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1. Bevezetés

Gordon Moore az integralt aramkorok fejlédési iitemére vonatkozo jos-
lata ma mar sztenderd mérészamnak tekinthet6. Az integralt aramkori tech-
noldgia elmult 50 évben tapasztalt toretlen fejlédése attorést eredményezett
a kapcsolddo technolodgiai agazatokban is: a finom mechanikaban és a mik-
rotechnolégiaban. A 70-es években, réviddel az els6 nyomasméré szenzorok
megjelenése utan, a biolégiai mintak kezelése is lehetévé valt chip mére-
tl eszk6z6n, megteremtve ezzel a chipméretti laboratérium (Lab-on-a-Chip,
LoC) fogalmat.

A kémiai, kiilonosen a biokémiai analizis teriiletén kiemelt szerep jut a mik-
rofluidikai és LoC technolégiaknak, elsé sorban azokban az esetekben, ami-
kor az eszkoz mikroreaktor forméajaban kozvetlen ipari vagy klinikai hasz-
nositasra keriil. Az ilyen eszk6zokben a mikroméret és az aranyos méret-
csokkentés szamos hatasa elényosen hasznalhat6 fel, az enzimatikus foly-
matok koltséghatékonnya teheték a makroméreti megvalositashoz képest.
A mikroreaktorok olyan, mikrotechnolégiaval késziil6 reakciérendszerek,
melyek mérete legalabb az egyik dimenzidéban a szubmilliméteres tarto-
manyba esik. Szamos mikroreaktor tovabb bonthat6 olyan funkcionalis al-
egységekre (példaul hordozo részecskékre) melyek szubmikronos tartomany-
ba esnek [1].

A mikroreaktor technologia elterjedése elétt a tradicionalis kémiai szinté-
zist és analizist tartaly reaktorokban hajtottak végre, amikben a reagensek
keverése razassal vagy lapatkeveréssel tortént. Az ardnyos méretcsokkentés
hat4sainak kiaknazéasa altal mikroreaktoros kérnyezetben jobb hatékony-
saggal hajthatok végre a reakcidk, mint a hagyomanyos makroszkopikus
reaktorokban. Mig a klasszikus razatott lombikos reakci6é paraméterei hely-
fiiggbek, a mikroreaktorban zajlé folyamatok kizarélag idéfiiggést mutat-
nak, azaz a termelési volumen novelése csupan az id6 fiiggvénye. A mikro-
reaktoros folyamatok ezaltal gyorsabban fejleszthet6k. Mindemellett a mik-
rokornyezetben homogénebb hémérsékleteloszlas, egyenletesebb kevere-
dés érhetd el, a nagyobb felilet-térfogat arany hatékonyabb, mig a révidebb
diffazids tavolsagok gyorsabb reakciot eredményeznek. A biokatalitikus al-



kalmazésok esetén az enzim molekulak nanohordozoék feliletén a reaktor-
ban rogzithet6k, igy a katalizator kornyezetbarat moédon djrahasznosithaté.
A mikrofluidika eszkoztara segitségével a mikroreaktorokban preciz folya-
dékkezelés, ezaltal kivalo ismételhetség és reprodukalhatosag biztosithato.
A mikroreaktor technolodgia egyes terevezési kérdései tovabbra is megvala-
szolasra varnak az elmult évtizedben tapasztalt gyors fejlédés ellenére. A
széleskorben hasznalt kinetikai paramétereket a Michaelis-Menten modell-
b8l szarmaztatjuk, ami azonban kizardlag all6 fazisu reakcid esetén érvé-
nyes. Mikroreaktor rendszerek esetén a folyadék dramlas hatasat is figye-
lembe kell venni. Tovabbi nehézséget okoz az enzimek rogzitése, egyrészt
a rogzitési mechanizmus az enzimaktivitasra kifejtett hatasa, masrészt az
egymashoz képest relative elmozduld reagens és katalizator fazisok miatt.
Mikroreaktorok bizonyos tipusainal a rogzitett biokatalizatort kdzvetleniil
a reakci6 el6tt toltik az el6re kialakitott reaktortérbe. Mikroméret esetén
lényeges, egyben kihivast jelent ennek a felt6ltésnek a reprodukalhatésaga
és a toltet mennyiségének preciz meghatarozasa.

