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1. Bevezetés

1.1. Mikrofluidika

Az elmult 30 évben a mikrofluidika tertilete hatalmas fejlédésen ment keresztiil.
Eleinte a tintasugaras nyomtaték elterjedése és az lirtechnologia 6sztonozte
a haladast, mara azonban féleg a biotechnoldgia a meghatarozé alkalmazas.
A mikrofluidika alkalmazasa sok tekintetben kézenfekvd a biologiai kutatasok
tekintetében. Foképpen azért, mert a vizsgalandé mintak folyékony allapotuak,
a sejtek vizes alapu kozegben élnek. Tovabbi elonyként elmondhaté, hogy a
sziikségszertien kis térfogatok miatt, a vizsgalatok reagensigénye alacsony, és
sohasem sziikséges nagy mennyiségili természetkarosité anyaggal dolgozni.(1)

Az alapvetd koncepcid az, hogy a vizsgalandé anyagokat kis térfogatban
(ul — f1) juttatjék a mikrofluidikai eszkdzokbe, ahol az csdvekben dramolva
halad, keveredik 0ssze reagensekkel, illetve megy at a kivant valtoztatasokon.
Ezen rendszerekkel elérhet6 a mérések parhuzamositasa, azaz az egyszerre sok
mintaval valé munka, illetve ezen mintak tobb kiilonbo6zo tulajdonsaganak
szimultan mérése. A cél a | sigle-cell, single-molecule” szintli manipulacié és
analizis. Lehetové valnak az in. high-throughput kisérletek, amelyek nagy
szerepet jatszanak a szervezetre kedvezd hatast kifejté molekuldk (gyogyszerek)
azonositasaban is.

A mikrofluidika legelterjedtebb valtozata az un. ,,Continuous-flow mi-
crofluidics” (folyamatos-aramlas). Az ilyen rendszerben folyamatos daramlas
all fent, ezzel szemben a ,,Droplet-based microfluidics” technolégidk esetében
a folyadékot diszkrét cseppekként kezelik. Az utébbi években feltorekvo al-
ternativa az un. ,,Digital microfluidics”, ahol a folyadékkal érintkezo feliiletek
nedvesitési tulajdonsagait elektromos térrel befolydsoljdk(2).

Mindezek mellett a mikrofluidika teriilete is tele van kihivasokkal. A
legf6bb probléma, hogy a hagyomanyosan nagyméretii eszkozoket mint példaul
pumpakat, nyomasszabalyozokat, szelepeket, mikrométeres méretekben kell
megépiteni, egymashoz kapcsolni, és egy eszkozre integralni. Szamolni kell
tovabba a folyadék és a rendszer kozott fellépé adhézids erdkkel is, amik nagy
mértékben befolyasoljak a mozgast ilyen kis méretek mellett. A térfogati
erok elhanyagolhatova valnak a feliileti erék mellett. Eppen ezen problémat
kezeli (bar nem oldja meg teljesen) a csepp alapi technolégia. Ha ugya-
nis a folyadék folytonos aramlés helyett cseppekben megy végig az eszkoz
csoveiben, lecsokken a szilard fal és a folyadék érintkezési feliilete. Tovabbi
elonye, hogy ilyenkor kisebb mértékben abszorbealodnak a reagalé molekulak
az eszkoz falara. A cseppek kozotti teret ilyenkor més folyadékkal vagy gazzal
toltik ki.



1.1.1. A tintasugaras nyomtatd

A mikrofluidika a tintasugaras nyomtatdék tokéletesitése soran hatalmas
fejlédésen ment keresztiil, ezért érdemes kozelebbrol is megvizsgélni a miikodé-

siiket. Ezen a teriileten szamos kutatas, és még anndl is tobb szabadalom
sziiletett, hiszen a nyomdai és irodatechnikai alkalmazasok komoly piaci je-
lenléttel birnak.

A legrégebbi technoldgia az in. continuous inkjet (folytonos tintasugér),
amelynél a tintat a tarolorekeszbdl egy mikroszkopikus, nagy sebességii sugarban
lovellik ki, majd ezt egy piezoelektromos kristaly altal keltett ultrahang
cseppekre bontja. Ezen cseppeket egy elektroda még képzddésiik kozben
elektromosan feltolti azért, hogy a kovetkezo lépésben a sugarat elektro-
mos térrel tudjak eltériteni, igy létrehozva a kivant mintazatot a papiron.
Ugyanez a miikodési elve a késébb targyalandé FACS-berendezésnek is.
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1. dbra. A termadlis nyomtatéfej miikodése(3)

Manapsag azonban, a legtobb irodai nyomtatd termalis vagy piezoelek-
tromos technikdt hasznal. Az el6bbi esetén a tinta egymas mellé helyezett
kis tarolokban van elhelyezve. Nyomtataskor egy elektromos jel fut végig a
tarolokhoz kapcsolt melegité egységeken. A hirtelen hémérséklet-novekedés
miatt a tinta elparolog, és egy buborékot alkot, aminek koszonhetéen a
taroloban megn6 a nyomas, és egy csepp tinta kilovellodik a papirra. Ezzel
szemben a piezoelektromos technolégidban (melyet f6leg az ipari nyomtatékban
haszndlnak) a melegit6 egységek helyét piezoelektromos kristalyok veszik at.
Amikor az elektromos jel végigfut a kristalyokon, azoknak megvéltozik az
alakja, és igy megnovekszik a nyomads a taroléban.



Mindegyik tipusu nyomtatéfejben tehdt kozponti szerepet jatszik a
kapillarisokbél kibocsajtott kis cseppek viselkedése.

