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1. Bevezetés

Gordon Moore az integrált áramkörök fejlődési ütemére vonatkozó jós-

lata ma már sztenderd mérőszámnak tekinthető. Az integrált áramköri tech-

nológia elmúlt 50 évben tapasztalt töretlen fejlődése áttörést eredményezett

a kapcsolódó technológiai ágazatokban is : a �nom mechanikában és a mik-

rotechnológiában. A 70-es években, röviddel az első nyomásmérő szenzorok

megjelenése után, a biológiai minták kezelése is lehetővé vált chip mére-

tű eszközön, megteremtve ezzel a chipméretű laboratórium (Lab-on-a-Chip,

LoC) fogalmát.

A kémiai, különösen a biokémiai analízis területén kiemelt szerep jut a mik-

ro�uidikai és LoC technológiáknak, első sorban azokban az esetekben, ami-

kor az eszköz mikroreaktor formájában közvetlen ipari vagy klinikai hasz-

nosításra kerül. Az ilyen eszközökben a mikroméret és az arányos méret-

csökkentés számos hatása előnyösen használható fel, az enzimatikus foly-

matok költséghatékonnyá tehetők a makroméretű megvalósításhoz képest.

A mikroreaktorok olyan, mikrotechnológiával készülő reakciórendszerek,

melyek mérete legalább az egyik dimenzióban a szubmilliméteres tarto-

mányba esik. Számos mikroreaktor tovább bontható olyan funkcionális al-

egységekre (például hordozó részecskékre) melyek szubmikronos tartomány-

ba esnek [1].

A mikroreaktor technológia elterjedése előtt a tradicionális kémiai szinté-

zist és analízist tartály reaktorokban hajtották végre, amikben a reagensek

keverése rázással vagy lapátkeveréssel történt. Az arányos méretcsökkentés

hatásainak kiaknázása által mikroreaktoros környezetben jobb hatékony-

sággal hajthatók végre a reakciók, mint a hagyományos makroszkopikus

reaktorokban. Míg a klasszikus rázatott lombikos reakció paraméterei hely-
függőek, a mikroreaktorban zajló folyamatok kizárólag időfüggést mutat-

nak, azaz a termelési volumen növelése csupán az idő függvénye. A mikro-

reaktoros folyamatok ezáltal gyorsabban fejleszthetők. Mindemellett a mik-

rokörnyezetben homogénebb hőmérsékleteloszlás, egyenletesebb kevere-

dés érhető el, a nagyobb felület-térfogat arány hatékonyabb, míg a rövidebb

di�úziós távolságok gyorsabb reakciót eredményeznek. A biokatalitikus al-
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kalmazások esetén az enzim molekulák nanohordozók felületén a reaktor-

ban rögzíthetők, így a katalizátor környezetbarát módon újrahasznosítható.

A mikro�uidika eszköztára segítségével a mikroreaktorokban precíz folya-

dékkezelés, ezáltal kiváló ismételhetőség és reprodukálhatóság biztosítható.

A mikroreaktor technológia egyes terevezési kérdései továbbra is megvála-

szolásra várnak az elmúlt évtizedben tapasztalt gyors fejlődés ellenére. A

széleskörben használt kinetikai paramétereket a Michaelis-Menten modell-

ből származtatjuk, ami azonban kizárólag álló fázisú reakció esetén érvé-

nyes. Mikroreaktor rendszerek esetén a folyadék áramlás hatását is �gye-

lembe kell venni. További nehézséget okoz az enzimek rögzítése, egyrészt

a rögzítési mechanizmus az enzimaktivitásra kifejtett hatása, másrészt az

egymáshoz képest relatíve elmozduló reagens és katalizátor fázisok miatt.

Mikroreaktorok bizonyos típusainál a rögzített biokatalizátort közvetlenül

a reakció előtt töltik az előre kialakított reaktortérbe. Mikroméret esetén

lényeges, egyben kihívást jelent ennek a feltöltésnek a reprodukálhatósága

és a töltet mennyiségének precíz meghatározása.