Az aramlasi sebesség, szubsztrat koncentracid, a kialakult toltet morfologi-
aja szintén befolyasolhatja a reaktorparaméterek hosszutavu stabilitasat.
Az dramlasos mikroreaktorok termikus tervezése kapcsan problémakat vet-
hetnek fel a mikroméretre jellemz6 axialis hévezetés, viszkozus disszipacio
és az alacsony Reynolds szam okozta hatasok.

2. Célkitiizések

Egyes biologiai felhasznalasu LoC eszkdzok, példaul csepp alapu po-
limeraz lancreakcié mikroreaktorok vagy nanokaloriméterek esetén a ter-
mikus tervezés kulcsfontossagunak tekinthets. Szamos megkdzelités keriilt
bemutatasra mikroreaktor eszk6zok termikus modellezése kapcsan, de je-
lenleg nem létezik hatékony modell mozgé csepp mikroreaktorok termikus
tervezéséhez.

Elsé célkitiizés: Egy olyan termikus kompakt modell megalkotasa, amely
kozvetlen bemenetet biztosit egy késbbi tranziens analizis szaméara és egy
id6fuggd kémiai reakcio (pl. enzimatikus katalizis) hotermelését is képes



figyelembe venni. A szamitas kimenete a reaktor térbeli és id6beli h6mér-
sékleteloszlasa.

Enzimatikus biokatalizist tobb izben demonstraltak mar toltott agyas mik-
roreaktorban, de a kinetikai paraméterek meghatarozasahoz sziikséges mé-
meghatarozasara nincs sztenderdizalt megoldas.

Masodik célkitzés: Egy olyan in-situ és valdsideji modszer megalkota-
sa, ami lehet6vé teszi a (magneses) biofunkcionalizalt nanorészecske toltet
mennyiségének meghatarozasat az aramlasos reakcidkamraban.

A biofunkcionalizalt hordozobdl (pl. nanorészecskébdl) felépiilé réteg mor-
fologiaja az aramlas okozta viszkozus erék kovetkeztében megvaltozhat,
kovetkezésképp az aramlas hatassal lehet a réteg biokatalitikus aktivitasara.
Harmadik célkitiizés: A biofunkcionalizalt részecskékbdl allo réteg struk-
tarajaban bekovetkez6 valtozasok hatasainak tanulmanyozasa, tovabba egy
olyan mérészam megalkotasa, ami a struktaralis valtozasok mértékét jel-
lemzi. A mérészam segitségével a megismételheté mérések kovetelménye-
inek meghatarozasa az adott rendszerre.

A biofunkcionalizalt részecske mérete kétségkivill hatassal van az elérhe-
t6 biokatalitikus aktivitasra, habar a kulonboz6 méret(i részecskék hatasat
azonos reaktorban még nem vizsgaltak.

Negyedik célkitiizés: A mikroreaktorba toltott killonbozé méretii részecs-
kék hatasanak vizsgalata az enzimek biokatalitikus aktivitasara illetve a re-
aktorba to6lthet6 részecskék dsszmennyiségére nézve.

Enzimatikus katalizis soran a termékmolekula képzédése utan az enzim a
kiindulasi allapotba reverzibilisen visszaallithat6. Ha az enzim a reaktor-
térben rogzitett allapotban van jelen, a biokatalizator folyamatosan vissza-
nyerhetd, igy a reaktorok hatékonyan és kdrnyezetbarat médon hasznalha-
toak.

Otodik célkitiizés: Chipméretti mikroreaktorban, nanorészecskére rogzi-



tett enzimek kinetikai paramétereinek megallapitasa és egy olyan modszer
kidolgozéasa ami az enzim reverzibilitasat kihasznalva multiparaméteres en-
zimkinetikai méréseket tesz lehet6vé.