1.1.2. Lab-on-a-chip

A mikrofluidika biolégiai alkalmazédsai kozil talan a legizgalmasabb, az tn.
lab-on-a-chip. Ezen, kissé futurisztikus technolégia célja az, hogy olyan
vizsgalatokat, amelyekhez hagyoményosan egy jol felszerelt laboratériumra,
és hozzaérté személyzetre van sziikség, egy bankkartya méretli vagy annal
kisebb chipen végezzenek el. Ezen koncepcionak szamos nyilvanval6 elonye

2. dbra. Egy tipikus lab-on-a-chip(4)

van, és Uj tavlatokat nyit a humén diagnosztikdban(5). Ma mar lehetséges
olyan specifikus eszkozok épitése, amelyek néhany csepp vérbol, vagy egyéb
emberi valadékbdl képesek az AIDS (6), a maldria (7) illetve mds, bak-
terialis fert6zés kimutatasara. Mindez percek alatt olcson és biztonsdgosan
elvégezhetd. Egyes esetekben semmiféle labortechnikai végzettség sem sziikséges.
Tovéabbi elényként emlitheto, hogy az ilyen késziilékek energiaigénye minimalis,
képesek akkumulatorral iizemelni ott is, ahol a koriilmények nem teszik
lehet6vé mas elektromos energiaforras alkalmazasat.

A fejlods orszagokban, illetve més, infrastruktiraval nem vagy alig ren-
delkez6 kozosségekben nagy sziikség van az ilyen vizsgalatokra. Tovabbi al-
kalmazéasi tertilet lehet a hadiipar, hiszen a hadszintéren allomésozé katonak
egészségi allapotat is praktikusan lehet monitorozni ily modon.

1.2. Single-cell technolégiak

A sejt az él6 organizmusok alapvetd egysége. Tanulmanyozdsanak természetes
eszkoze a mikrofluidika, hiszen az emlds sejtek szokasos mérete 10 — 20um,



amely éppen a mikrofluidikai rendszerek szokasos karakterisztikus mérete. A

legutébbi idokig sejtek RNS és DNS szekvencidjat csak nagy, sok sejtet tar-

talmazé mintdkban tanulmanyoztdk, mara azonban a technolégia fejlédése

elérte azt a szintet, amikor a pontos DNS, RNS mintazat egyedi sejtekbdl

is kimutathato. Akar egyetlen sejtbdl egyszerre meg lehet mérni a DNS,

tobbféle RNS és egyes fehérjék mennyiségét(8). Tovdabba vizsgdlhatd a teljes

RNS expresszié, amely megadja a sejt fenotipusat. Egy fejlod6é embriot vagy

egy tumort sokféle sejt komplex struktiurakba rendezddve alkot. Lehetséges,

hogy az egész szovet egyes tulajdonsigait a sejtek egy alig észrevehet6 hanyada
hatarozza meg. Annak érdekében, hogy megértsiik a szovetek fejlodését és a

sejtek kozotti kapcesolatokat, a sokféle sejtet egyenként is érdemes megvizsgalni
és csoportositani(9).

Hasonlé igényeket a mikrobioldgidban is talalhatunk: a legtobb, kornyezetbdl
begytijtott mintaban, a jelenlévé fajok kb 1%-a tenyészthetd in vitro. Ezért
fontos, hogy egyesével lehessen kivalogatni a mikrobéakat, és igy tanulmanyozni
az ugynevezett ”biologiai sotét anyagot”.

Az egyedi sejtek vizsgdlata a genetikdban is fontos szerepet jatszik(10).
Napjainkban mar vilagos, hogy a gének atirdsa RNS-sé meglehetosen zajos
az egyedi sejtek szintjén. Ennek oka, hogy az RNS transzkripcié nem
folyamatosan, hanem ”burst”-6kben (ugrasokban) jatszédik le. Ezen
sztochasztikus folyamat megértésében is 1ényeges szerepet kap az egyedi
sejtek vizsgalata. Napjainkban az egyedi sejtek vizsgalata a biofizika egyik
legnagyobb kihivasai kozé tartozik. A problémakor aktualitdsat mi sem jelzi
jobban, mint hogy a Nature Methods a 2013-as év kisérleti mddszerének
valasztotta a single-cell technologiat.

A sejtek manipulacidjara, valogatasara szamos modszert feltaldltak mar,
ezek kozil a legelterjedtebb a FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting)

1.2.1. A fluoreszcensen aktivalt sejtvalogatas

A FACS moédszert az 1960-as évek végén taldltak fel. A célja, hogy flu-
oreszcensen megjelolt sejteket lehessen kivalogatni egy sejteket tartalmazo
szuszpenziobhdl ugy, hogy azok tul is éljék a folyamatot. Elterjedtségét mu-
tatja, hogy 2002-ben 30000-re becsiilték a vilagon hasznalt FACS késziilékek
szamat(11). Azéta ez a szdm tovabb nétt.

A miik6dési elviik a kovetkezo: egy kis &tmérdji (50—100um)mikropipettabdl
egyedi sejteket tartalmazo szuszpenziét bocsatanak ki sugarban. A sugarat
vibracié segitségével cseppekre bontjak, méghozza tigy, hogy nagy valészintiséggel
minden egyes cseppben egy sejt legyen. Miel6tt azonban ez megtorténne,

a sugarat lézerrel vilagitjak meg. Ez a lézer egyrészt szorodik a sejteken,
masrészt gerjeszti a sejtekben jelen 1év6 fluoreszcens markereket, melyek igy



(més hulldmhosszi) fényt bocsatanak ki. Ezeket a jeleket detektorok fogjak
fel, és egy szoftver értékeli ki. Ezutan a cseppek egy gytlrin haladnak at,
ami képes elektromosan feltolteni 6ket, amiket igy a lejjebb talalhato eltérito
lemezek kozott kialakuld elektromos tér térit el az egyes tarolokba. A detek-
tor altal szolgaltatott informacié alapjan a kivalogatandé sejteket tartalmazo
cseppeknek mas toltést adnak, igy mas taroloba kertilnek.
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3. dbra. A FACS vazlatos miikodése(12)

Hamar felmeriilt azonban az igény arra, hogy egyszerre tobb markert is
detektdlni lehessen egyazon sejten beliil. A legtijabb FACS méar 12 fluoresz-
cens festéket képes érzékelni. A sejteket 3 féle szinti lézerrel vilagitjak meg.
Az egyes festékek gerjesztési spektruma atfedéseket mutat, igy ugyanaz a szin
akar hatféle festéket is gerjeszthet, azonban minden molekula emisszi6éjat més
hulldmhosszon detektaljak.