Az áramlási sebesség, szubsztrát koncentráció, a kialakult töltet morfológi-

ája szintén befolyásolhatja a reaktorparaméterek hosszútávú stabilitását.

Az áramlásos mikroreaktorok termikus tervezése kapcsán problémákat vet-

hetnek fel a mikroméretre jellemző axiális hővezetés, viszkózus disszipáció

és az alacsony Reynolds szám okozta hatások.

2. Célkitűzések

Egyes biológiai felhasználású LoC eszközök, például csepp alapú po-

limeráz láncreakció mikroreaktorok vagy nanokaloriméterek esetén a ter-

mikus tervezés kulcsfontosságúnak tekinthető. Számos megközelítés került

bemutatásra mikroreaktor eszközök termikus modellezése kapcsán, de je-

lenleg nem létezik hatékony modell mozgó csepp mikroreaktorok termikus

tervezéséhez.

Első célkitűzés : Egy olyan termikus kompakt modell megalkotása, amely

közvetlen bemenetet biztosít egy későbbi tranziens analízis számára és egy

időfüggő kémiai reakció (pl. enzimatikus katalízis) hőtermelését is képes
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�gyelembe venni. A számítás kimenete a reaktor térbeli és időbeli hőmér-

sékleteloszlása.

Enzimatikus biokatalízist több ízben demonstráltak már töltött ágyas mik-

roreaktorban, de a kinetikai paraméterek meghatározásához szükséges mé-

réssel meghatározható mennyiség, a biokatalitikus töltet koncentrációjának

meghatározására nincs sztenderdizált megoldás.

Második célkitűzés : Egy olyan in-situ és valósidejű módszer megalkotá-

sa, ami lehetővé teszi a (mágneses) biofunkcionalizált nanorészecske töltet

mennyiségének meghatározását az áramlásos reakciókamrában.

A biofunkcionalizált hordozóból (pl. nanorészecskéből) felépülő réteg mor-

fológiája az áramlás okozta viszkózus erők következtében megváltozhat,

következésképp az áramlás hatással lehet a réteg biokatalitikus aktivitására.

Harmadik célkitűzés : A biofunkcionalizált részecskékből álló réteg struk-

túrájában bekövetkező változások hatásainak tanulmányozása, továbbá egy

olyan mérőszám megalkotása, ami a struktúrális változások mértékét jel-

lemzi. A mérőszám segítségével a megismételhető mérések követelménye-

inek meghatározása az adott rendszerre.

A biofunkcionalizált részecske mérete kétségkívül hatással van az elérhe-

tő biokatalitikus aktivitásra, habár a különböző méretű részecskék hatását

azonos reaktorban még nem vizsgálták.

Negyedik célkitűzés : A mikroreaktorba töltött különböző méretű részecs-

kék hatásának vizsgálata az enzimek biokatalitikus aktivitására illetve a re-

aktorba tölthető részecskék összmennyiségére nézve.

Enzimatikus katalízis során a termékmolekula képződése után az enzim a

kiindulási állapotba reverzibilisen visszaállítható. Ha az enzim a reaktor-

térben rögzített állapotban van jelen, a biokatalizátor folyamatosan vissza-

nyerhető, így a reaktorok hatékonyan és környezetbarát módon használha-

tóak.

Ötödik célkitűzés : Chipméretű mikroreaktorban, nanorészecskére rögzí-
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tett enzimek kinetikai paramétereinek megállapítása és egy olyan módszer

kidolgozása ami az enzim reverzibilitását kihasználva multiparaméteres en-

zimkinetikai méréseket tesz lehetővé.

