siegfried AG)

Triton X-100 (Merck)

Polybead Carboxylate 2 um (meghatarozott méret: 2,14 um Polysciences Inc.)
Polybead Carboxylate 0,75 um (meghatarozott méret: 0,75 um Polysciences Inc.)
CML latex 0,3 um (meghatarozott méret: 0,33 um Invitrogen)

CML latex 0,1 um (meghatarozott méret: 0,11 um Invitrogen)

Aldehyde/Sulfate latex 0,1 um (meghatarozott méret: 0,12 um Invitrogen)

CML latex 0,06 um (meghatarozott méret: 0,067 pm Invitrogen)

A felhasznalt oldatok készitéséhez Millipore (18,2 MQ) tisztasagu vizet hasznaltam.

Triton X-100 szerkezeti képlet:

CHs CHs
| |
H3 C—C— CH}' C O(GCH:CH:WH
| |
CH; CHs
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Alkalmazott modszerek

Nanopipettak készitése

A munkam soran felhasznalt nanopipettdkat a mar korabban emlitett Sutter P-2000
pipettahuzo berendezéssel készitettem. A mikroprocesszor vezérelt késziilék CO,-1ézerének
nagy elonye, hogy energia kibocsatasa miatt kvarc kapillarisok hasznalatara — meghtzasara is

alkalmas.[34]

A kisérletek soran felhasznalt mikropipettakat Q100-70-7,5 kvarc Kkapillarisbol, a
nanopipettakat QF100-70-7,5 jelolésti kvarc kapillarisokbdl allitottam el6. A QF kapillaris
tartalmaz egy, a hossza mentén végightizod6, a majdani pipetta feltdltését megkonnyitd
nedvesité szalat. A kapillarisok 1 mm kiilsé, 0,7 mm belsé atmérdjtiek, hosszuk 7,5 cm. A
felhasznalni kivant kapillarisok kiils6 falat a huzas el6tt, etanollal atitatott, szalmentes papirral

attoroltem, hogy az esetleges szennyezddéseket eltavolitsam.

A késziiléket hasznalat elott 15 perccel be kell kapcsolni a 1ézer felmelegedése és minél
kisebb szorasu energiakozlése érdekében. A kapillarisokat a késziilék befogoival kell
rogziteni, majd a biztonsagi fedél lecsukasa utan a megfeleld huzoprogramot végre lehet

hajtani.

14. abra: A pipetta hizo késziilék és két elkészitett nanopipetta [35]
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A huzasokat 5 kiilonbozé paraméter alapjan hajtja végre a késziilék. A beallitdsok
valtoztatasaval kiilonboz6 atmérdji és geometridju pipettakat készithetiink. A kapillarisokat a
késziilék 1ézerrel megvilagitja-olvasztja, majd adott iddpillanatban a befogok segitségével

szétrantja, az anyag elszakad és kialakul a pipetta geometriaja.

A huzas 5 paramétere: [34]

e Heat: (0-999) Ez a paraméter a lézerfény intenzitasat, az atadott energia mennyiségét
szabalyozza.

e Filament: (0-15) A lézer altal a kapillaris hossza mentén pasztazott tartomany méretét
allitja be.

e Velocity: (0-255) A kapillaris kezdetben hossziranyt terhelésnek van kitéve, amely a
hémérsékletének emelkedésével, a kvarc meglagyulasa kovetkeztében, annak megnyulasat
(initial pull) eredményezi. A viszkozitas csokkenésével a nyulas sebessége novekszik,
bizonyos értéket (Velocity) elérve a flités kikapcsol.

e Delay: (0-255) Ez a paraméter a flités kikapcsolasa és a szétrantas kozti idot szabalyozza.
Ha Delay > 128 akkor a rantas a lézer deaktivalasa utan kovetkezik be, ha nem akkor a
1ézer kikapcsolasa elott.

e Pull: (0-255) A rantas (hard pull) er6sségét szabalyozza. Minél nagyobb a beallitott érték
a rantds annal erdsebb lesz, a huzott pipetta csucs atmérdje pedig kisebb. Legalabb 10

egységnyi valtoztatds eredményez szignifikdns hatast az &tméré méretében.

crer

megkonnyitésére. A késziilék egy- és két- (vagy akar tobb) soros programok végrehajtasara
képes. Egysoros programok esetén a késziilék adott beallitasokkal végrehajtja a huzast, azaz
egy felfiitéssel €s rantassal kialakul a pipetta végleges geometridja. Kétsoros miiveletnél, az
elsé 1épésben a kapillaris elvékonyodik-nyulik, majd a masodik 1épésben szakad el és késziil
el a pipetta, ilyenkor két felfiités és rantds torténik, csak az elsd rantds nem eredményezi a
kapillaris két részre szakadasat. Szakdolgozatommal ellentétben ehhez a munkéhoz két soros

huzasokat alkalmaztam. [35]
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A gyarto altal javasolt, mikropipetta készitésére alkalmas alapprogramok:

prog Heat Filament Velocity Delay Pull
52 700 4 55 132 55
~5-7 um 800 4 30 129 40
prog Heat Filament Velocity Delay Pull
53 700 4 55 132 55
~1-2 um 800 4 25 129 10
prog Heat Filament Velocity Delay Pull
54 750 4 55 132 55
<1lpm 800 3 30 129 70

1. tablazat: A gyarto altal beallitott alapprogramok paraméterei kiilonb6zo pipettak készitésére.

A fenti tablazatbol lathatd, hogy melyik program milyen atmérdjii pipettdk készitésére
alkalmas. A munkam soran ezeket az alapprogramokat hasznaltam fel, a kiilonb6z6
részecskek szamlalasara alkalmas pipettak huzasahoz. Nanorészecskék szdmlalasara alkalmas
pipettakat az 54-es programmal illetve moddositott paraméterii 54-es programokkal
készitettem. A gyart6 tajékoztatasa szerint a Pull, tehat a rantas erdsségét megszabo paraméter
novelésével, amennyiben a tobbi értéket valtozatlanul tartjuk, egyre kisebb atmérd;i
pipettacstiicsokat kapunk. Mivel ez a modositas, akkor fejti ki hatasat, amikor a kapillaris el is

szakad, igy a masodik sor Pull értékének valtoztatasaval kaptam egyre kisebb pipettakat.

prog Heat Filament Velocity Delay Pull
54 750 4 55 132 55
<1lpm 800 3 30 129 70
prog Heat Filament Velocity Delay Pull
P120 750 4 55 132 55
<< 1um 800 3 30 129 120
prog Heat Filament Velocity Delay Pull
P150 750 4 55 132 55
<<<1pum 800 3 30 129 150

2. tablazat: A gyarto 54-es programja és a sajat, médositott 54-es programjaim.

A sajatprogramokat P betiivel és az adott Pull szamértékkel jel6lom a tovabbiakban.
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Nanopipettak feltoltése

A nanopipettak feltoltését alapvetéen a szakdolgozatomban [35] mar ismertetett modon, a 0,7

mm atmérdji kapillaris rész feldl, a mellékelt képen lathato eszkozokkel hajtottam végre:

15. abra: A mikro és nanopipettak feltoltésére szolgalo eszkozok.[35]

A dolgozatban bemutatott kisérletekben szerepld pipettak feltoltéséhez az also, sziiréfeltétet
¢s GC-kapillarist integrald fecskend6t hasznaltam. A sziirdéfeltét 100 nm-es porusokat

tartalmazé membranlapot tartalmaz.

A mikropipettak Q jelt kapillarisbol késziiltek, ezek bar nedvesitd szélat nem tartalmaznak,
feltoltésiik méretiikbol kifolyolag nem jelentett gondot, mert a kapillaris rész feldl a folyadék
kiszoritotta a csucson keresztiil az 0sszeszikiilo hegybdl a levegdt. Probléma meriilt fel
azonban a nanopipettak esetén, ezért ezeket QF (filamentumos) kapillarisbol készitettem. A
folyadék a nedvesitd szal mentén eljut a pipetta hegyéig, majd idével a cstcsba szorult levegd
buborék formajaban a kapillaris rész feldl eltavolithatd. Az elektrolithoz adott feliiletaktiv

anyag (Triton X-100) szintén segiti a mikro és nanopipettak feltoltését.

Nanopipettak karakterizalasa

Az elkészitett nanopipettakat karakterizalni kell, azaz meg kell allapitani, hogy a felhasznalési
célnak megfeleld méretli-e a pipetta cslicsanak atmérdje. Ez egy olyan elektrokémiai cella
Osszeallitasaval valosithatd meg, amelynek dramkore a pipetta csticsan keresztiil zarodik. A
nanopipetta érzékeld zondja méretébdl kifolydlag egyértelmiien definialja, az Ag/AgCl
referencia-clektrodok k6zott mérhetd ellenallast. Még a nagyobb részecskék meghatarozasara
alkalmas 6 um-es pipettak atméréje is 2 nagysagrenddel kisebb a kapillaris rész belsd
atmérdjénél (700 um), ezért a pipetta csucsdban fog esni az ellenallas gyakorlatilag teljes,

mérheté hanyada.
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Az elektrolittal feltoltott pipettat a pipetta-befogd (Pipette Holder, WPI, Inc.) Ag/AgCl-
széalara hiizom ra, igy kapom meg a pipetta-elektrodot. A pipetta-tarton van egy harmadik
kivezetés, ezen Keresztiil lehet szabalyozni a nyomast a pipettaban 1év6 elektrolit felett. Az
igy elkésziilt pipetta-elektrodot kozel vizszintes helyzetben meritettem egy, a kapillarisban
1évo elektrolittal megegyezd mindségli €s ionerdsségli kiilsd oldatba, melybe egy masik

Ag/AgCl-szal mertil.