1999-ben megsziiletett az elsé pFACS, ami a FACS technoldgia miniatiiri-
zalasa(13). Itt a sejteket tartalmazo folyadék egy "T7 alaki keresztezédésben
aramlik a bemenet fel6l, a ”hulladék” kimenetre. A bemend oldatot egy
inverz optikai mikroszkép figyeli, és amint fluoreszcens jelet érzékel, a sejt
atvezetodik a tarold kimenetre. Ha nagyon kis koncentracidoban van jelen a
keresett sejt, akkor a szuszpenziét joval nagyobb sebességgel aramoltatjak,
majd amikor a sejtet érzékeli a detektor, az dramlas megéll. Ekkorra a sejt
mar a hulladék felé vezetd csatornaban van, ezért forditott iranyu daramlas
indul meg, és a sejt utja a taroloban végzddik. Ezzel a technologiaval a FACS



sok hatranya megkeriilhet6, és létrehozhaté annak lab-on-a-chipre integralt
véltozata(14).

1.2.2. Egyedi sejtek valogatasa mikroszkoppal

A hagyoményos FACS-mdédszerekkel akar 10000 sejt/masodperces valogatasi
sebesség is elérhet6. Azonban nem hasznédlhaté a technoldgia, ha nagyon
kevés sejtet (1-100) kell valogatni, illetve képtelen az egyes sejtek egyedi ma-
nipulacidjara. Ezen célokra késziilt az ELTE Biolégiai Fizika Tanszéken is
miikod6é magyar fejlesztésii berendezés(15), amellyel a jelen dolgozatban
szerepld kisérletek egy részét végeztem. Az eszkoz felépitése a kovetkezo: Egy
inverz fluoreszcens mikroszképhoz egy mikromanipulatorra szerelt mikropipetta
csatlakozik. Ez szolgdl arra, hogy a sejteket egy Petri csészébdl felszivia, és
egy tiveglemezre vagy mianyag PCR csovekbe helyezze. Az ehhez sziikséges
nyomadskiilonbséget két nyomdasszabélyozé szelep biztositja (egy szivd, és egy
nyoméag). A mikroszkép képét digitélis kamera rogziti, és szoftver dolgozza
fel. A berendezés képes a Petri csészében 1évo sejtek automatikus felis-
merésére, és valogatasara. Emellett azonban nagy szabadsigot is biztosit,
hiszen a sejteket egyesével, manualisan is kezelhetjiik, szemben az eddig is-
mertetett FACS, vagy pFACS mddszerekkel. Tovabbi elonye, hogy a komplex
informaciot tartalmazo kép alapjan torténik a valogatas. Azért, hogy a
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4. dbra. Az automatizélt sejtvalogatd mikropipetta vazlatos felépitése

sejteket minél kisebb térfogati cseppekben tehessiik le, fontos megérteni,
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hogy hogyan képzddik a csepp és milyen alaku a viz feliilete a csepp lerakasa
elott. Mindezeket a mikropipetta mérete, a viz tulajdonsagai, és a kisérletileg
szabalyozhaté paraméterek bedllitasa hatarozza meg. Ezek a paraméterek a
viz nyomasa, illetve a szivé- és nyomédszelepek nyitési ideje.

1.3. Kapillarisok

Kapillaris jelenségekrol akkor beszéliink, amikor a vizsgalt rendszer viselkedését
inkabb a folyadék kohézids, illetve adhézids erdi hatdrozzak meg, semmint
a gravitacio. Ennek szamszertsitését a kapillaris allandé bevezetése teszi

lehetévé. Definicié szerint:
2
a=/= (1)
g

ahol a a folyadék feliileti fesziiltsége, p pedig a stirtisége. Ha ez az érték
sokkal nagyobb, mint a vizsgdlt rendszer tipikus méretei, akkor a gravitaciét
elhanyagolhatjuk. A viz esetére a = 0,072J/m?, illetve p = 997:792. Ebbdl:

/[2-0,072

Az itt targyalt kisérletekben a karakterisztikus méret 70um. Ez lathatéan
2 nagysagrenddel kisebb a kapillarisallandénal, igy a gravitaciét elhanyagol-
hatjuk a jelenségek értelmezésekor.

Belathato, hogy egy folyadék szabad felszine és a kiils6 1égnyomés kozotti
gorbiileti nyomas

1 1

P=a [—+— 3

a ( 7 + R2> (3)
Itt Ry és Ry a feliilet 6 gorbiileti sugarai. A
1 /1 1

H=-|—+— 4

2 (Rl * RQ) (4)

mennyiség, a feliilet atlagos gorbiilete.

1.4. Az illeszkedési szog

A kisérleteinkben relevdans mennyiség még az illeszkedési szog (6) is, ame-
lyet két kozeg érintkezésekor értelemeziink. Ez az a szog, amit a folyadék
feliiletének érintoje és a szilard feliilet érintdje az érintkezési pontban bezar.
Ha ez a szog kisebb, mint 90 fok, akkor nedvesitésrol beszélhetiink. Ha
egy folyadék egy szilard testtel érintkezik valamilyen géz (éltaldban levegd)



allapotu kozegben, akkor az illeszkedési szog mind a harom résztvevo anyag
tulajdonsdgaitol fliiggeni fog. Ezt az Osszefliggést a Young-egyenlet irja le.
Eszerint:

Vrg - €08(O) = Ysg — Vsy (5)

Ahol f a folyadék, g a gaz és s index a szilard kozeget jelenti. Ennek az
egyenletnek minden esetben egy megoldasa van. A kisérletileg megfigyelt
illeszkedési szogek azonban nem feltétlentil egyeznek meg ezzel a megoldassal.
Egy cseppnek tobb metastabil dllapota lehet, amelyek nem az igy megkapott
szoget mutatjak. Hatvanyozottan igaz ez akkor, amikor a vizfeliillet mozog.
Ha a viz feliilete el6refelé mozog egy sima (legaldbbis annak t{ing), szilard
lapon, az illeszkedési szoge megnd, ha a feliilet visszafele mozog, akkor pedig
lecsokken. Ezt a jelenséget nevezik illeszkedési szog hiszterézisnek.
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5. dbra. Haladé és visszahizodé cseppalakok(16)

Oka az, hogy még a latszolag homogén, sima feliiletek is mikroszkopikus
inhomogenitasokat tartalmaznak. Példaul egy hidroféb tertilet akadéalyozza a
vizfeliillet mozgasat, amennyiben az halad, de visszatartja azt, visszahtizodo
mozgas esetén. Belathatd, hogy a nedvesités jelensége joval bonyolultabb,
mint azt a Young-egyenlet alapjan varnank.(17) Mindez szerepet fog jatszani
a kovetkezokben prezentalt kisérletek értelmezésében. Nem lehetiink ugyanis
biztosak abban, hogy a latszélag sima tivegfeliilleten milyen mikroszkopikus
inhomogenitasok befolyasoljak a vizzel valé kolecsonhatést.