3. Uj tudomanyos eredmények 6sszefoglalasa

1. tézis. Termikus kompakt modell mozgé csepp mikroreaktorokhoz
Uj kompakt termikus modellt dolgoztam ki kétfazisu Gramlasi mikrocsator-
nak termikus modellezésére. A modell segitségével a csatornaban kialakulo
hely és idbfiiggé hémérsékleti profil szamolhato ki a csatornaban halado csepp-
mikroreaktor altal termelt vagy a csatornafalbol a cseppbe atadott hé, va-
lamint a kétfazisi kézegaramlas sebességének figyelembevételével. A csepp-
mikroreaktor altal termelt h6mennyiség a reaktorban zajlo idéfiiggd reakcio
(pl. enzimatikus katalizis) kévetkezménye.[S1],[C1],[C2]

1. A modell egy elemi egysége hévezet6 elemekbdl épiil fel és a kapcsolt
kapacitas(i aramkorok elvét felhasznalva irja le a konvektiv hétransz-
fert olyan moddon, hogy a mikrocsatornan beliili &ramlas iranyanak
megfelelen, a szomszédos elemi egységbe a léptetési id6 alatt a hoé-
vezet$ elemeken keresztiil ataramoltatott hé az axialis hékonvekci6
mértékével egyezik meg. A léptetési frekvencia az aramlasi sebes-
ség fuggvénye. Az elemek a csatorna geometria négyzetes haldjara
illeszkednek. Megmutattam, hogy a modell akar a haléra illeszke-
dé 2D, axiszimmetrikus hévezetd elemek, akar a csomopontokra il-
leszkedd ekvivalens aramkorre is leképezheté. Megmutattam, hogy
e két realizacié gyakorlatilag ekvivalens (az eltérés az altalam visz-
galt benchmark problémak esetén 2.65%-nal kisebbnek adddott). A
modell ekvivalens aramkori helyettesité képe az ipari gyakorlatban
is hasznalatos Aramkorszimulacids programokkal hasznalhat6. Fordi-
toprogramot készitettem a kétféle modell-reprezentaci6 kozotti kon-
verzi6 végrehajtasara.

2. Megallapitottam, hogy a modell az aramlast jellemz6 Reynolds szam
mely intervallumaban érvényes. Analitikus 6sszefiiggést adtam meg



ezen Reynolds szam tartomany fels6 hatarara és megallapitottam, hogy
a jelenlegi modell Re = 7 értékig érvényes. A modell altal szolgal-
tatott hémérsékleti profilokat t6bb aramlasi sebesség esetén Gssze-
hasonlitottam azonos paraméterekkel beallitott, részletes geometria
modellel végrehajtott CFD szimulaciok eredményeivel. Megallapitot-
tam, hogy Re = 7 érték alatt a részletes CFD modell és a kompakt
modell segitségével szamitott értékek relativ eltérése az 5% — 7% tar-
tomanyba esik. A kompakt modellel végzett szimulaciokhoz sziiksé-
ges szamitasi id6 mintegy két nagysagrenddel csokkent a részletes
CFD modellel végzett szimulaciokhoz sziikséges szamitasi id6hoz ké-
pest. Re = 7 érték felett a relativ hiba meredeken nétt.

2. tézis. Magneses részecskék mennyiségének in-situ meghatdarozasa
mikroreaktorban

Uj, reprodukalhaté modszert dolgoztam ki chipméretti reaktorok reakciékam-
rainak magneses nanorészecskével torténd feltoltésére. A toltet lekotése a kam-
rakban magneses tér segitségével valosul meg. Modszert dolgoztam ki a kam-
raban lekotott magneses nanorészecskék mennyiségének in-situ és on-line meg-
hatarozasara. A modszer alkalmazasat lehet6vé tevé mikroreaktor alapja egy
modositott polidimetilsziloxan (PDMS) alapii mikrofluidikai struktiira, amely-
be egy tekercs agyazddik. Ezt kiils6 passziv elektronikus alkatrészekkel kiegé-
szitve egy rezonans magnetométer tekercs elrendezés alakithaté ki. Megalla-
pitottam, hogy a magnetométer rezonanciafrekvenciaja a tekercs magneses
terébe keriil6 magneses részecskék dsszmennyiségével aranyos. [S2], [C3]