Working, Working Sense

\Gamry Potenciosztat

Ag/AgCl szal

Nanopipena\,
Belsé oldat\

Reference, Counter

Cella ™ \Ag/AgCI szal

e Kiilsé oldat

16. abra: A nanopipettak karakterizalasara hasznalt Kisérleti elrendezés blokkvazlata.
A cella feliilnézetbdl van abrazolva, a pipetta kb. -5°-kal hajlik el a vizszintes siktol.

A cella falan egy V keresztmetszetii bemetszésbe lehet beleengedni a pipetta kapillaris részét.
A Gamry potenciosztat (16. dbra) kivezetéseit Uigy csatlakoztattam az Ag-szalakhoz, hogy a
pipetta-elektrod legyen munkaelektrodként, a kiilsé oldatbeli pedig referenciaelektrodként
kapcsolva. A cellaba toltott 1 ml elektrolit ellepi a pipetta kapillaris részét is, az enyhe dontés
és a pipetta hegyének sziikiilése miatt természetesen a csticsnyilast is. Igy alakithat6 ki olyan
elektrokémiai cella, melynek ellenallasat a pipetta atmérdje szabja meg. A pipetta vizszintes

helyzetére a részecske szamlalasi kisérleteknél térek ki.
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17. abra: A szamlalasi kisérletek és a karakterizalas soran alkalmazott kisérleti elrendezés fényképe.
A nyillal jelolt csatlakozora lehet a nyomasszabalyozo rendszert applikalni.

A pipetta ellenallasanak és karakterisztikajanak meghatarozasdra munkam soran impedancia-
spektroszkopiat és ciklikus voltametrids méréstechnikéat alkalmaztam. A CV mérés soran
aram-fesziiltség fiiggvényt vesziink fel, a fesziiltség folyamatos valtoztatidsa mellett. Ez a
Iépés az irodalmi attekintésben ismertetett rektifikdlo hatds szempontjabol fontos.
Amennyiben rektifikald hatds nincs a pipetta ohmikus viselkedésti és ellendlldsa megegyezik
az impedancia-spektroszkopias mérés eredményével. A mért ellenallas alapjan a pipetta

atmérojét becsiilhetjiikk meg (15. egyenlet):

_ 4'p| tip

d. =
" ond R

base

15. egyenlet: dyj, a cstcs atmérdje, L, az érzékeldé zéna hossza, dy,s. a kénikus alaki érzékelé zona masik végének
atmérdéje, p az elektrolit fajlagos ellenallasa, R a mért ellenallas. [35]

Kihasznalva a 15. egyenletben, hogy dp €s R forditottan ardnyos, a pipetta atmérd egy ismert

ellenallast és méretii pipetta alapjan becsiilheté. (F1)
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Az ellenallas mérés alapjan tehat megallapithato, hogy az elkésziilt nanopipetta megfelel-e a
részecske szamlalasi kisérlet méretfeltételének (kb. kétszer akkora, mint a szamlalni kivant

részecske).

Részecske szamlalasi Kisérletek

A tapasztalataim szerint szamlaldsi kisérleteket linedris aram-fesziiltség karakterisztikaju,
ohmikus viselkedésti nanopipettdkkal Ilehetett elvégezni. Amennyiben a pipetta
karakterisztikaja rektifikalé hatdst mutatott, megprobaltam az oldat ionerdsségét, vagyis a
KCI koncentraciot novelni. Ezzel a modszerrel a rektifikald hatas megsziintethetd, mivel a
kettds réteg a pipetta negativan toltott fala mentén elvékonyodik. Ez a modszer azonban véges
alkalmazhatosdgu a szamlalandd nanorészecskék stabilitdsa miatt, ami az ionerdsség

novelésével jelentdsen csokken.

A szamlalasi kisérletek sordn féleg karboxil-csoportokkal funkcionalizalt latex nano- (és
mikro) részecskéket szamléltam. Az optikai mikroszkop alatt végzett 0,75 és 2 pum-es
szamlalasok tapasztalatai alapjan, a pipetta csucsban kialakuld és eltomddést okozod
aggregatumok keletkezését a pH lugos tartomanyba allitdsaval igen hatékonyan el lehet
kertilni. 9-10-es pH érték mellett a részecskék feliileti karboxil-csoportjai varhatdan teljes
mértékben disszocialt allapotban vannak. Hasonloképpen a kvarc feliiletén talalhato szilanol-
csoportok deprotondldodasa kovetkeztében a pipetta fala is negativ toltésli. Az igy létrejévo
er0s elektrosztatikus taszitd hatds miatt a részecskék adszorbedlodasa a cstics kozelében
meglehetdsen kis valdszinliséggel kdvetkezik be. Amennyiben ennek ellenére is bekdvetkezik
a pipetta eltomddése, akkor a pipetta feletti nyomas ndovelésével, ami a dugatty(l méretétdl
akar a kiils6 nyomés kétszerese is lehet, az aggregitum az elektrolit aramoltatasaval
eltavolithatd a pipetta csucsabol. A nagy szamban disszocialt karboxil-csoportok miatt a
részecskék egymast is taszitjak a létrejott negativ feliileti toltés kovetkeztében. A kapillarisok
feltoltésénél mar emlitésre keriilt Triton X-100 feliiletaktiv anyag szintén a részecskék

stabilitasat noveli az elektrolit oldatban.

Ezen tapasztalatok alapjan a pipetta feltdltése eldtt az oldatok pH-jat 10-re allitottam. A
feliiletaktiv anyag 0,05 térfogatszazalékban volt jelen. fgy a pipetta fecskendds feltdltése

soran elkeriilhet6 az er6és habzas, de a kapillaris falat jol nedvesiti az elektrolit-oldat.
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Az aldbbiakban 6sszefoglalom a mérések soran alkalmazott oldatosszetételt tablazatosan:

Oldat jellemz6 Ionerdsség, Feliiletaktiv H Részecske
Y .
paraméter KCl koncentracio anyagtartalom koncentracio
Mennyiség, vagy Jellemzden 10, értékre allitva | db/mL egységben
. 0,05 viv%
koncentracio 0,01;0,1vagy 1 M a mérés elott megadva

3. tablazat: Oldatosszetétel a kisérletekben.

A részecske szamlalasi kisérletek soran a karakterizalaskor mar bemutatott kisérleti

elrendezést hasznaltam:

rrrrr

A részecskéket mindig a kiilsé oldathoz adtam hozza, majd elkevertem, hogy a részecske
eloszlas minél homogénebb legyen. A kisérletek sordn ugy tapasztaltam, hogy a szdmlalasok
enyhe hidrosztatikai nyomaskiilonbség biztositasaval valosithatok meg. A belso oldat felett

csokkentettem a nyomast kb. 50-60 Pa egységgel a 1€gkori nyomashoz képest. (Ap = -50 Pa)

Mivel a részecskék negativ toltéstiek, ezért a pipetta-elektrodra pozitiv polaritasa fesziiltséget
kapcsoltam a kiils6 oldatbeli referencia elektrodhoz képest. A tovabbiakban a
cellafesziiltségeket eszerint értelmezem. A mérések soran konstans potencidl-kiillonbséget

alkalmaztam ¢€s kronoamperometrids technikaval aram-idé gorbéket vettem fel.

32




A munka kezdetén a 0,75 és 2 pm-es részecskék pipettan valo athaladasat vizsgaltam optikai
mikroszkoppal. A mikroszkdphoz csatlakoztatott kameraval készitettem felvételt a részecske

keverék szamlalasarol is (19. abra):

19. abra: 0,75 és 2 pm atmérdjii részecske athaladasa kb. 3,5 mikronos pipettan.
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Részecskék SEM vizsgalata

A Miiszaki Fizikai és Anyagtudomanyi Intézetben a szamlalasra hasznalt nanorészecskékrol
pasztazo elektronmikroszkopos felvételeket is készitettem. A részecskék 3 ul térfogata oldatat
kb. 5x5 mm-es szilicium lapkakra szaritottam ra. A részecske koncentraciot ugy allitottam be,
hogy a részecskék ne alkossanak Osszefliggd réteget a feliileten a viz elparolgasa utan. A
részecskékrdl késziilt felvételeket Mac Biophotonics ImageJ programmal értékeltem ki. A
programmal lehetdség van a részecskék méret szerinti eloszlasdnak &brazoldsara is. A
felvételek manipuldcidjara volt sziikség, mert az Osszetapadt részecskék képét a program

egyetlen, osszefiiggd alakzatként értékeli ki.

20. abra: 110 nm-es részecskék SEM felvétele a kiértékeléshez sziikséges manipulacio eldtt és utan.

