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1. Teza

W ostatnim czasie ro$nie opornos$¢ na antybiotyki wsrdod bakterii wywotujacych
najpowszechniejsze i najwazniejsze zakazenia u czlowieka. Dzieje sie tak na skutek
niewlasciwego oraz nadmiernego stosowania antybiotykéw przez ludzi. Konsekwencja tego
procesu jest ograniczenie sposobow skutecznego leczenia infekcji, a takze zwigzana z tym
wieksza zachorowalno$¢ oraz Smiertelnos¢ z powodu zakazen 1 2. Jednym ze sposobéw
walki z bakteriami wykazujacymi nieznane do tej pory opornosci jest wprowadzanie
nowych antybiotykéw, co jest procesem bardzo wolnym z powodu wykorzystania juz wielu
mozliwosci ich budowy. Inng strategia jest stosowanie mieszanin istniejacych juz
antybiotykéw, poniewaz czesto wykazuja one nowa, badZz silniejsza aktywno$¢

antybakteryjng, niz antybiotyki stosowane pojedynczo 3.

Do testowania opornos$ci antybiotykowej bakterii wykorzystywane sg technologie
bazujace na pomiarze ich szybkos$ci wzrostu. Najczesciej opieraja sie one na metodzie
seryjnych rozcienczen 4 oraz metodzie dyfuzyjnej 4 5. S one czasochtonne oraz zuzywa sie w
nich relatywnie duzych objetosci odczynnikéw. Uzycie technologii polegajacej na
przygotowywaniu automatycznymi pipetami mieszanin reakcyjnych o réznych stezeniach
antybiotykow w studzienkach plytek 96-dotkowych znaczaco przyspiesza badania oraz
minimalizuje zuzywane objetosci reagentéw. Technologia ta nie zapewnia jednak wysokiej
precyzji dozowania objetosci cieczy (odchylenie standardowe < 5 %). Ponadto, w przypadku
matych objetosSci prébek ich parowanie z otwartych do atmosfery studzienek badz adhezja

reagentow/bakterii na §ciankach moga mie¢ znaczacy wptyw na otrzymywane wyniki é.

Wykorzystanie mikroprzeptywéw kropelkowych moze okaza¢ sie ciekawg
alternatywa dla technologii ptytek wielodotkowych - zamknieta w kropli prébka nie paruje i

nie ma bezposredniego kontaktu z powierzchnig kanaléw. Co wiecej, technologie



mikroprzeptywowe przy zachowaniu podobnej konsumpcyjnosci badanych substancji oraz
wydajnosci, co technologie ptytek wielodotkowych, moga znacznie precyzyjniej od nich
dozowa¢ mikroporcje cieczy i ustala¢ stezenia substancji chemicznych w

mikromieszaninach.

Niniejsza rozprawa przedstawia skonstruowane w ramach studiéw doktoranckich
moduly stuzace automatyzacji dwufazowych przeptywéw w mikroskali oraz uktad
mikroprzeptywowy do wysokowydajnych badan przesiewowych, ktéry: i) wykorzystuje
mate objetosci (< 100 pL) reagentéw/zawiesiny bakteryjnej deponowanych bezposrednio
na chipie, ii) tworzy z nich sekwencje kropel o sktadzie zaprogramowanym przez
uzytkownika, nawet jesli roztwory reagentéw/zawiesiny bakteryjnej réznia sie znaczaco
lepkoscig, iii) bardzo precyzyjnie dozuje objetosci cieczy (odchylenie standardowe < 1 %),
iv) przenosi wygenerowane sekwencje kropel do wezykéw, w ktorych s3a one
magazynowane na czas inkubacji oraz v) po inkubacji dokonuje optycznego pomiaru
stezenia danej substancji w kropli w celce mikroprzeptywowej potaczonej swiattowodami
ze 7rodtem S$wiatta i spektrofotometrem. Skonstruowany uktad mikroprzeptywowy
wykorzystaliSmy do wyznaczania minimalnego stezenia hamujgcego antybiotykdw oraz
zbadania typu oddzialywan pomiedzy parami trzech antybiotykéw: ampicyliny,
chloramfenikolu i tetracykliny wobec bakterii Escherichia coli. UzyskaliSmy wysoka
zgodnos$¢ uzyskanych wynikéw z wynikami uzyskanymi klasyczng metoda pomiarowa

(metoda seryjnych rozcienczen 4) oraz z danymi literaturowymi.