1. 250 nm és 600 nm atmérdjii magneses nanorészecskéket tartalmo-
20 szuszpenziok felhasznalasaval megmértem a mikrofluidikai eszkoz
kamrajaban csapdazhaté nanorészecskék tomegét. Megmutattam, hogy
a kamraban csapdazhat6 részecskék 6ssztomege 250 nm és 600 nm
atmérdjii részecskék alkalmazasa esetén kozel azonos (az eltérés 2.7%).
Igazoltam, hogy ugyanabban a kamraban a kétféle részecske 1 : 1 ara-
nyu homogén keverékébdl kialakulo csapdazott nanorészecske réteg
szignifikdnsan (17% — al) nagyobb tomeg(, mint a csak egy részecs-
kemeéretet tartalmazé réteg.



3. tézis. Toltott agyas mikroreaktorok karakterizalasa

Chipméretd, toltott agyas mikroreaktor platformot dolgoztam ki magneses na-
norészecskékre rogzitett enzimek reakciokinetikajanak vizsgalatara. A plat-
form in-line optikai (UV-VIS) detektor segitségével lehetévé teszi a reakcio-
kamrakban lezajlo enzimkatalizalt biotranszformaciok valésidejii kovetését.

[S3],[B1]

1. Chipmérett laboratériumban alkalmazhaté moédszert dolgoztam ki
enzimkatalizalt folyamatok multiparaméteres végrehajtasara. Az egyes
reakcioparameter kombinacidk jellemzése egymast kovetd mérési cik-
lusokkal torténik. A ciklusok végrehajtasa kozben a nanorészecské-
ket kiils6 magneses tér koti le, igy a teljes méréssorozat végrehajtasa
soran a reakcidkban ugyanazok a biokatalizator molekulak vesznek
részt. A mikrofluidikai chip ciklikus mtikodtetésének els6 fazisa a re-
agensek teljes kimosasa. Ezt koveti a vizsgalandé enzimreakcié meg-
valositasa a megvaltoztatott paraméterekkel.

2. Megvizsgaltam a kamrak feltoltési folyamatanak hatasat a mérések
reprodukalhatosagara. Megallapitottam, hogy a reakciokamrak fel-
toltése egy adott enzimes nanorészecske toltet-szuszpenzioval a le-
kotott biokatalitikus aktivitsara vonatkoztatva 98%-nal nagyobb re-
produkalhatosaggal valosithat meg.

3. Megvizsgaltam valtozatlan toltet és azonos paraméterbeallitasok mel-
lett ciklikusan végrehajtott mérések ismételhetéségét. Megmutattam,
hogy az igy végrehajtott mérések a lekotott biokatalitikus aktivitasra
vonatkozo ismételhetésége 98%-nal nagyobb.

4. Moédszert dolgoztam ki a chip-reaktor biokatalizator t6ltet optikailag
észlelhetd valtozasainak jellemzésére. A ciklikus méréssorozban két
egymastdl fiiggetlen ciklust akkor tekintettem 6sszehasonlithatonak,
ha a reaktortoltetek optikailag észlelhet6 valtozasa 0 — 1 interval-
lumra normalizalt skalan 0.35 érték alatti. Méréssel igazoltam, hogy
e feltétel teljesiilése esetén a mérés Osszes ciklusa fiiggetlennek te-
kinthet8, amennyiben a mérés elsé és utolsd, azonos paraméterekkel



végrehajtott ciklusa kozotti eltérés a biokatalitikus aktivitasra vonat-
kozdan 5% alatti.