Részecskék méretének és zéta-potencialjanak meghatarozasa

A részecskék elektrolit-oldatbeli tulajdonsagainak megmérésére szintén az MFA-ban volt
lehet6ség. A késziilékkel Dinamic Light Scattering (DLS) technikaval lehet meghatarozni a
részecskék hidrodinamikai méretét. Osszehasonlitandé a DLS és a Coulter-szamlalo
teljesitOképességét, egymashoz viszonylag kozeli részecske-keverék meérését is elvégeztem

ezzel a készilékkel.

A nanorészecske zéta-potencidlja fontos oldatbeli tulajdonsag, mind stabilitdas mind
elektroforetikus mobilitas tekintetében. Minél nagyobb a részecske zéta-potencialja, annal
stabilabb az oldat és anndl nagyobb az elektroforetikus mobilitds, ami a szamlalhatosagnak

kedvez.
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Eredmények és értékelésiik

TDK-munkam soran a kisérleteimet gy terveztem, hogy kezdetben nagyobb optikai
mikroszkoppal nyomon kovethetd 2 pm-es latex részecskékkel végzett kisérleteken keresztiil
megallapitsam az optimalis kisérleti kortilményeket, amelyeket kés6bb nanorészecske
szamlalasok sordn alkalmazhatok. A tovébbiakban fokozatosan csokkentettem a nanopipetta
atmérdjét, hogy detektdlhassam az egyre kisebb (750,330, 110, 67 nm) atmérdji
karboxilezett latex nanogdmboket. A mérési eredmények ismertetésénél az oldatparaméterek

crer

tablazatban részletezetteknek felel meg.
Részecske szamlalas a Coulter elv alkalmazasaval

Mikrorészecskék szamlalasa

Munkam sordn a 2 pm atmérdjii részecskék szadmlalasdhoz a kapillarishuzd késziilék
ismertettem. Tapasztalataink alapjan a programmal koriilbelil 6 mikron atmérdji
mikropipettakat lehet késziteni. A készitett pipettak és az alkalmazott mikrorészecskék
méretét optikai mikroszkdppal hatdroztam meg a szamlalasi kisérlet elétt. Az optikai
mikroszkopids vizsgalat utdn a mikropipettdkat kronoamperometrids tizemmodban 6x10°
szemléltetni kivdnom a szdmléalas soran mért tipikus dramtranzienseket és ezek feldolgozasi
modjat. Egy tipikus szamlalasi jelet mutat be a 21. 4dbra, amelyen jol latszanak a részecskék
athaladasa altal okozott arampulzusok. Az alkalmazott -600 Pa nyomaskiilonbség arra utal,

hogy a kisérlet soran a kiils6 mintaoldatot a poéruson keresztiil a pipetta belsejébe szivjuk.
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21. abra: A mérés soran detektalt Aram-idé gorbe. Minden csiics egy mikrorészecske athaladasat jelenti.
A részecske koncentracio 6x10° db/mL 0,01 M KClI elektrolitban. Nyomaskiilonbség — 600 Pa.
A cellafesziiltség 400 mV, a mintavételi frekvencia 10 kHz (0,1 ms)

Ugyanakkor jol lathat6 az ebben a mérettartoméanyban jelentkezd kismértékii (kb. 100 pA/s)
alaparam drift. A csucsfelismerés elOsegitésére az alaparam driftjét 2 Hz-es feliil ateresztd

szlirdvel tavolitottuk el a 22. 4bran bemutatott eredménnyel.
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22. abra: A szamlalasi aramjel alakja a 2 Hz-es feliil atereszté sziiré alkalmazasa utan.

36



Az optikai mikroszképos felvételek azt mutattdk, hogy az atlagos jelnagysagtol eltérd
arampulzusok altaldban részecske aggregatumoktol vagy az oldatban jelenlevd egyéb
,tormelékektol” szarmaznak. Szintén okozhat eltérést, hogy ha részecskék tul gyorsan
haladnak at az érzékel6 zonan az alkalmazott mintavételi frekvencidhoz képest, igy a mérés
id6beni felbontasa nem elég a csucs amplitido pontos meghatarozasdhoz. A 21. abran latszik,
hogy az arampulzus id6tartama kevesebb, mint egy milliszekundum a kisérletben alkalmazott
beallitdsok mellett. Ennek megfeleléen 100 ps adatvételi idot alkalmaztam a kisérletek soran.
Az aramimpulzusok megfeleltek a konikus nanoporusokndl vartaknak a részecske haladas
iranydban. A nanopipetta belsejébe keriilld részecskék eldszor a porus legkisebb
keresztmetszetén mennek at és itt okozzdk a legnagyobb aramcsokkenést, majd a
folyamatosan taguld keresztmetszetli porusban haladva fokozatosabban 4ll vissza az
aramérték az alapszintre. Ez a trend megfordul amennyiben a nanopipetta belsd oldataba

helyezziik a nanorészecskéket és a poruson athaladva a kiils6 oldattérbe keriilnek.
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23. abra: A részecske athaladasa altal okozott Arampulzus alakja megfelel a kénusz alaka pérusban vartnak és az
athaladasi iranynak.
A kisérleti részben leirt csucsfelismerd rutin meghatarozza az aramimpulzusok jellemzd
paramétereit, igy a pulzus amplitddojat és iddtartamat és abrdzolja ezek eloszlasi
hisztogramjat. A két paraméter egyiittes kétdimenzids abrdzolasa tovabbi lehetdséget ad a

részecskék méretszerinti megkiilonboztetésére.
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24. abra: a bemutatott mérési gorbén lathaté csicsok kiértékelése. A cstics szélességek és csiics amplitudok
hisztogramjan kiviil a program 2D hisztogramot is készit a csicsok adataibol.

A Kkiértékel6 program a csucsok statisztikajat nemcsak grafikusan abrazolja, hanem
szamszerlien is meghatarozza a sokasag jellemzdit is, mely a bemutatott mérés sordn az

alabbiak szerint alakul:

Cstcs szélesség Csucs amplitudo
Csticsok szama SZOras SzOras
(ms) (PA)
108 0,96 +0,52 -622 +213

4. tablazat: A kiértékel6 program altal a méréshez (21. abra) készitett statisztikai adatok.

A részecske szamldlashoz sziikséges szamlalasi frekvencia a csicsok szdmanak és a mérési
vagy adatgyijtési 1d6 héanyadosaként adodik. A mérések sordn valtoztattam a
cellafesziiltséget, de ugy taldltam, hogy ez a szamlalasi frekvenciat nem befolyasolja. A
részecskek athaladasat dontdé mértékben a hidrosztatikai nyomaskiilonbség és ennek hatasara

fellépd oldataramlas okozza.

A 2 um-os részecskék méretiikbol kifolyodlag iilepednek, igy idével koncentraciojuk a kiilsé
oldattérben valtozik. A szedimentacié miatt ezekkel a részecskékkel nem folytattam egyéb
méréseket, csak a megfeleld kisérleti koriilmények megtalalasa volt a célom. Mivel leginkabb
a pipetta eltomddése jelent gondot, ezért ezeket a részecskéket elsdésorban mikroszkopos

megfigyelések céljabol szamlaltam.
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750 nm atmérdji latex részecskék szamlalasa

A 750 nm-es részecskék szamlalasahoz az 53-as gyari beallitott programmal (1. tablazat)

huzott mikropipettakat hasznaltam. Ezzel a programmal 1-2 pm-es pipettak készithetdk.
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25. abra: 750 nm atméroji részecskék jelei 0,01 M KCl-ban. Alkalmazott fesziiltség 600 mV, 4 kHz-es mintavételi
frekvencia (0,25 ms). Alkalmazott nyomaskiilonbség: -30 Pa.

A részecske athaladas megfeleld sebességét optikai mikroszkdp alatt allitottam be a nyomas
szabalyozasaval. Az 25. abran lathato részecskék kisebb sebességgel haladnak at az érzékeld
zOnan, mint a 21. abran a mikrorészecske. (egy cstcs pulzus tobb pontbdl all, adatvételi idd

250 ps, jobb felbontassal mérhet6 a jelalak.)
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26. abra: A részecske koncentracio hatasa a szamlalasi események el6fordulasi frekvenciara.
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27. abra: Kiilonbo6z6 részecske koncentraciok esetében regisztralt aram-id6 gorbék.

A mért aramtranzienseken latszik, hogy nagyobb részecske koncentraciok esetén az athaladasi
események gyakorisaga (frekvencidja) megnd. A szdmlalasi frekvencia kozel linearisan fligg a
részecske koncentraciotol, ami megfelel mas porusokkal mért irodalmi adatoknak. A

részecskek szedimentacidja nem okoz olyan jelentds gondot.

A 750 nm-es részecskék esetén is vizsgaltam a cellafesziiltség hatasat a részecskék
transzportjara, de ugy talaltam, hogy itt is elsddlegesen a hidrosztatikus nyomaskiilonbség
okozza a péruson valo athaladast. A kiilonbozd fesziiltségeken felvett tranziensek esetében

nem volt kiilonbség a szamlalasi frekvenciaban.