3. Új tudományos eredmények összefoglalása

1. tézis. Termikus kompakt modell mozgó csepp mikroreaktorokhoz
Új kompakt termikus modellt dolgoztam ki kétfázisú áramlású mikrocsator-
nák termikus modellezésére. A modell segítségével a csatornában kialakuló
hely és időfüggő hőmérsékleti pro�l számolható ki a csatornában haladó csepp-
mikroreaktor által termelt vagy a csatornafalból a cseppbe átadott hő, va-
lamint a kétfázisú közegáramlás sebességének �gyelembevételével. A csepp-
mikroreaktor által termelt hőmennyiség a reaktorban zajló időfüggő reakció
(pl. enzimatikus katalízis) következménye.[S1],[C1],[C2]

1. A modell egy elemi egysége hővezető elemekből épül fel és a kapcsolt

kapacitásű áramkörök elvét felhasználva írja le a konvektív hőtransz-

fert olyan módon, hogy a mikrocsatornán belüli áramlás irányának

megfelelően, a szomszédos elemi egységbe a léptetési idő alatt a hő-

vezető elemeken keresztül átáramoltatott hő az axiális hőkonvekció

mértékével egyezik meg. A léptetési frekvencia az áramlási sebes-

ség függvénye. Az elemek a csatorna geometria négyzetes hálójára

illeszkednek. Megmutattam, hogy a modell akár a hálóra illeszke-

dő 2D, axiszimmetrikus hővezető elemek, akár a csomópontokra il-

leszkedő ekvivalens áramkörre is leképezhető. Megmutattam, hogy

e két realizáció gyakorlatilag ekvivalens (az eltérés az általam visz-

gált benchmark problémák esetén 2.65%-nál kisebbnek adódott). A

modell ekvivalens áramköri helyettesítő képe az ipari gyakorlatban

is használatos áramkörszimulációs programokkal használható. Fordí-

tóprogramot készítettem a kétféle modell-reprezentáció közötti kon-

verzió végrehajtására.

2. Megállapítottam, hogy a modell az áramlást jellemző Reynolds szám

mely intervallumában érvényes. Analitikus összefüggést adtam meg
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ezen Reynolds szám tartomány felső határára és megállapítottam, hogy

a jelenlegi modell Re = 7 értékig érvényes. A modell által szolgál-

tatott hőmérsékleti pro�lokat több áramlási sebesség esetén össze-

hasonlítottam azonos paraméterekkel beállított, részletes geometria

modellel végrehajtott CFD szimulációk eredményeivel. Megállapítot-

tam, hogy Re = 7 érték alatt a részletes CFD modell és a kompakt

modell segítségével számított értékek relatív eltérése az 5%−7% tar-

tományba esik. A kompakt modellel végzett szimulációkhoz szüksé-

ges számítási idő mintegy két nagyságrenddel csökkent a részletes

CFD modellel végzett szimulációkhoz szükséges számítási időhöz ké-

pest. Re = 7 érték felett a relatív hiba meredeken nőtt.

2. tézis. Mágneses részecskék mennyiségének in-situ meghatározása
mikroreaktorban
Új, reprodukálható módszert dolgoztam ki chipméretű reaktorok reakciókam-
ráinak mágneses nanorészecskével történő feltöltésére. A töltet lekötése a kam-
rákban mágneses tér segítségével valósul meg. Módszert dolgoztam ki a kam-
rában lekötöttmágneses nanorészecskékmennyiségének in-situ és on-linemeg-
határozására. A módszer alkalmazását lehetővé tevő mikroreaktor alapja egy
módosított polidimetilsziloxán (PDMS) alapúmikro�uidikai struktúra, amely-
be egy tekercs ágyazódik. Ezt külső passzív elektronikus alkatrészekkel kiegé-
szítve egy rezonáns magnetométer tekercs elrendezés alakítható ki. Megálla-
pítottam, hogy a magnetométer rezonanciafrekvenciája a tekercs mágneses
terébe kerülő mágneses részecskék összmennyiségével arányos. [S2], [C3]

1. 250 nm és 600 nm átmérőjű mágneses nanorészecskéket tartalmo-

zó szuszpenziók felhasználásával megmértem a mikro�uidikai eszköz

kamrájában csapdázható nanorészecskék tömegét. Megmutattam, hogy

a kamrában csapdázható részecskék össztömege 250 nm és 600 nm
átmérőjű részecskék alkalmazása esetén közel azonos (az eltérés 2.7%).