2. Eszkozok és modszerek

A kisérletekkel az volt a célunk, hogy megfigyeljitk a 10 — 100um-es cseppek
alakjat, a mikropipettaban mérhet6 nyomas fiiggvényében. A kvalitativ meg-
figyelésen til, kvantitative is elemeztem a cseppeket gy, hogy szamitégépes
program segitségével egy kort illesztettem a csepp korvonalara. A cseppek
alakjat tehat az oldalrdl felvett fényképiikre illesztett kor sugaraval jelle-
meztem. Ehhez az ImageJ nevii képfeldolgozé programot hasznaltam. Ezt az
open-source szoftvert széles korben hasznaljak biolégusok és bioinformatiku-
sok, konnyti kezelhetdsége és a mikroszkopos képekre optimalizalt volta mi-
att. Az illesztés soran pontokat jeloltem ki a folyadékfeliilet peremén, amire
a szoftver egy kort illesztett. Ezen koroket az tn. ROI (Region of inter-
est) manager segitségével Gsszegylijtottem, majd a program automatikusan
lemérte azok minden tulajdonsagat. A szamomra relevans atmérot egy fajlba
mentettem, majd egy octave fiiggvénnyel konvertaltam tényleges, mikrométer
mértékegységii adatta.

A mikropipettaval végzett kisérletben a mikromanipuldtorokat és a kamerat a
CellSorter programmal kezeltem, melyet specifikusan ezen késziilék iranyitasara
fejlesztettek ki.

3. Eredmények

3.1. A kisérleti elrendezés

Ahhoz, hogy a csepp alakjat lassuk, oldalrél kellett a megfigyelést végezni.
Ezért egy tiveg mikropipettat (éppen olyat amilyet a sejtek valogatasakor
hasznalnak) egy nyoméstartélyhoz kapcsoltam, és egy oldalara dontott sztered
mikroszképpal figyeltem meg (Olypmus SZX9). A nyomdstartdly 1 literes
mérohenger volt. A benne 1évo viz felszine és a pipetta hegye kozotti tavolsag-
bél (h) ap = p-g-h Osszefiiggés alapjan a hidrosztatikai nyoméast meghataroz-
tam. A mérohengert és a mikropipettat lmm belsé atmérdji, 1m hosszi
Teflon cs6 kototte 0ssze. A mikroszkop képét digitalis kamera rogzitette
(Olypmus U-CMADS3). A megfelel$ fényviszonyokrdl optikai szalas fényforras
gondoskodott (Olympus Europe Highlight 2100). A mérésekhez hasznalt
vizet ioncserélé berendezéssel (Seralpur AP 30) éllitottam elé.

Elsoként feltoltottem a hengert annyira, hogy a létrehozott nyomastol a
feliilet mar lathatéan kidudorodjon. Ezutén a viz mennyiségét meghatarozott
lépésenként noveltem, és minden 1épésnél felvételt készitettem a csepprol. A
lépések kozott 3-5b mésodpercet vartam, hogy a mérShenger vizfeliiletének
rezgései megsziinjenek. Mindez addig tartott, amig a nyomas mar akkora
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volt, hogy a viz lecseppent. Minden felvételnél feljegyeztem, hogy hol &llt a
viz, azaz mekkora nyomas hozza létre az adott felilletet. A feliiletek megfi-
gyelése tehat mindig statikus koriilmények kozott tortént. Teljesen hasonld
kisérletet végeztem szilikon olajjal is. Az elézé elrendezésben mikropipetta
hegyét kozelitoleg 5 mm magassagig alulrdl feltoltottem olajjal igy a hidrosz-
tatikai nyoméas szamolasakor az ebbdl szarmazd pontatlansdg elhanyagolhaté
volt. (A két folyadék kozotti stirtiségkiilonbség Ap ~ 40%).

3.2. A gorbiileti sugar és a hidrosztatikai nyomas szamolasa

6. abra. Az illesztés metddusa

A mikropipetta természetesen fliggolegesen allt, a képek azért vannak
vizszintes allasban, mert a kamera igy volt rogzitve a mikroszkop tetejére. Az
illesztett kor atmérsjét a program pixelben megadja, ezt még at kell szamolni
méterré. Egy kalibralt mikroszképpal tortént mérés alapjan a pipetta kiilso
atméréje 120 um. Azért nem az ismert belsé atmérét hasznaltam kalibraciora,
mert a felvételek alapjan nem donthetd el egyértelmtien, hogy hol van a
mikropipetta belso fala. Ez alapjan minden egyes képsorozatra meghatarozhato
egy konvertald allandd, ami megmondja, hogy egy um hany pixelnek felel
meg a képen. fgy megkaphatd a cseppekre illesztett kor sugara relevans
mértékegy-
ségben. Minden képsorozatbdl kivagtam a pipetta hegyét tartalmazo részt,
és egy képre rendeztem 6ket matrix alakban.

A masik kisérleti paraméter a viz altal kifejtett hidrosztatikai nyomas,
amit a méréhengerben 16v6 viz magassdgdbol szamoltam ki. A (7)-es dbran
lathato a kisérleti 0sszeallitas fényképe. A hidrosztatikai nyomas meghatéro-
zésdhoz szitkséges h magassigot a h = v — z egyenletbdl hataroztam meg (az
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Vizszint
magassagalv)

A hegy maga@%ﬁ

(2)

7. dbra. A kisérleti elrendezés

abran 1évé jeloléseket hasznélva). Igaz tovabbd, hogy v = A+ V - k, ahol V
a hengerben 1évé folyadék térfogata (ml-ben), k pedig konvertalasi tényezd,
értéke megmondja, hogy egy ml folyadék mekkora magassagnovekedést ered-
ményez.