Tovébbiakban  megprobaltam  célzott  pipetta  méretcsokkentéssel, az  idedlis
pipettaméret/részecskeméret arany (~2,5 — 3) ismeretében, nanorészecske oldatok esetén
tanulmanyozni a transzportjelenségeket és a koncentraci6 — szamlalasi frekvencia

Osszefliggést.
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750 nm-es és 2 pm-es részecske keverék

A 750 nm ¢és 2 um atmérdji latex részecskék keverékének detektalasara 3 — 3,5 um atméroja
pipettakat alkalmaztam. A mikroszkopos megfigyelések alapjan, a 2 um-es részecske is
akadalytalanul halad at kisebb nyomaskiilonbség hatasara a poéruson. Errdl késziilt a
videofelvétel, melybdl a részecske keverék szamlalasat demonstralé kimerevitett képeket
bemutattam korabban. A tovabbiakban mar csak az volt kérdéses, hogy a 750 nm-es részecske

okoz-e elegend¢ ellenallas valtozast, mikozben keresztiilmegy a porus érzékeld zonajan.

52.0 —— 750 nm

51.2|1 2 pm

20-8, 10 20 30 20 50 60

1dé (s)

28. abra: 750 és 2000 nm-es részecskék szamlalasakor detektalt kronoamperometids gorbe.
A részecskék 0,01 M KCl-ban vannak szuszpendalva. Cos0 = 108 db/ml, Cy00 = 6x10° db/mL.
A piros nyil a a 750 nm-es részecskék athaladasanak megfelelé kisebb amplitidéjua csucsokat,
a zO0ld nyil pedig 2 pm atméradji részecskék altal okozott Arampulzusok atlagos szintjét jeloli. .
A mérés soran 600 mV fesziiltséget, -30 Pa nyomaskiilonbséget allitottam be. Mintavételi frekvencia: 4kHz.

A részecskék a korabban mar bemutatott haromszog alakt, de eltéré amplitidoju pulzusokat
okoznak (23. abra, 25. abra). A mért aramtranzienseken is lathato, hogy az eltéré atmérdji
részecskék eltérd amplitadoja jeleket okoznak, mert mas térfogatu elektrolit oldatot zarnak ki
a porusbol (28. abra). A 2D abrazolas ebben az esetben egyértelmiien lehetoséget ad a 750nm
¢s 2 um atmér6ji részecskék altal okozott arampulzusok megkiilonboztetésére, ugyanis a
nagyobb atmérdji részecskék nemcsak nagyobb amplitidoji arampulzusokat eredményeznek,

hanem a pulzusok idétartama is nagyobb. (29. abra)
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29. abra: Az el6z6 mérési gorbe kiértékelése: a keverék 2D-s hisztogramjan jol elkiilonithetéek a kiilonbozo
részecskéktol szarmazo jelek. A grafikus statisztikabol lathaté a koncentraciok kozti nagysagrendbeli kiilonbség.
A 750 nm-es részecskék nagy szama miatt jol lathaté a jelamplitidok Gauss-eloszlasa.

A fenti grafikus megjelenités utan a keverék statisztikai jellemzoi tdblazatosan:

Szamlalasi Csucs- Cstcs-
Részecske | Koncentracio . .
frekvencia szélesség szoras amplitado szoras
(nm) (db/mL) )
(1/min) (ms) (pA)
750 10° 428 2,44 +0,98 -41,1 +14,8
2000 6x10° 30 9,48 +1,75 -919 +229

5. tablazat: A keverék egyes komponenseinek statisztikai jellemzése.

A grafikus statisztikai abrazolasbol, illetve a csucsok statisztikai kiértékelésébdl is lathato,
hogy a Coulter-elven meg lehet kiilonboztetni egymastol a kiilonbozé részecskéket akar
mikropipettaval is. A mért szdmlalasi frekvencidk és a bedllitott koncentracidk ardnya igen jol
egyezik (14,3 és 16,7). Eszerint a moddszer nem csak a részecskék méret szerinti

megkiilonboztetésére, de koncentracidoaranyuk megallapitasara is alkalmas lehet.
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330 nm atmérdji nanorészecskék szamlalasa

A 330 nm atmérdji részecskék mar kolloid oldatot alkotnak. Megfeleld oldatdsszetétel esetén
nincs jelen szedimentacios folyamat. Az esetleges részecske aggregacio, példaul tal nagy
ionerdsség hatasara, észrevehetd kitlilepedést okoz. Ezekkel a részecskékkel kiilonbozo
kisérleteket tudtam elvégezni, melyekkel vizsgalni tudtam bizonyos transzport jelenségeket.
Erre alkalmas pipettakat az 54-es programmal (1. tablazat) készitettem. Ezek mérete
szubmikronos ezért optikai mikroszkoppal nem allapithaté meg, ugyanakkor elektrokémiai
uton a poérus ellenallasat meghatarozva és a porus alakjanak ismeretében megbecsiilheto. A
szamlalasi kisérletek sordn mért dramtranzienseket a 30. dbra mutatja be. Kiemelendd, hogy
ebben a mérettartomanyban mar jelent6s hatasa volt az alkalmazott fesziiltségnek az
athaladasi gyakorisagra. Ez azt jelenti, hogy a 330 nm-es részecskék transzpontjaban mar
szignifikans szerepet kap az elektroforetikus anyagtranszport. A részecskék (-potencialjat
dinamikus fényszords mérésén alapul6 eljardssal hatdroztam meg a szamlalési kisérletekben
alkalmazott koriilmények mellett: 10-es pH-ra beallitott, feliiletaktiv anyagot tartalmazo6 0,01
M koncentraciéju KCl oldat. A részecske zéta-potencialja -36,5 mV, ami indokolja az

elektroforetikus transzportot. A mérés eredménylapja a mellékletben lathato. (F2)
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30. abra: 330 nm-es részecskék szamlalasakor felvett aram-idé gorbék és a részecske fluxus fesziiltség fiiggése.
A Kkisérletek soran 0,01 M KCl-ban, -50 Pa nyomaskiilonbség mellett, 4 kHz-es mintavételi frekvencidval mértem.
A részecskék koncentracioja az oldatban 3x10%° db/mL, {-potencialja: -36,5 mV.

A linedris Osszefiiggés a szamlalasi frekvencia és a fesziiltségkiilonbség kozott megfelel az
elméletileg vartnak (12. egyenlet), azaz Js linearisan valtozik a potencialkiilonbség (Ewm)
fliggvényében. Hasonld linearis trendet tapasztaltunk a részecske koncentracio ¢€s az

athaladasi események gyakorisaga kozott.
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31. abra: A szamlalasi frekvencia fiiggése a részecske koncentraciétol A mérések soran -50 Pa nyomaskiilonbséget,
200 mV fesziiltséget és 4 kHz-es mintavételi frekvenciat alkalmaztam.

A 6x10° db/mL-es ponthoz tartozé nagyobb széras ellenére a modszerrel viszonylag nagy
pontossaggal lehet megallapitani a részecske koncentraciot. A nanoporusos Coulter-szamlalo
pontossaga kb. 20-30% az irodalomban fellelhetd adat szerint [22]. Ennek megfelel az altalam

alkalmazott modszer is.

A részecske transzport konvektiv komponensének  valtozasat csak igen Kis
nyomaskiilonbségek esetén vizsgalhattam, mert a Gamry potenciosztathoz tartozé
mérdprogram adattaroldsi kapacitasa véges, igy az egyes mérések soran a mintavételi
frekvencia és a mérési id6 egymas rovasara valtoztathatd. Ez egyben limitalta a detektalas
also hatarat is, mivel 20-30 1/min-es szamlalasi frekvencia értékek ala nem érdemes menni,
mert nem lehet elég reprezentativ statisztikakat késziteni a detektalt jelekrél. A mérési id6

novelése pedig a mintavételi frekvencia csokkentését, ezaltal jeltorzulast okozna.
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110 nm-es atmérdjii latex nanorészecskék szamlalasa

A 330 nm-es részecskéknél kisebb részecskék szamlalasahoz sziikséges pipettakat a gyarto
altal beallitott 54-es program moddositasaval készitettem. A P120-as programokkal (2.
tablazat) olyan pipettakat kaptam, melyek alkalmasak voltak a 110 nm-es részecskék
szamlalasara. Ezeknél a pipettaknal mar problémat okozott a rektifikald hatas, ezért ennek

kikiiszobolésére megnoveltem az oldatok KCl koncentracigjat 0,1 M-ra.
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32. abra: 110 nm-es részecskék transzportjelenségeinek vizsgalata kiilonb6z6 nyomasokon.
A részecskék 2x10'° db/mL-es koncentréciéban vannak 0,1 M KCl-ban. Mintavételi frekvencia: 5 kHz.
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A 32. abran lathaté, hogy a 110 nm-es részecskék transzportjat a hidrosztatikai
nyomaskiilonbség és a fesziiltség valtozasa is befolyasolja. A részecske (-potencial értéke
0,01 M KCl-ban -34,7 mV. Az ionerdsség novelésével ez biztosan csokkent, de kvantitativ
informacié nincs ennek mértékérdl. (A késziilek 0,01 M-os vagy higabb elektrolitban képes
meghatarozni a (-potencialt.) Azonban a részecske elektrokinetikus toltése biztosan negativ,

mert az elektroforetikus transzport komponens szerepe nd a fesziiltség novelésével.