4. tézis. Mikroreaktor kamra enzimkinetikai paramétereinek megal-
lapitasa

Tobb reakciokamrabdl allo chipméretii reaktor segitségével multiparaméte-
res méréseket hajtottam végre nanorészecskére rogzitett fenilalanin ammonia-
liaz (PAL) altal katalizalt reakciok jellemzésére. E mérések segitségével feltar-
tam a PAL-katalizalt reakciéo mikroaramlasos rendszerben jellemzd tulajdon-
sagait. [S3],[B1]

1. Megallapitottam, hogy az altalam vizsgalt 600 nm illetve 250 nm at-
mér6jl részecskék esetén a mikrofludikai reakcidcellaban végrehaj-
tott biotranszformacidk soran a biokatalitikus aktivitas a funkcionali-
zalt nanorészecskék méretének csokkentésével né. Méréssel kimutat-
tam, hogy kétféle méretli részecskébdl allo biner keverék (600 nm +
250 nm) esetén a biokatalitikus aktivitas tovabbi novekedése tapasz-
talhato. [S2]

2. Multiparaméteres méréssorozattal megéallapitottam a PAL biokataliti-
oldat aramlasi sebességének hatasat az aktivitasra. Igazoltam, hogy a
biokatalitikus aktivitas csak adott aramlasi sebességig né (a vizsgalt
rendszer esetén 20 pl min~1t), majd telitésbe keriil. Méréssel igazol-
tam, hogy a vizsgalt tartoméanyban az aramlasi sebesség novelése so-
ran fellép6 er6k nem okoznak irreverzibilis valtozast az enzimaktivi-
tasban.

3. Multiparaméteres méréssorozattal meghataroztam a fenililalanin PAL
kat 20 plmin~! szubsztrat aramlasi sebesség esetén. Megallapitot-
tam, hogy a tapasztalt reakciokinetika a Lilly-Hornby modellnek meg-
felel6, és a biokatalitikus aktivitas 2.75-szor magasabb, a szamitott
K, érték 3.64-szer alacsonyabb, a specificitasi konstans 3.22-szer



magasabb mint az azonos paraméterek mellett, hagyomanyos raza-
tott lombikban végrehajtott reakcio esetén.

4. A kutatasi eredmények hasznositasa

Kapillariserek tapanyagtranszportjanak kompakt modellje ¢ A ka-
pillariserek tanulményozésa az élettudomanyok egyik mélyen kutatott te-
riilete. A kapillariserekben torténé anyagtranszport modellezése a kapillaris-
szerv kozotti interakcidk megértésének kulcsa, kivaltképp a malignus tu-
morok esetén, ahol a tumoros allomanyban fokozott tapanyag igény lép
fel, ezaltal a kapillaris érhalézat str@isége megnovekszik. A kapillaris du-
gbéaramlasban kialakul6 bels6 cirkulacio megvaltoztathatja a véraram és az
érfal kozotti lokalis anyagcsere mértékét a laminaris dramlasban feltétele-
zett értékekhez képest. A disszertacidban bemutatott kapillaris dugdaram-
last jellemzé termikus kompakt modell alapjan Németh és tarsai olyan kom-
pakt modellt alkottak, ami a kapillariserekben kialakul6 anyagtranszportot
irja le, tekintve hogy a kapillariserekben tapasztalhaté aramlas az érvolu-
ment kit6lté vorosvértestek altal a kapillaris dugdéaramlashoz hasonlo vi-
selkedést mutat [C4].

A PAL enzim miikodési mechanizmusanak vizsgalata ¢ A disszerta-
ciéban bemutatott MagneChip mikroreaktor eszkoz segitségével Weiser és
tarsai [S4] els6ként mutattak meg, hogy a PAL enzim katalizalja az acikli-
4-inoat keletkezik. A felfedezés a MIO enzimek szubsztratpalettajat kiter-
jeszti az aciklikus aminosavakra. Mivel az aciklikus PG dezaminalasa nem
mehet végbe a PAL enzim miikddése kapcsan eddig feltételezett Friedel-
Crafts mechanizmus altal, igy ez a kisérlet az enzim -MIO intermedieren
torténdé mikodési mechanizmusat igazolja.

tuk végre a reakciokamrakban régzitett, magneses nanorészecskékre kotott
PAL enzim segitségével deuteralt vizben. A termék, (E)-pent-2-én-4-inoat
detektalasa in-line UV-Vis moddszerrel tortént 242 nm-es hullimhosszon.



A reakci6 soran elegend6 termék képzédott 'H-NMR vizsgalat szamara,
amely aldtamasztotta a termékmolekula jelenlétét.
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