A nyomast tehat a

p=p-g-(A+V-k—2) (6)

egyenlet hatarozza meg.

3.3. A hidrosztatikus nyomas és a cseppek gorbiiletének
Osszevetése
Minden egyes felvételhez tehat meghatarozhatjuk a nyomasra és a gorbiileti

sugarra vonatkozo adatokat. Ha a két {6 gorbiileti sugar megegyezik, mint
példdul gomb esetén, akkor a (3)-as egyenlet a kovetkezéképpen médosul:

_2a

P="7 (7)
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p-R=2 (8)

Tehat minden esetben a p- R értéknek konstansnak kell maradnia, méghozza
ezen konstans éppen a viz feliileti fesziiltségének dupldja. Ezért minden
mérésnél abrazoltam a p - R értéknek megfelel6 egyenest.

3.4. A mért adatok
3.4.1. Meérés vizzel

Az els6é képsorozatnal a hidrosztatikai nyomas értékei 3470 Pa és 3688 Pa
kozott mozogtak. Az egyes képek kozott 3 ml-nek, megfelelé 11 Pa nyomaskiilénbség
van. A hegyeket abrazolé fényképek alabb lathatoak:

vizl.png

8. abra.
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A képeket a leirt eljarassal elemeztem, és kinyertem beldliik a cseppekre
vonatkozo adatokat. A leirt eljarast alkalmaztam harom, részleteiben azonos
méréssorozatra. A kapott eredményeket a 9. abra foglalja 6ssze:

400000

350000 }

300000 }

250000 }

200000 }

R*P(urm*Pa)

150000 ¢

100000

50000 ¢

0

0 20 40 60 80 100
R{um)

9. abra.

Itt a gorbiileti sugar fiiggvényében dbrazoltam a nyomds és a sugar szorzatat.

A vizszintes egyenes dbrazolja a (7)-es egyenlet szerinti varakozdsainkat. Jol
lathato, hogy az adatok egyik esetben sem kovetik ezt a varakozast. Helyette,
egy-egy jol definialt egyenesre illeszkednek a pontok. A mért adatfelhok jol
elkiiloniilnek, jollehet a kisérletek technikai részletei minden esetben mege-
gyeztek. Az egyes mérések altal lefedett nyomastartomanyok tobb helyen
atfedésben vannak. Az ilyen helyeken lathaté, hogy azonos gorbiileti su-
garak a kiilonbozo alkalmakkor végzett kisérletekben mas-mas nyoméasértékek
hatdsdra jonnek létre. Az illesztett egyenesek adatai ”f(x) = a -z + "
fliggvény illesztése esetén:

mérés sorszama | a (Pa) | szords(%) | b(Pa - um) | széras(%)
1 2593.83 14.49 65756.2 38.21
2 2109.88 4.3 23148.4 13.72
3 4768.63 8.7 43571.4 52.07
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3.4.2. Meérés etanollal

Hasonlé mérést végeztem 96 V/V%-os etil-alkohol oldattal is.

A mérés menete megegyezett a fentebb részletezettekkel, az egyetlen kii-
lonbség, hogy az 1l-es mérohenger helyett egy 25ml-eset haszndltam. Az
eredmények a 10. abran lathatéak. Az els6 mérés esetén vizszintes egyenest

400000

i —
2 -
350000 } irodalmi ertelk 1
300000 }
__ 250000 |
18]
a8
£ 200000 f
[l
T 150000 }
100000 | .
50000 | M
. I
O 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100
R{um)
10. abra.

illesztettem, hiszen lathatd, hogy az adatok lényegében egy vizszintes mentén
helyezkednek el. Az illesztett egyenesek adatai :
mérés sorszama | a(Pa) | szords(%) | b(Pa - um) | széras(%)
1 0 - 45707 3.4
2 572.94 8.94 27208.6 13.15

[tt mér a mérések jobban dsszhangban vannak a (7)-es egyenlet szerint varhaté
eredménnyel, az egyik mérés hiban belil megkozeliti azt. Osszesen 103
adatpar felvétele és kiértékelése utan, a diszkussziéban részletezett kovetkezte-

téseket vonhatjuk le.
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3.4.3. Meérés szilikonolajjal

A kisérletsorozat soran, olajcseppek alakjat is vizsgaltam. Ez azért indokolt

mert az olaj, a fennall6 koriilmények kozott elhanyagolhaté mértékben péarolog,

igy 1ényegesen kiilonbozik a viztol. Az elsé mérés soran, egy bizonyos nyomastartomanyon
beliil vizsgaltam az olajcseppek méretét. A mért pontokat a 11-es abra mu-

tatja. A zold vonal a pontokra illesztett egyenest (a = 296 £+ 11Pa), a lila

100000 - —— .
irodalmi ertek
80000
E 60000
2
o]
&
= » /
Y 40000 F A ]
/
20000
O 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120
R{um)
11. 4bra.

vonal (37939Pa*m) pedig a pontok atlagat jeloli. A kék vonal a szilikonolaj
feliileti fesziiltsége.

Egy masik kisérlet soran azt vizsgaltam hogy vajon a jelenség rendelkezik-
e hiszterézissel, azaz a nyoméas novelésekor illetve csokkenésekor més cseppméretek
fordulnak-e el6. Ennek eldontésére egy adott nyomaéstartomanyon eloszor
noveltem, majd ugyanolyan korilmények kozott csokkentettem a hidrosz-
tatikai nyomast. A felvételeket mind a két iranyban ugyanolyan vizallasnél,

azaz nyomasnal készitettem, a konnyebb Osszehasonlitas kedvéért. A kapott
eredmény a 12-es abran lathaté.

Az illesztett egyenesek adatai:

Mérés megnevezése | a(Pa) | szoras(%) | b(Pa - um) | szérds(%)
Novekvo nyomas 201 27.58 26763 7.74
Csokkeno nyomas 150 59 30504 22.7
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12. 4bra.