Erdekes jelenség, hogy a gérbe nem 0 vagy pozitiv értéknél metszi az y-tengelyt (szamlalasi
frekvencia). Ez utalhat mérési hibara, mert az elektroozmotikus tag szerepével sem
magyarazhatd. Az elektroozmozis esetiinkben a pipetta negativ toltésti fala miatt az oldat
pipettabol vald kiaramlaséat okozza, azonban szerepe a potencidl-kiilonbségtdl fiigg, igy 0 mV
kozelében kizart, hogy jelentds oldatkidramlast okozzon a -800 és -1200 Pa szivonyomads

ellenében.

A 110 nm-es karboxilezett részecskén kiviil rendelkezésemre allt 120 nm-es, feliletén aldehid
¢és szulfat-csoportokat tartalmazo6 nanorészecske is. A részecskék mérete alapjan ez a keverék
aligha kiilonboztethetd meg, viszont eltérd elektrokinetikus toltés esetén elképzelhetd, hogy
az athaladasi idékben szignifikans kiilonbséget tapasztalunk. Ezért azt a kisérleti tervet
majd hozzaadom a 120 nm-es eltérd anyagi mindségli részecskét ugyanilyen lépésekben.
Ezutan a kiértékeléskor figyelem az egyes 1épcs6khoz tartozo cstcsszélesség hisztogramokon
lathat6 valtozast. Ha a 110 nm-es részecskék jeleitdl eltérd helyen jelennek meg a 120 nm-es
részecskek, akkor a két részecske elektrokinetikus toltése eltér és megkiilonboztethetdéek

egymastodl a kiilonbozo tipust részecskék.

A kisérlet sordn azonban nem tudtam megkiilonboztetni egymastol athaladési idok alapjan a
részecskéket. Az egyes 1épcsOk mérési gorbéibdl azonban kideriilt, hogy a 120 nm-es
részecskék eloszlasa kevésbé homogén, mint a 110 nm-eseké. A 120 nm-es részecskék
hozzaadéasakor az addig detektalt csicsoknal nagyobb amplitidoju jeleket is detektaltam. A
szamlalasi modszer kimutatta a nagyobb méretii részecskék szennyezését a 120 nm-es

részecskék kozott.

Ezek a szennyezések latszanak a 120 nm-es részecske SEM felvételein is. (F8)
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Annak ellenére, hogy a részecskék nem kiilonboztethetdek meg, a kisérlet alkalmas volt

szamlalasi frekvencia — koncentracié Osszefliggés vizsgalatara:

109 db/mL ’ 1019 db/mL

Aram (nA)
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10 20 30 40
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33. abra: 110 és120 nm-es részecskék kronoamperometrias gorbéi eltéré koncentraciokon.
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Részecske koncentracié (10° db/mL)

34. abra: Részecske koncentracioé és szamlalasi frekvencia dsszefiiggése 10° és 101 db/mL koncentracié tartomanyban.
0,1 M KCl-ban, -60 Pa nyomaskiilonbség és 400 mV fesziiltség hatasara haladnak at a részecskék.
A mintavételi frekvencia: 5 kHz (0,2 ms)

A kapott Osszefiiggés megfelel az irodalomban taldlhaténak, miszerint a szamlalasi frekvencia
egyenesen aranyos a részecske koncentracioval (12. egyenlet). Ezek alapjan megallapithato,

hogy a modszer alkalmas 100 nm koriili részecskék szamlalasara.
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Y ara 7

67 nm atméroji nanorészecskék vizsgalata

A 110 nm-es részecskék szamlalasa utan a kovetkezd rendelkezésre 4ll6 részecskeméret a 67
nm-es. Ezek elemzéséhez még kisebb atmérdjii pipettara volt sziikség, ezért a pipetta-huzo
54-es programjaban a masodik sor Pull értékét 120-r6l 150-re novelve kisebb atmérdjii
pipettakat készitettem. Ez a P150-es programmal (2. tablazat) készitett pipetta alkalmasnak
bizonyult 67 nm-es részecskék detektalasara. Ilyen kis méretii részecskék esetében a poruson
valo 4thaladas sebessége nagy. Ezért annak érdekében, hogy az egyedi 4thaladasi
eseményeket detektalni tudjam fontos volt a péruson esé nyomadskiilonbség beallitasa. A 35.
¢s 36. abran két kiilonb6zé nyomds mellett regisztralt arampulzusok lathatok 67 nm-es

részecskék szamlalasakor.

Chronoamperometry Scan

5,080 nA

5,075 nA

z
E
5,070 nA
5,085 nA
2380s 2390s 2400s 2410s
35. abra: 67 nm-es részecskék detektalasa 5x10°db/mL koncentracioji oldatbél.
0,1 M KCl koncentracio, +50 Pa nyomas, 300 mV fesziiltség. Mintavételi frekvencia 5 kHz (0,2 ms).
Chronoamperometry Scan
5,080 nA
h “;'?”l". & | ;',l‘ i 8
% 1A, Dok o B g N B, TR fil.1 1
b b B '3;‘1"' : :,'. 4 4 5 Tt} ‘\“. s & i”."ll“ L] 'f'u Fyic s
il il A i I -y [ ]| (Tl o TR INT 10 ) I hasseldn, 1
‘ ST B LR RO I YA
T ! ! j {1+ . - "|'
i’ I
S ! ‘
i 5,070 nA I’
5,065 nA

2800s 2900s 3,000s 3100s

T(s)

36. dbra: 67 nm-es részecskék detektalasa 5x10°db/mL koncentracioji oldatbol.
0,1 M KCl koncentracid, -500 Pa nyomas, 300 mV fesziiltség. Mintavételi frekvencia 5 kHz (0,2 ms).
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Az aram-id6 gorbék alapjan is megallapithatd, hogy a részecskék gyorsabban haladnak

keresztiill a poruson -500 Pa nyomaskiilonbség hatasara, mint +50 Pa nyomas esetén.

Ugyanolyan mintavételi frekvencia mellett pontosabban ki lehet mérni a részecskéket, ha

lassabban haladnak. A két mérési gorbe 0sszefoglald statisztikdit a 6. tablazat tartalmazza.

Mérési Jelek Cstcs- Jel- Szamlalasi
Nyomas id6 szama szélesség szOras amplitado szoras frekvencia
(s) (ms) (PA) (1/min)
-500 Pa 10 57 7,91 +2,47 -6,08 +1,97 342
+50 Pa 45 88 9,78 +2,58 -10,87 +3,51 117

6. tablazat: Kiilonb6z6 nyomasokon detektalt 67 nm-es részecskék statisztikai.

A statisztika alapjan lathatd, hogy nem csak eltérd sebességgel haladnak 4t a poruson a

nanorészecskék, hanem eltéré mennyiségben is. A szamlalasi frekvencia kiilonbségét az

okozza, hogy pozitiv nyomason az oldat kifelé aramlik a pipetta nyildsan, mig negativ

nyomason (szivas) a pipettaba dramlik. Ez a tendencia, a jelalakok és a részecske atlagos

sebességének novekedésétdl bekdvetkezd jeltorzulas bizonyitja,

hozzaadott 67 nm-es részecskéket detektaltam.

esemény szam

cstics amplitido (nA)

2 4 6 8

4 6
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8
0.000
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Lo s ..
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-10.020
-10.025

10 12 14 16
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£030,—

2 3 - 5
esemeény szam

6

7

hogy ténylegesen a

37. abra: 67 nm-es részecskék hisztogramja hasonlo eloszlast mutat a korabban vizsgalt nagyobb részecskékéhez.
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67 és 110 nm-es részecskék megkiilonboztetése

A tovabbi kisérleteim célja az volt, hogy sikeriiljon egymas mellett detektalni és egymastol
egyértelmiien megkiilonboztetni a 100 nm koriili és anndl kisebb nanorészecskéket, ahogy az
korabban 2 és 0,75 um atmérdji részecskékkel sikeriilt. Ehhez P135-0s programmal htiztam
pipettdkat. Az igy késziilt nanopipettdk a 110 nm-es részecskéknél hasznalt pipettaknal
kisebbek, de a 67 nm-eseknél hasznaltaknal nagyobbak.

A Kkisérlet soran killonboz6 koncentracidban adtam hozza a részecskéket a kiilsé oldathoz:

6.43

6.42

L 67nm

6.41 |

6.40 |

Aram (nA)

110 nm

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Id6 (s)

38. abra. 67 és 110 nm-es keverék kronoamperometrias gorbéje, a kiilonbozo6 részecskék altal okozott jelekkel.
A mérés 0,1 M KCl oldatban, -60 Pa nyomaskiilonbséggel, 200 mV fesziiltségen torténik. Mintavétel: 5 kHz.
A piros nyil a 67 nm, a z6ld nyil a 110 nm atmérdjii részecskékhez tartozé Arampulzusokat jeloli.

Ce7 = 5x10%°, Cy40 = 101 db/mL.

Az aram-id6 gorbén lathatdak a nanorészecskék dathaladasara utalo eltérd amplitadoju

pulzusok. Ezek utan, hogy igazoljam a nagyobb pulzusok eredetét, a 110 nm-es részecskek

crer

mutatja be. Egyértelmiien lathaté, hogy ez a nagyobb amplitidoji aramtranziensek

gyakorisaganak novelését okozta.
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39. abra: A 67 és 110 nm-es keverék aram-idé gorbéje, a korabbi beallitasokkal, egyenlé részecske koncentracional.