Igazoltam, hogy ugyanabban a kamrában a kétféle részecske 1 : 1 ará-

nyú homogén keverékéből kialakuló csapdázott nanorészecske réteg

szigni�kánsan (17%− al) nagyobb tömegű, mint a csak egy részecs-

keméretet tartalmazó réteg.
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3. tézis. Töltö� ágyas mikroreaktorok karakterizálása
Chipméretű, töltött ágyas mikroreaktor platformot dolgoztam ki mágneses na-
norészecskékre rögzített enzimek reakciókinetikájának vizsgálatára. A plat-
form in-line optikai (UV-VIS) detektor segítségével lehetővé teszi a reakció-
kamrákban lezajló enzimkatalizált biotranszformációk valósidejű követését.
[S3],[B1]

1. Chipméretű laboratóriumban alkalmazható módszert dolgoztam ki

enzimkatalizált folyamatok multiparaméteres végrehajtására. Az egyes

reakcióparameter kombinációk jellemzése egymást követő mérési cik-

lusokkal történik. A ciklusok végrehajtása közben a nanorészecské-

ket külső mágneses tér köti le, így a teljes méréssorozat végrehajtása

során a reakciókban ugyanazok a biokatalizátor molekulák vesznek

részt. A mikro�uidikai chip ciklikus működtetésének első fázisa a re-

agensek teljes kimosása. Ezt követi a vizsgálandó enzimreakció meg-

valósítása a megváltoztatott paraméterekkel.

2. Megvizsgáltam a kamrák feltöltési folyamatának hatását a mérések

reprodukálhatóságára. Megállapítottam, hogy a reakciókamrák fel-

töltése egy adott enzimes nanorészecske töltet-szuszpenzióval a le-

kötött biokatalitikus aktivitására vonatkoztatva 98%-nál nagyobb re-

produkálhatósággal valósítható meg.

3. Megvizsgáltam változatlan töltet és azonos paraméterbeállítások mel-

lett ciklikusan végrehajtott mérések ismételhetőségét. Megmutattam,

hogy az így végrehajtott mérések a lekötött biokatalitikus aktivitásra

vonatkozó ismételhetősége 98%-nál nagyobb.

4. Módszert dolgoztam ki a chip-reaktor biokatalizátor töltet optikailag

észlelhető változásainak jellemzésére. A ciklikus méréssorozban két

egymástól független ciklust akkor tekintettem összehasonlíthatónak,

ha a reaktortöltetek optikailag észlelhető változása 0 − 1 interval-

lumra normalizált skálán 0.35 érték alatti. Méréssel igazoltam, hogy

e feltétel teljesülése esetén a mérés összes ciklusa függetlennek te-

kinthető, amennyiben a mérés első és utolsó, azonos paraméterekkel
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végrehajtott ciklusa közötti eltérés a biokatalitikus aktivitásra vonat-

kozóan 5% alatti.

4. tézis. Mikroreaktor kamra enzimkinetikai paramétereinek megál-
lapítása
Több reakciókamrából álló chipméretű reaktor segítségével multiparaméte-
res méréseket hajtottam végre nanorészecskére rögzített fenilalanin ammonia-
liáz (PAL) által katalizált reakciók jellemzésére. E mérések segítségével feltár-
tam a PAL-katalizált reakció mikroáramlásos rendszerben jellemző tulajdon-
ságait. [S3],[B1]

1. Megállapítottam, hogy az általam vizsgált 600 nm illetve 250 nm át-

mérőjű részecskék esetén a mikro�udikai reakciócellában végrehaj-

tott biotranszformációk során a biokatalitikus aktivitás a funkcionali-

zált nanorészecskék méretének csökkentésével nő. Méréssel kimutat-

tam, hogy kétféle méretű részecskéből álló biner keverék (600 nm +

250 nm) esetén a biokatalitikus aktivitás további növekedése tapasz-

talható. [S2]