3.4.4. Kisérlet az automatizalt mikropipettaval

A gyakorlati alkalmazasok szempontjabdl a legfontosabb kérdés, hogy miként
lehet a leheto legkisebb cseppet letenni a mikropipettaval. Ennek vizsgélata
érdekében, az automatizalt sejtvalogatd berendezéssel végeztem kisérletet.
Els6kén a hidrosztatikus nyomast biztositd fecskendot 0.1m magasra helyeztem
a mikropipetta hegye folé. Ezutan a mikromanipulatorok segitségével a
hegyet, egy alatta elhelyezked6 tiveglap folé 100um magassagba helyeztem.
Folyamatosan nyitott nyomoészeleppel, 5um-es 1épésekben kozelitettem a feliilethez,
egészen addig amig a csepp ki nem cseppent az tiveglapra. A kisérlet kozben
a csepp oldalrdl valéo megfigyelésére nem volt lehetoség. Azt talaltam hogy a
kritikus nyomaéasnal jéval kisebb p = 979 Pa hidrosztatikai nyomas hatésara a
csepp 8um magassagban cseppent le.

3.5. Diszkusszio
3.5.1. Eltérés a kisérleti eredmények és a Laplace torvény kozott

A mérések alapjan lathattuk, hogy viz esetében a (8)-as egyenlet alapjan
vart egyenest egyszer sem kaptuk meg. Bar az alkohol esetében a mérések
eredménye jobban megegyezik a varttal, az alkalmazas szempontjabdl 1ényegesebb
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a vizzel tortént mérés, hiszen a mikropipetta vizzel van feltoltve sejtvalogatas
kozben. A vizzel tortént kisérleti eredmények szerint tehat:

p-R=py-R+0b (9)
Azaz )
p:po+§ (10)

Az eddig figyelembe vett gorbiileti nyomason kiviil tehat més tényezdket
is figyelembe kell venni, amelyek okozhatjak a nyoma&s novekedését allandé
gorbiileti sugar mellett is. Az illesztett egyenesek meredeksége adja meg a py
anomalis nyomaést, a tengelymetszetiik pedig a b paramétert, ami lathatéan
kisebb mint a vart 2a.

3.5.2. Az iiveg és a viz kozotti érintkezési szog hatasa

Altaldnosan igaz, hogy egy gorbiilt felilletii folyadék hatéran gorbiileti nyomds
jon létre. Ennek értéke: H - 2a a kordbban mar definialt atlagos gorbiilet.
Esetiinkre alkalmazva ezt az allitast, a kovetkezo megallapitasokat tehetjiik;
A mikropipetta hegye, hengerszimmetrikus. Egy szabadon lebegé folyadékesepp,
a benne hato kohéziés erck hatasara, a minimalis feliilet elérésére torekszik.
Ha elhanyagoljuk a gravitacié hatasat, akkor ez a feliilet egy gomb lesz.
Szintén lattuk mar a bevezetoben, hogy a kapillaris dllando értéke miatt itt
a gravitdciot biztosan elhanyagolhatjuk. A mikropipetta hegyénél azonban
a csepp nem szabadon lebeg, hanem az tiveg hegyére van kitapadva bizonyos
illeszkedési szogben. Elképzelhetd, hogy a peremfeltételek miatt a csepp
alakja nem gémb, hanem egy olyan alakzat, aminek a f6 gorbiileti sugarai
nem egyenldek, igy a (7)-es egyenlet nem helytallo.

Hogyan befolyasolja tehat a peremen valé viselkedés a csepp alakjat? A
folyadék és az iiveg taldlkozasandl, az (5)-0s egyenlet dltal meghatédrozott
médon egy illeszkedési szog alakul ki. Az irodalomban keresgélve sokféle
mérést lehet talalni a viz, és boroszilikat iiveg kozott 1étrejovo illeszkedési
szogre. Ezen mérések eredménye 0-29 fokig kiillonbozo értékeket vesz fel. Ez
annak koszonhetd, hogy a jelenség igen érzékeny a feliilet legaprobb inho-
mogenitasaira. Vegylik most az egyszertiség kedvéért azt az esetet, amikor
a viz tokéletesen nedvesit, azaz 7 = 0! (Ez egy meglehetGsen elterjedt
kozelités). Ekkor biztosak lehetiink abban, hogy a vizfeliilet 0 fokot zar
be a mikropipetta belso, vagy kiils¢ falaval, attdl fiiggéen hogy éppen hova
tapadt ki a csepp (13.4bra).

Ha a hegy peremét tokéletesen szogletesnek feltételezziik, konnyen belathaté,
hogy a pipetta kiils¢ faldhoz valé 0 fokos illeszkedés kizarélag a félgomb esetén
jonne létre. A t6bbi esetben(tehat kisebb nyomés mellett) pedig valamilyen
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13. abra. Kiilonbozéképpen kitapadt cseppek, a vizzel tortént harom
mérésben

mas alakzat jonne létre, ami 0 fokos érintével indul, és a peremtdl eltavolodva
egyre jobban gombre hasonlit. A feliilet azonban igy is hengerszimmetrikus
és allandé atlagos gorbiileti lenne.

Egy forgésfeliilet standard paraméterezése a kovetkez6(18)

x(u,v) = ®(v) cosu (11)
y(u,v) = ®(v)sinu (12)
z(u,v) = ¥(v). (13)

Itt w az azimutszog, v pedig a forgastengelyen mért tavolsag. Ha a ko-
ordinata-rendszert ugy vesszik fel, ahogy az a 14. abran szerepel, akkor
U(v)=v ==z

14. dbra. A feliilet paraméterezése (az y tengely kifele mutat)

Ebbol megkaphaté a feliilet atlagos gorbiilete, a kovetkezd formulaval:
<I>(®”\If’ . ‘I)/\I’”) . \I,/(q)/z + \11/2)
2|(I)|((I)/2 + \1112)3/2

H= (14)
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Estiinkben W' = 1 és U = (. Ezért az egyenlet a kovetkezd alakra egyszertisodik:

_ q)q)// _@/2_,_ 1

H =
2@(@/2 + 1)3/2

(15)

Ez egy implicit, mésodrendii, nemlinearis differencidlegyenlet az egyvaltozds
® fiiggvényre nézve. A kezdeti feltételek esetiinkben ®(0) = rq és

d'(0) = tan(O). Az egyenletet numerikusan megoldva, megkaphatjuk a
cseppalakokat kiilonbo6zo @ érintkezési szogek esetére.