A méretszerinti megkiilonboztetés és a részecske koncentracio hatdsa egyértelmiien nyomon

kovethetd a 2D pulzus amplitido-pulzus id6tartam hisztogramokon.
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40. abra: A baloldali hisztogramok olyan részecske keverékrdl késziiltek, melyben 6tszér nagyobb koncentraciéban
van jelen a 67 nm-es részecske. A jobboldali hisztogramokon a két részecske koncentraciéja megegyezik 5x10°db/mL.
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41. abra: 67 és 110 nm-es részecske keverék statisztikai grafikus abrazolasban. A részecskék az athaladas ideje és az
okozott aramcsokkenés mértéke alapjan is megkiilonboztethetdk egymastol. Cg; = Cqq0 = 5x10%db/mL.

A grafikai abrézolds alapjan lathaté, hogy a részecskék egymastol jol -elkiiloniild

jelcsoportokat okoznak. Az egyenld koncentracionak megfelelden a jelek mennyisége

nagyjabol azonos. Mivel a részecskék mozgasa sztochasztikus esemény, igy elképzelhetd,

hogy a poéruson az atlagosnal gyorsabban vagy lassabban haladnak at. A 2D-hisztogramon

erre példa néhany 67 nm-es részecske athaladasi ideje.

Szamlalasi Cstcs- Jel-
Koncentracid . )
Részecske frekvencia szélesség szoOras amplitado szoras
(db/mL) )
(1/min) (ms) (pA)
67 5x10% 83 572 +2,00 -7,38 +1,58
110 5x10% 92 11,41 +1,72 -40,10 +11,66

7. tablazat: 67 és 110 nm atmérdji részecskék szamlalasa soran meghatarozott jellemzé paraméterek osszefoglalé

statisztikaja

A 7. tablazat alapjan is lathatd, hogy a kiilonboz6 részecskék jelei, vagyis a részecskék jol

megkiilonboztethetok.
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67 és 110 nm-es részecskék megkiilonboztetése egyéb modszerekkel

A munkdm soran tovabbi két, részecskék méretének meghatarozasara alkalmas moédszer

teljesitOképességével vetettem Ossze az altalam kidolgozott eljarast.

DLS technikéval vizsgaltam a 67 és 110 nm-es részecske keveréket. Ezzel a mddszerrel nem
sikertilt elkiiloniilt jelet kapni a két kiilonb6z6 méretli részecskére, hanem egy az atlagos
részecske-atmér6hoz kozeli értéket. (F4-5-6) Ennek megfeleléen az atlagérték a két részecske
DLS-sel meghatarozott mérete kozott helyezkedik el. (Hasonld részecske koncentraciok

esetén a nagyobb részecskék fényszorasa dominal, ezért a 110 nm-es kozeli érték.)

67 nm-es részecske 110 nm-es részecske 67 és 110 nm-es keverék

72,7 nm 122,5 nm 112,6 nm

8. tablazat: A DLS mérések eredményei.

A részecskék méretének meghatirozasat elvégeztem pésztazd elektronmikroszkopos
felvételek alapjan is. A részecskék a SEM-felvételek alapjan megkiilonboztethetok (42. abra).
A felvételek szilicium lapkara cseppentett és beszaritott részecskeoldatokrél és nem a

részecske keverékrol késziltek.
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] B 110 nm
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Részecske szam
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0 m m m

I ' I '
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42. abra: A részecskék méreteloszlasa a SEM-felvételek alapjan. A részecskék jol elkiilonithet6 sokasagokat alkotnak.

54




A fiiggelékben mellékelt képek alapjan lathatd, hogy a hasznalt kiértékelé programmal

alighanem keverékbdl is megkiilonboztethetek lennének a nanorészecskék. (F7)

Mindezek alapjan megallapithatdo, hogy a Coulter-elven miikodé nanopipetta-alapt
érzékeldvel olyan részecske keverékek is elemezhetdk, amelyek mas moddszerrel nem vagy
csak nagyon koriilményesen. Az altalam kidolgozott eljaras a DLS technika méret szerinti
felbontoképességét feliilmulja, rdadasul tobblet informacioval is szolgal, hiszen a részecskék

mennyis€gi meghatarozasara is alkalmassa tehetd. Ezt a funkciot a DLS nem tudja ellatni.

A kidolgozott érzékeld méret szerinti felbontoképessége nagyjabol hasonld a pdsztazo
elektronmikroszkdpos képalkotasénak. (39. és 40. abra) Azonban meg kell emliteni, hogy
amig a Coulter-elven oldatbol torténik a részecske meghatarozés, addig a SEM a mintaoldat
beszaritasa utan képes a minta elemzésére. Ezek alapjan nagyobb hatékonysaggal miikodhet a
nanopipetta-alapt érzékeld, raadasul a modszerrel a részecskék mennyiségi meghatarozasa is
gyorsan kivitelezhetd. Elviekben a részecske koncentracidé meghatarozhaté lenne SEM-
felvételek alapjan is, de ehhez adott nagysagu térfogatrészlet felszaritdsa utan a feliileten
maradt Osszes részecskét meg kellene szamolni. Ez a gyakorlatban igencsak nehézkesen

valdsithatdo meg.

A mennyiségi meghatarozas az 4altalam bemutatott eljarassal torténhet kalibracioval,
kihasznalva a szamlalasi frekvencia és részecske koncentraciod kozti linedris 0sszefliggést. A
direkt mennyiségi meghatarozas a szdmlalasi frekvencia alapjan csak akkor lehetséges, ha
nagyon pontos informaciokkal rendelkeziink a részecske elektroforetikus mobilitasarol és a
ismerjiik, ezért a kalibracios modszer tlnik jarhatdo ttnak részecskék kvantitativ

meghatarozasara.
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Osszefoglalas

TDK-munkam célja kiilonbdz6 méretli nanorészecskék oldatainak elemzése volt. Erre a célra
olyan szintetikus nanoporusokat allitottam eld, amelyek alkalmasak nanorészecskék
mikro- és nanopipettakat allitottam el6, amelyek egyetlen, konusz-alaka porust tartalmaznak.
A javasolt eljarassal igény szerinti méretben, paratlan egyszeriséggel ¢és
koltséghatékonysaggal allithatok el nanoporus érzékeldk. A munkadm sordn 200 nm és 6 um
kozotti atmérdjii kvarcpipettdkat készitettem, amelyeket elektrolittal toltottem fel és egy
Ag/AgCl referencia elektrodot tartalmazo pipetta befogoba illesztettem. A szamlalasi
kisérleteknél a pipettdkat a mintaoldatba meritettem, majd a minta- és belsdé oldatba meriild
referencia elektrédok kozott, konstans fesziiltség mellett, a poruson atfolyd dramot mértem. A
poéruson 4thaladé nanorészecskék a térfogatukkal megegyezd, nagy vezetésii elektrolitot
kiszoritva a porusbol tranziens porusellenallas novekedést, karakterisztikus aram pulzusokat
eredményeznek. Ezeknek a pulzusoknak a frekvencidja a részecske koncentracidoval, mig az
amplitadojuk a részecskék méretével ardnyos. Kisérleteimben gy taldltam, hogy a
részecskeszamlalds  leghatékonyabb modja, hogy hidrosztatikai nyomaskiilonbség
alkalmazasdval aramoltassam a nanorészecskéket tartalmazd oldatot a poruson keresztiil.
Amennyiben a nanorészecskék feliileti toltéssel rendelkeznek, a szamlalasi frekvenciat
nagyban befolyasolja az alkalmazott fesziiltség polaritisa és nagysdga is. Ezeket a
tendencidkat vizsgaltam kiillonb6z6 méretli gdomb alak(i nanorészecskékkel megfeleld méretii

pérusokat alkalmazva.

Osszefoglalasként, kidolgoztam az els nanopipetta-alapu szdmlalokat és eljarasokat, amelyek
lehetdséget adtak gomb alakd polimer részecskék mennyiségi meghatdrozasara 60 nm és 2
um-es atmérd kozott, tovabba akar egymastdl kevéssé eltérd méreti nanorészecskék

megkiilonboztetésére az aram pulzusok amplitidoéi és idStartamai alapjan.
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Fiiggelék

Szamlalashoz hasznalt pipettak ellenallasai, becsiilt atméroi.
330 nm-es részecske zéta-potencial mérésének eredménye.
110 nm-es részecske zéta-potencial mérésének eredménye.

67 és 110 nm-es részecske-keverék DLS méret meghatarozasa.
110 nm-es részecske DLS méret meghatarozasa.

67 nm-es részecske DLS méret meghatarozasa.