2. Multiparaméteres méréssorozattal megállapítottam a PAL biokataliti-

kus aktivitását a fenilalanin ammónia eliminációjában, és a szubsztrát

oldat áramlási sebességének hatását az aktivitásra. Igazoltam, hogy a

biokatalitikus aktivitás csak adott áramlási sebességig nő (a vizsgált

rendszer esetén 20 µl min−1
), majd telítésbe kerül. Méréssel igazol-

tam, hogy a vizsgált tartományban az áramlási sebesség növelése so-

rán fellépő erők nem okoznak irreverzibilis változást az enzimaktivi-

tásban.

3. Multiparaméteres méréssorozattal meghatároztam a fenililalanin PAL-

katalizált ammonia eliminációjára jellemző enzimkinetikai állandó-

kat 20 µl min−1
szubsztrát áramlási sebesség esetén. Megállapítot-

tam, hogy a tapasztalt reakciókinetika a Lilly-Hornby modellnek meg-

felelő, és a biokatalitikus aktivitás 2.75-ször magasabb, a számított

Km érték 3.64-szer alacsonyabb, a speci�citási konstans 3.22-szer
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magasabb mint az azonos paraméterek mellett, hagyományos ráza-

tott lombikban végrehajtott reakció esetén.

4. A kutatási eredmények hasznosítása

Kapilláriserek tápanyagtranszportjának kompakt modellje � A ka-

pilláriserek tanulmányozása az élettudományok egyik mélyen kutatott te-

rülete. A kapilláriserekben történő anyagtranszport modellezése a kapilláris-

szerv közötti interakciók megértésének kulcsa, kiváltképp a malignus tu-

morok esetén, ahol a tumoros állományban fokozott tápanyag igény lép

fel, ezáltal a kapilláris érhálózat sűrűsége megnövekszik. A kapilláris du-

góáramlásban kialakuló belső cirkuláció megváltoztathatja a véráram és az

érfal közötti lokális anyagcsere mértékét a lamináris áramlásban feltétele-

zett értékekhez képest. A disszertációban bemutatott kapilláris dugóáram-

lást jellemző termikus kompakt modell alapján Németh és társai olyan kom-

pakt modellt alkottak, ami a kapilláriserekben kialakuló anyagtranszportot

írja le, tekintve hogy a kapilláriserekben tapasztalható áramlás az érvolu-

ment kitöltő vörösvértestek által a kapilláris dugóáramláshoz hasonló vi-

selkedést mutat [C4].

A PAL enzim működési mechanizmusának vizsgálata � A disszertá-

cióban bemutatott MagneChip mikroreaktor eszköz segítségével Weiser és

társai [S4] elsőként mutatták meg, hogy a PAL enzim katalizálja az acikli-

kus dl-propargilglicin (PG) ammónia eliminációját, miáltal (E)-pent-2-én-

4-inoát keletkezik. A felfedezés a MIO enzimek szubsztrátpalettáját kiter-

jeszti az aciklikus aminosavakra. Mivel az aciklikus PG dezaminálása nem

mehet végbe a PAL enzim működése kapcsán eddig feltételezett Friedel-

Crafts mechanizmus által, így ez a kísérlet az enzim -MIO intermedieren

történő működési mechanizmusát igazolja.

Az l-propargilglicin biotranszformációját a MagneChip eszközben hajtot-

tuk végre a reakciókamrákban rögzített, mágneses nanorészecskékre kötött

PAL enzim segítségével deuterált vízben. A termék, (E)-pent-2-én-4-inoát

detektálása in-line UV-Vis módszerrel történt 242 nm-es hullámhosszon.
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A reakció során elegendő termék képződött
1
H-NMR vizsgálat számára,

amely alátámasztotta a termékmolekula jelenlétét.
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