0=0

15. dbra. Szogletes és nem szogletes perem a mikropipetta hegyénél

A mikropipetta hegyét azonban nem tekinthetjiik tokéletesen szogletes-
nek. Sokkal inkabb hasonlit egy lekerekitett peremt csore. Ezért a meghatarozott
illeszkedési szog sokféleképpen létrejohet(15. abra). A viz tehdt mindig ott
érintkezhet az tiveggel, ahol a meghatarozott illeszkedési szog teljesiilhet. fgy
a csepp alakja a kiillonboz6 gorbiileti sugarak mellett is gomb lehet. Ez meg-
egyezik a képeken latottakkal, hiszen ezeken semmi nem utal arra, hogy a
felillet nem gémb alakiu.Ezért az illeszkedési szog hatasat a feliiletre nem
vessziik szamitasba.

3.5.3. Nem statikus koriilmények

A pg nyomas tovabbi kiilonboz6 effektusokbdl szarmazhat. Az egyik feltételezés
az, hogy amikor a méréhengerben megvaltozik a viz magassaga, a megnovekedett
nyomdas nem pillanatszertien alakitja ki az 1j feliiletet, azaz a feliilet
valamilyen At id6 alatt alakul ki. Tehat a feliilet kialakuldsa még tranziens
szakaszban volt, amikor a felvételt készitettem. Amennyiben ez tényleg
igaz, a csOben aramlasnak kell jelen lennie, ami a Hagen-Poiseuille torvény
értelmében csokkentené a mikropipetta hegyénél 1évé nyomést. Ez ma-
gyarazatot adhat az anomalis nyomas jelenlétére.
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A felvételek készitése soran folyamatosan figyeltem a mikroszkép képét,
és egyszer sem lattam észreveheté aramlast, azaz a csepp szemmel lathato
novekedését. Tegyiik fel, hogy szemmel mar nem észlelhetd, ha a nyomasnovelés
két 1épcséje kozotti 5 méasodpercben a csepp magassaga 10%-ot novekszik!
Mekkora lesz ekkor az aramlasbdl szarmazé nyomaskiilonbség?
A csepp alakjanak oldalnézeti képe minden pillanatban, szinte egzaktul egy
gombszelet. Tekintsiink egy tipikus R = 40pum sugaru vizfeliiletet ¢ idépillanatban.
Legyen m a gombszelet magassaga, és a az alapkorének sugara. Ekkor

2 602
m:R—\/RQ—aZ:40—1/402—728.03um (16)

A mikropipettabdl kilégo vizcesepp térfogata az ismert, gombszeletre vonatkozo
képletbdl:
3 2 2
v = 30 +g” I 4 5510 14 (17)

Ha a csepp magassaga 10%-al novekszik, azaz m — 1.1-m, a térfogatvaltozas:

AV = 4.803 - 10~ m? (18)
Az aramlasi rata tehat:
AV 4.803-10"Hm?3 m3
I= = =9.61-107"0— 19
At 5s s (19)
A Hagen-Poiseuille torvény alakja a kovetkezo:
8Inl
Ap = 20
r="r (20)

Itt r a csO sugara, [ pedig a hossza. Esetiinkben a vezeték egy 1m-es szakaszon
0.5mm, kb 2mme-en pedig 35um sugaru. A viszkozitas n = 0.001Pa - s a viz
esetében. Ezért a teljes nyomasesést két részben irhatjuk fel:

8]77 ll l2
Ap="2T(0 2 21
=2 () 2y
8 9.6 - 10716 % 0.001 1 0.002
_ — 0.00329P
T ((5 109 (35 10—6)4) ¢

Lathatjuk tehat, hogy az esetleges aramlasbdl 1étrejovo nyomésesés mértéke
elhanyagolhatd.! (23)-bél linedris osszefiiggést kaphatunk I és Ap kozott.

Ap =3.427-10"% .1 (22)

1Erdekes megfigyelés, hogy az 1m-es cs6 édltal okozott nyomédsesés 2 nagysagrenddel
kisebb mint az, amit a csupan 2mm hosszii mikropipetta hoz létre.
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fgy egy, a kisérletek szempontjabol szignifikans, 1000 Pa nagysagrendii
nyomasesést [ = 2.912-10_10%3—08 aramlas hozna létre. Azaz ekkora térfogati
viznek kellene masodpercenként aramlania a cseppbe. Ez lehetetlen, hiszen
egy tipikus csepp térfogata (mint lattuk) csupan 10~'*m3-es nagysagrendii.
Az aramlas tehat nem adhat magyarazatot az anomalis nyomasra.

3.5.4. Parolgas hatasa a mért nyomasra

A kovetkez6 tényezo, amit szemiigyre veszink az a viz parolgasa. Parolgéds
soran a viz feliiletébol molekulak lépnek ki, és a levegobe jutva gézt alkot-
nak. A parolgas sebessége no a parolgo feliilet nagysagaval, a homérséklettel,
és csokken a légnyoméassal. Fiigg tovabba a levego paratartalmétél is. A
vizsgalt cseppet tehat egy vékony gozréteg veszi koriil, ami nagyon érzékeny
a legkisebb légaramlatokra is. Ennek a rétegnek kettos hatasa van. Egyrészt
a goznyomas miatt visszafele nyomja a feliiletet, masrészt pedig a parolgas
miatt elfogyott vizet a rendszer a vezetékbdl potolja, aramlast hozva létre.