67 és 110 nm-es részecskék SEM felvételei

110 és 120 nm-es részecskék SEM felvételei

© 0o N o g b~ w0 DR

SEM-felvételek nanopipettardl 1.
10. SEM-felvételek nanopipettarol II.
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F1: Szamlalashoz hasznalt pipettak ellenallasa, becsiilt atméroije

A pipettak atmérdje a 15. egyenlet alapjan az alabbi mddon becsiilhetd:

Program R/p hanyados
. R(MQ) p (Qcm) . . Rnorm(0,1 M)

(Pull értéke) (viszonyszam)

40 11,4 707,7 0,016 1,3
70 52,6 707,7 0,074 5,8
70 41,5 707,7 0,059 4,6
70 11,1 1499 0,074 5,8
120 66,8 1499 0,446 34,6
120 34,9 77,6 0,450 34,9
120 22,9 77,6 0,295 22,9
135 33,3 77,6 0,429 33,3
150 60,4 77,6 0,778 60,4

Program ) ) becsiilt szamlalt

o Riorm(0,1 M) aranyszam )

(Pull értéke) diip (NM) részecske (nm)
40 1,3 1,0 6000 2000
70 58 4,6 1300 330
70 4,6 3,6 1600 330
70 5,8 4,6 1300 330
120 34,6 21,7 220 110
120 34,9 27,9 220 110
120 22,9 18,3 330 110 és 120
135 60,4 48,3 230 67 ¢és 110
150 33,3 26,6 120 67

A megmért ellendllast elosztjuk az elektrolit fajlagos ellenallasaval. A kapott hossziisag

dimenzi6ji mennyiség csak a pipetta geometriatol fiigg. Atszamoljuk 0,1 M KCl-ban mérhetd

ellenallasra. A mikropipetta ‘normalt’ ellenallasdhoz viszonyitjuk a tobbi pipetta Ryom értékét.

Felhasznalva dij, ¢és R forditott ardnyossagat,

valamint a mikropipetta vizualisan

meghatarozott atmérdjét, becsiiljik a pipetta atmérdket. Viszonyitasképp a nanopipettaval

szamlalt részecskék atmérdi a becsult értékek mellett fel vannak sorolva.
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F2: 330 nm-es részecske zéta-potencial mérésének eredménye.

Zeta Potential Report L
Malvern
v2.2
Sample Details
Sample Name: 330 nm 10 mM KCI 1
SOP Name: mansettings.dat
General Notes: mercoldat
File Name: gergoo.dis Dispersant Name: Water
Record Number: 121 Dispersant Rl: 1,330
Date and Time: 2012. szeptember 25. 10:08:03 Viscosity (cP): 0,8883
Disnersant Dielectric Constant: 78.5
System
Temperature (T): 250 Zeta Runs: 12
Count Rate (kcps): 2623 Measurement Position (mm): 2,00
Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: G
Results Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): -365 Peak 1: -365 100,0 6,65
Zeta Deviation (mV): 6,65 Peak 2: 0,00 00 0,00
Conductivity (mSlem): 1,54 Peak 3: 0,00 0.0 0,00
Zeta Potentia| Total Counts| [Zeta Potential Total CDuI‘ﬂsl
m iy’
Zeta Potential Distribution g0 ! |
0,000 B !
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4000007 = mrmr sy 000 02 X
. 0,000 745 |
0,000 783 |
0,000 42,0 ,000
0,000 a57 ,000
0.000 205 000
0.000 832 000
: : : : 0,000 46,9 000
3000007+l d b gong o | om
. . 0,000 102 000
. 0.000 112 000
' ' ' 0,002 118 200
g | e B
3 | | 73| 13 B o
© 2000007 """t i BB 000 134 000
m™ . . 637 0,000 138 000
a . -60.0 0,000 142 ,000
= . B2 586,852 148 000
: -52.5 20720.40i 142 oo
1000001 -+ - -4 |- oo oo b
0 t i
200 -100 0 200
Zeta Potential (mV')
Record 121: 330 nm 10 mM KCI 1|

OTS Ver. 510
Serial Numizer : MAL1020410
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File narne: gergoo
Record Number: 121
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F3: 110 nm-es részecske zéta-potencial mérésének eredménye

Zeta Potential Report

v2.2

7N
Malvern

Sample Details
Sample Name: 110 nm 10 mM KCI 1

SOP Name: mansettings.dat

General Notes: merooldat

File Name: gergoo.dts
Record Number: 124

Date and Time: 2012. szeptember 25. 10:32:36

Dispersant Name: Water
Dispersant RIl: 1,330

Viscosity (cP): 0,8866

Nicner<ant Nislactric Cnonstant- 78.6

System
Temperature (T): 25,0
Count Rate (kcps): 228,6

Zeta

Runs: 12

Measurement Position (mm): 2,00
Attenuator: 8

Cell Description: Clear disposable zeta cell

Results

Zeta Potential (mV): -34,7 Peak 1:
Zeta Deviation (mV): 9,06 Peak 2:
Conductivity (mS/cm): 1,55 Peak 3:

Mean (mV)
-38,9
-257
0,00

Area (%) Width (mV)

Zeta Potential Distribution

5000007~~~ e
4000007+~ R IR RRREREE

3000001~ ---- - S | T

Total Counts

2000007~ f o

1000007~~~ - EES B EERREEE

0
-200 -100 0 100 200
Zeta Potential (mV)

Record 124: 110 nm 10 mM KCI 1|

Zeta Potenfial Total Counts
my

-56.5 26208766
-528 65213 746

6,63
64,6 !
,
442
35,4 !
0.0 0,00
Zeta Potential Total Counts| |Zeta Potential Total Counts
my mV
-49,1 122537 664 51,6 0,000
-45.4 150674544 55.3 0.000
418 282009,083) 59,0 0,000
-37.8 | 421729406 62.8 0.000
-34.2 268715344 66,5 0.000
-30.4 284610,031 70,2 0,000
-26.7 206777.218) 4.0 0.000
-23.0 218469.141 7.7 0.000
a3 814 0,000
-15.5 85.1 0.000
18 8.9 0,000
-8.07 92,6 0.000
435 96,3 0.000
0,618 100 0,000
an 104 0.000
6.84 108 0.000
10,6 i 0,000
143 115 0.000
18.0 118 0.000
218 122 0.000
255 126 0.000
292 130 0,000
329 134 0.000
387 137 0.000
404 141 0,000
441 145 0.000
479 148 0.000

DTS Ver. 5.10
Serial Number - MAL1028410
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File name: gergoo
Record Number: 124
25 szept. 2012 10:37:03



F4: 67 és 110 nm-es részecske-keverék DLS méret meghatarozasa.

Size Distribution Report by Intensity

v2.0
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Sample Details

Sample Name:

67 es 110 nm 100 mM KCI hr 1

SOP Name: mansettings.dat
General Notes: merooldat
File Name: gergoo.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 129 DispersantRIl: 1,330
Material RI: 1,59 Viscosity (cP): 0,8883
Material Absorbtion: 0,01 Measurement Date and Time: 2012. szeptember 25. 11:...
System
Temperature (T): 25,0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 457,0 Measurement Position (mm): 5,50

Cell Description:

Clear disposable zeta cell

Attenuator: 4

Results
Diam. (nm) % Intensity Width (nm)
Z-Average (d.nm): 1126 Peak 1: 114,2 100,0 14,87
Pdl: 0,002 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,932 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
X o i Size Intensity Size Intensity Size Intensity
Size Distribution by Intensity dnm % dnm o dnm
0,4000 0,0{ | 1354 00| | 4587 0,0
AOTr - rmr e e 0,4632 00| | 1569 00| | 5312 0,0
0,5365 0,0{ | 1817 00| | 6151 0,0
I 0,6213 00| | 2104 00| | 7124 0,0
7e) U S | RS 0,7195 00| | 24,36 00| | 8250 0,0
0,8332 0,0 | 2821 00| | 9554 0,0
£t 0,9649 00| | 3267 00| (1106 0,0
= 1,117 0,0 | 3784 0,0/ [1281 0,0
) R | R A 1,294 00| | 4382 0,0| | 1484 0,0
g | 1,499 00| | 5075 00| [1718 0,0
= 1,736 00| | 5877 0,0| (1990 0,0
T A 2,010 00| | 6806 00| (2305 0,0
2328 00| | 7882 00| (2669 0,0
I 2,696 0,0 | 91,28 14,3| |3091 0,0
0 3,122 00| | 1057 37,4 |3580 0,0
) 3615 0,0 | 1224 358| |4145 0,0
01 ! 1_0 100 1000 10000 4,187 0,0 | 141,8 12,5| |4801 0,0
Size (d.nm) 4,849 0,0| | 1842 0,0| |5560 0,0
5615 0,0 | 190,1 00| 6439 0,0
6,503 00| | 2202 00| (7456 0,0
m——— Reocord 1297 67 &5 110 nm 100 mM KCI hr 1 7531 00| | 2550 0,0| |8635 0,0
8,721 0,0| | 2953 0,0 1,000e4) 0,0
10,10 00| | 342,0 00
11,70 0,0{ | 296,1 0,0
Malvern Instruments Ltd DTS Ver. 5.10

www.malvemn.com

Serial Number - MAL1028410
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File name: gergoo
Record Number: 129
25 szept. 2012 11:13:47



F5: 110 nm-es részecske DLS méret meghatarozasa.