Vizsgaljuk elséként ezt az dramlést. A mikropipetta hegyének vizsgédlatakor a
mikroszkop alatt jol megfigyelhetd volt, hogy a cso kiilsejére kijutott cseppek
hamar elparologtak. Egy 70um atmérdji vizesepp kortilbeliil 4-6 mésodperc
alatt parolgott el. Ha egy 1.4 -10712m3 térfogatii csepp Hs alatt parolog el,
és ugyanennyi folyadék ataramlik a vezetéken, akkor a (24) egyenlet alapjan

1.4-10712
Ap = 3.434-10" - — = 0.9615Pa (23)

Ez megint csak elhanyagolhatdéan kicsi, igy nem jarul hozzd az anomélis
nyomashoz. Vizsgédljuk tehat a gz nyomasat. A géznyomas a hémérséklettel
nemlinedrisan né, az Antoine egyenlet altal meghatérozott médon(19). Esz-
erint:

B

logyp(p) = A - 5% (24)
Itt A, B, és C' az in. Antoine-konstansok, melyek kisérletileg meghatarozhato
paraméterek. Ezek (szokds szerint Hgmm-ben megadva) a kovetkezok:
A =38.0713, B = 1730.63,C' = 233.426. A mérések soran nem rogzitettem
a laborban a homérséklet értékét, igy kozvetleniil a goznyomast nem lehet
kiszamitani. Ha azonban feltételezziik hogy az anomélis nyomést a goz
okozta, akkor kovetkeztethetiink a homérsékletértékekre, és felmérhetjiik,

hogy azok mennyire redlisak. (26)-bdl kiindulva:

B

T=———— —
A —logiop

(25)

A viz esetén kapott meredekségeket a p helyére behelyettesitve a kovetkezdket
kapjuk(a hibdkat a meredekség szérasabdl szamoltam):
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Mérés sorszama | meredekség(Pa) | T'(°C') | hibatartomany (°C)
1 2593 22 19 - 24
2 2109 18 18 -19
3 4768 32 30 - 34

Ezek szerint az els6 két mérésben hasonld lehetett a homérséklet. Ez egy-
bevag azzal a ténnyel, hogy az els6 két kisérletet akkor végeztem, amikor
még lizemelt a légkondicionalds a laborban. A harmadik kisérletnél méar
nem volt légkondicionalds, ellenben meglehetésen meleg volt, bar 30 foknal
valésziniileg nem melegebb. A gdéznyomas tehat redlis magyardzatot ad
arra, hogy miért nem kaptam meg az elézdleg vart vizszintes egyeneseket
viz esetén.

Ezen felvetés ellendrzésének céljabol végeztem el a 3.4.3.-as részben leirt
kisérletet. Mivel a szilikonolaj csak kevéssé parolog, a leirtak alapjan azt
varjuk hogy anomalis nyomds kisebb mértékben jelentkezik. A gyarté altal
kozzétett adat szerint a szilikonolaj géznyomasa 20C-on 5mmH g, azaz 666.61 Pa.
Ennél kisebb, 296 Pa-os érték adodik a mérésekbdl azonban nem 20 hanem 23
Celsius fokon ment végbe a mérés. Osszességében elég j6 egyezést taldlunk a
két adat kozott, ezaltal a parolgas hatasa 1jabb igazolast nyert.

A miésodik kisérlet annak megallapitdsat tlizte ki céljaul, hogy a cseppek
alakja fligg-e a nyomasvaltozés iranyatol. A 13-as abra alapjan megéllapithatjuk
hogy a novekvo és a csokkend agban mért anomalis nyomés nem tér el je-
lentosen egymastol. Ez alapjan kijelentheto hogy a jelenségnek nincs hiszterézise.

3.5.5. A cseppatméro hatasa a feliileti fesziiltségre

Ismert jelenség, hogy egy cseppet alkoté folyadék feliileti fesziiltsége kapcso-
latban &ll a csepp méretével(20). Ez a

6 =T(ps — py) (26)

mennyiségtol fiigg, amelyet egy folyadék és egy gaz hataran értelmeziink. Itt
I' a feliileti stiriség , py a folyadék, p, a gaz slirtisége. A feliileti fesziiltség
véltozasa a 0/ R értékkel egyenesen ardnyos, ahol R a gorbiileti sugéar. Esetiinkben
azonban a sugar tulsdgosan nagy ahhoz, hogy ezt az effektust figyelembe
vegyiik. Pusztdn 4 % feliileti fesziiltségesokkenéshez 10~8m nagysdgrendii
cseppatmérdre van sziikség. Ez a mi esetiinkben pusztdn 107° nagysdgrenddi.

3.6. (")sszefoglalés

A vizsgalat célja az volt, hogy jobban megértsiik a cseppentéskor fellép6 kri-
tikus nyomas hatterét. Ennek érdekében a kialakuld cseppekrdl mikroszképos

23



felvételeket készitettem, és azokat képfeldolgozd szoftverrel elemeztem. Az
elért eredmények roviden osszefoglalva a kovetkezoek:

o A mérések soran eltérést tapasztaltam a Laplace-torvény és a kialakuld
csepek alakja kozott.

e Elméleti megfontolasok alapjan ezeket az eltéréseket a parolgas hatasaval
magyaraztam, melybol visszaszamolva redlis homérséklet értékeket kap-
tam.

e A mérést szilkonolajjal megismételve, nagysagrendileg visszakaptam
annak goznyomasat igy megerositve a munkahipotézist.

o A jelenség hiszterézis jellegét is vizsgdltam, ami azonban nem mutatko-
zott meg.

Ezek alapjan a kovetkezo javaslatokat teszem a mikropipettas cseppentéssel
kapcsolatban: Ha tiveglapra, vagy Petri csészébe kell valogatni sejteket,
akkor érdemes kozelebb vinni a mikropipetta hegyét az tiveglaphoz. Mint
az automatizalt mikropipettas kisérletbol lattuk, csepp ekkor is létre tud
jonni. fgy a csepp mérete is megfeleloen kicsi lesz, és nem limitalja a kri-
tikus gorbiileti nyoméds. A jovében annak lehetdségét vizsgaljuk tovabb, hogy
hogyan lehetne egy olajréteg ald sok (tobb ezer) mikroszkopikus cseppet ler-
akni. Ezen technolégidnak belathatatlan alkalmazasai lehetnek a bioldgiai
high-throughput kisérletek terén.
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4. Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkoszonni Szabd Bélintnak a szakszerti témavezetoi munkéjat
és a mar egy éve tartd tiirelmes és segitokész egytittmiikodését. Koszonet
illeti Salanki Ritat, amiért 6ridsi tiirelemmel megtanitott a mikropipetta
hasznélatara. Koszonom tovabba Vigh Maténak a cseppek alakjaval kapcso-
latos értékes gondolatait és tapasztalatainak megosztasat. Végiil szeretném
megkoszonni csaladomnak, paromnak és barataimnak, a dolgozat elkészitése
kozben nyujtott tamogatasat.
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