Size Distribution Report by Intensity

v2.0
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N

Malvern

Sample Details

Sample Name:

110 nm 10 mM KCI 1

SOP Name: mansettings.dat
General Notes: merooldat
File Name: gergoo.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 123 DispersantRIl: 1,330
Material RI: 1,59 Viscosity (cP): 0,8863
Material Absorbtion: 0,01 Measurement Date and Time: 2012. szeptember 25. 10:...
System
Temperature (T): 249 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 408,6 Measurement Position (mm): 5,50

Cell Description:

Clear disposable zeta cell

Attenuator: 4

Results
Diam. (nm) % Intensity Width (nm)
Z-Average (d.nm): 1225 Peak 1: 125,9 100,0 25,92
Pdl: 0,029 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,939 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
X o i Size Intensity Size Intensity Size Intensity
Size Distribution by Intensity dnm % dnm o dnm o
0,4000 0,0 13,54 0,0 | 4587 0,0
R R EE 0,4632 00| | 1589 00| | 5312 0,0
0,5365 0,0 1817 0,0] | 6151 0,0
0,6213 00| | 2104 00| | 7124 0,0
0,7195 0,0 2436 0,0 8250 0,0
0,8332 0,0 2821 0,0| | 9554 0,0
= 0,9649 00| | 3267 0,0/ |1106 0,0
> 1,117 0,0 37,84 0,0/ 1281 0,0
@ 1,204 00| | 4382 0,0] |1484 0,0
2 1,499 0,0 50,75 0,0| |1718 0,0
= 1,736 0,0 58,77 0,0] | 1990 0,0
2,010 00| | ea08 0,0] |2305 0,0
2328 0,0 78,82 25| |2668 0,0
2,696 0,0 91,28 11,7] |3091 0,0
3,122 0,0 105,7 21,8| |3580 0,0
. 3,615 0,0 1224 26,0| 4145 0,0
01 ! 1_0 100 11000 10000 4,187 0,0 1418 22.0| 14801 0,0
Size (d.nm) 4,849 0,0 | 1842 12,5| |5560 0,0
5,615 0,0 190,1 3,5| |6434 0,0
6,503 00| | 2202 00| |7456 0,0
e Record 123: 110 nm 10 mM KCI 1 7,531 0,0 | 2550 0,0| |8635 0,0
8,721 0,0| | 2952 0,0 1,000e4 0,0
10,10 00| | 2420 0,0
11,70 0,0 | 296.1 0,0
Malvern Instruments Ltd DTS Ver. 5.10

www.malvemn.com

Serial Number - MAL1028410
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File name: gergoo
Record Number: 123
25 szept. 2012 10:36:24



F6: 67 nm-es részecske DLS méret meghatarozasa.

Size Distribution Report by Intensity

v2.0
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N

Malvern

Sample Details

Sample Name:
SOP Name:

General Notes:

67 nm 100 mM KCI 1

mansettings.dat

csak elektrolit

File Name: gergoo.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 132 DispersantRIl: 1,330
Material RI: 1,59 Viscosity (cP): 0,8884
Material Absorbtion: 0,01 Measurement Date and Time: 2012. szeptember 25. 11:...
System
Temperature (T): 251 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 460,9 Measurement Position (mm): 5,50

Cell Description:

Clear disposable zeta cell

Attenuator: 4

Results
Diam. (nm) % Intensity Width (nm)
Z-Average (d.nm): 72,66 Peak 1: 75,78 100,0 16,87
Pdl: 0,015 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,933 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
X o i Size Intensity Size Intensity Size Intensity
Size Distribution by Intensity dnm % dnm o dnm o
0,4000 0,0 13,54 0,0 | 4587 0,0
0,4632 0,0 15,69 00| | 5312 0,0
0,5365 0,0 1817 0,0] | 6151 0,0
0,6213 00| | 2104 00| | 7124 0,0
0,7195 0,0 2436 0,0 8250 0,0
0,8332 0,0 2821 0,0| | 9554 0,0
= 0,9649 00| | 3267 0,0/ |1106 0,0
> 1,117 0,0 37,84 0,0/ 1281 0,0
@ 1,204 00| | 4382 09| |1484 0,0
2 1,499 0,0 50,75 7.7\ (1718 0,0
= 1,736 0,0 58,77 17,0 (1950 0,0
2,010 0,0 68,06 23,3| |2305 0,0
2328 0,0 78,82 23,3 |2869 0,0
2,696 0,0 91,28 17,3] |3091 0,0
0 ; 3122 00| | 1057 87| |3580 0,0
. 3,615 0,0 1224 2,0| (4145 0,0
01 ! 1_0 100 11000 10000 4187 00| | 1418 0,0/ |4801 0,0
Size (d.nm) 4,849 0,0 | 1842 0,0| |5560 0,0
5,615 0,0 190,1 0,0| |6439 0,0
6,503 00| | 2202 00| |7456 0,0
m—— Record 132: 67 nm 100 mM KCI 1 7,531 0,0 | 2550 0,0| |8635 0,0
8,721 0,0| | 2952 0,0 1,000e4 0,0
10,10 00| | 2420 0,0
11,70 0,0 | 296.1 0,0
Malvern Instruments Ltd DTS Ver. 5.10

www.malvemn.com

Serial Number - MAL1028410

66

File name: gergoo
Record Number: 132
25 szept. 2012 11:34:32



F7: 67 és 110 nm-es részecskék SEM felvételei

‘ . - £ .
Mag = 100.00 K X EHT = 5.["] w :::::;?fﬁl;;:‘n Stageat T= 0.0° Signal A = InLens

FIB Lock Mags = No Titt Angle = 54.0* Signal B = InLens
FIBMag= 869 X W= 22mm Image Pixel Size = 3.564 nm Titt Corrn, = Off  Scan Rotation= 00" Aperture No. =1
- . - ’
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Mag = 100.00K X & Stageat Z=46913mm  Stageat T= 0.0 ° Signal A = InLens Mixing = Off

FIB Lock Mags = No “]n "m EHT 5'00 kv StageatM= 1.112mm Tit Angle = 540 Signal B = InLens Mix Signal = 0.7566 FIB Pr

FIB Mag = 869 X W= 21mm Image Pixel Size = 3.564 nm Tit Corrn. = Off  Scan Rotation= 00° ApertureNo.=1  FIB Ime
= —~
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F8: 110 és 120 nm-es részecske SEM felvételei

‘ 7 00 Stage alZ = 46913 mm  StageatT= 00 SignalA y Mixing = Off ~FIB Blanked = Yes

1B Lock Mags = No StageatM = 1.112mm Tilt Angle = 54.0 ° Signal B = InLens Mix Signal = 0.7566 FIB Probe = 30KV:10 pA

1B Mag= 869 X WD=21mm Image Pixel Size = 5941 nmTilt Corrn. = Off ~ Scan Rotation = 0.0° Aperture No.=1  FIB Imaging = SEM

El“'= 5 uo w StageatZ=46913mm  StageatT = 0.0 ° Signal A = InLens 9 FIB Blanked = Yes
: StageatM= 1.112mm  TitAngle = 540° Signal B=Inlens  Mix Signal = 0.7566 FI8 Probe = 30KV:10 pA
WD =22 mm Image Pixel Size = 5.941 nmTit Corm. = Off ~ Scan Rotation= 0.0° ApetureNo.=1  FI8 Imaging = SEM




F9: SEM-felvételek nanopipettardl L.

Mag = 500X = Stage st Z=32865mm  Stageat T= 00° Signal A = InLens Moting = Oft FIB Blanked = Yes
FIB Lock Mags = No 30 pm EHT = 5.00 kv StageatM= 4693 mm Tt Angle  54.0* SignalB « InLens Mix Signal = 07565 FI8 Probe «
FIB Mag = 869 X —T Wb = 3.6 mm Image Pixel Size = 716.1 nm Tét Corn = Ot Scen Rotetion= 0.0°  ApertwreNo. =1 FIB Inaging

g XL NI T &= g q Y " AR :_‘::4 o : e
Mag = 20000 K X = Stage at 7 = 34 184 mm Stageat T= 0.0°* Signal A = InLens Mixing = Off FIB Blanked = Yes
FIB Lock Mags = No 100 “m EHT 5'00 k' Stage ot M= 4693 mm Tk Angle = S40° Signal B « InLens Mix Signal « 0.7566 FIB Prob
FIBMag = 869 X Wh=43mm Image Pixel Size = 1 782nm TRt Corrn. = Off  Scan Rotaticn = 00 ApertureNo. =1 FiBim
e — - —_— = ——— - =
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F1 EM- ételek nanopipettarol 11.

Stagest Z=21608mm  Stage atT= 60.0 *Signal A = SE2 Mixing = Oft FIB Blank
1||||| EHT = 5.00 kv StageatM= 4693mm  Tit Angle = 30.0° Signal B = InLens Mix Signal = 07566 FIB Probe
Wh=5.0mm Image Pixel Size = 35,65 nm Tit Corn = On Scan Rotation= 0.0  Aperture No. = 1

Mag = 50.00KX 300 nm EHT =10.00 Ky Seoe2tz- Mixing = O1t FIB Blanked = Yes

Stage at M Angle Mix Signal 'S66 FIB Probe » 306V 10 pA
WD=5.0mm Image Pixel Size = 7129 nm Tit Corn. = On  Scan Rotation= 0.0*  Aperture FIB inaging = SEM