Z technicznego punktu widzenia, opracowania bedace podstawg niniejszej rozprawy
wprowadzity do technologii mikroprzeptywowej nowy sposéb kontrolowania przeptywu - z
wykorzystaniem zaworéw znajdujacych sie na zewngtrz uktadéw mikroprzeptywowych.
Podejscie to, kontrastujace z powszechnym w literaturze wykorzystaniem mikrozaworéow
zintegrowanych w uktadach mikroprzeptywowych, ma szereg zalet obejmujacych: i)

zmniejszenie kosztdw poprzez wykorzystanie konwencjonalnych zaworéw, ii) znaczace



obnizenie ztoZonosci procedur mikrofabrykacji uktadéw mikroprzeptywowych, iii)
kompatybilnos¢ z uktadami mikroprzeptywowymi wykonanymi w dowolnych materiatach, a
wiec roéwniez z najrézniejszymi rodzajami proceséw chemicznych przeprowadzanymi
wewnatrz tych kanatéw. Wyniki bedace podstawa niniejszej rozprawy zaowocowaly juz
wykorzystaniem zewnetrznej kontroli przeptywu na chipach mikroprzeptywowych w
szeregu ztozonych uktadéw stuzacych m.in. wyznaczaniu diagramoéw fazowych biatek oraz

dtugoterminowej hodowli mikroorganizméw.



2. Mikrofluidyka kropelkowa

Mikrofluidyka (z ang. microfluidics) lub ogélniej techniki mikroprzeptywowe to
mtoda interdyscyplinarna dziedzina nauki zajmujacg sie charakteryzacja przeptywoéw cieczy
i gazow w mikroskali oraz tworzeniem urzadzen wykorzystujacych takie przeptywy do
zastosowan w chemii i biologii. Nauka ta tgczy w sobie wiele dziedzin, m.in. fizyke, chemie

czy inzynierie chemiczna.

Po raz pierwszy technologie oparte na przeptywie cieczy przez mikrometrowe
kanaly zostaly wykorzystane w latach 80. XX wieku do budowy glowic drukarek
atramentowych. Dziedzina, ktéra dzi§ nazywamy mikrofluidyka, zaczeta sie rozwijaé na
poczatku lat 90. minionego stulecia 7. 8. Zajmuje sie ona zaré6wno zachowaniem plynéw w
mikroskali (najcze$ciej w mikrokanatach wytworzonych w planarnych ptytkach), jak i
wykorzystaniem zaobserwowanych zachowan do stworzenia ukladéw m.in.

umozliwiajacych wysokowydajne badania przesiewowe reakcji.

Zainteresowanie zachowaniem ptynéw w mikrokanatach zwigzane jest z innym
rozktadem sit w skali mikroskopowej niz w skali makroskopowej. Dla przeptywoéw w skali
mikroskopowej liczba Reynoldsa wyrazona jako
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gdzie:

p - gesto$¢ ptynu [kg m-3],

U- predkos$¢ charakterystyczna ptynu [m s-1],

/- wymiar charakterystyczny [m],



1 —lepkos¢ dynamiczna ptynu [Pa s].

moéwigca o stosunku sit bezwladnosci do sit lepkosciowych, przyjmuje wartosci duzo
mniejsze od 1. Pokazuje to, ze w skali mikroskopowej sity bezwtadno$ci odgrywajg bardzo
matg role w odréznieniu od roli tych sit w skali makroskopowej. Zachowania ptynéw w
mikrokanatach s3 dominowane sitami lepkosciowymi, efekty bezwtadnosciowe sa

pomijalnie mate, stad trajektorie czasteczek ptynéw moga by¢ doktadnie kontrolowane °.

Mozna wyrézni¢ trzy najpopularniejsze dzialy mikrofluidyki: i) z przeptywem
ciaglym plynu w mikrokanatach 8, ii) z przeptywem nieciggtym ptynéw w mikrokanatach -
plyny sie nie mieszaja, badZ nie wszystkie sie ze soba mieszaja i w uktadzie tworza sie
pojedyncze badz wielokrotne emulsje (z ang. droplet microfluidics) 10 oraz iii) z przeptywem

cieczy na otwartej ptytce pokrytej elektrodami (z ang. digital microfluidics) 11.

W mojej pracy zajmowatem sie uktadami mikrofluidycznymi, w ktoérych glownie
tworzytem emulsje ciecz/ciecz. Takie uktady z powodzeniem moga by¢ wykorzystane do
prowadzenia reakcji chemicznych lub inkubacji mikroorganizméw wewnatrz pojedynczych
kropelek. Reakcje wewnatrz kropli charakteryzuja sie i) brakiem dyspersji czasu
przebywania w nich substancji - cata wprowadzona w danym momencie objeto$¢ prébki
jest zamknieta w danej kropli, ii) szybkim mieszaniem wprowadzanych substancji - w
plynacej kropli tworza sie wiry utatwiajace réwnomierne rozprowadzenie substancji
zamKknietych w catej jej objetosci, iii) niskim zuzyciem odczynnikéw, iv) prosta budowa
chipéw, v) precyzyjna kontrola warunkéw prowadzonych/badanych proceséw oraz vi)
statystycznie wysoka wiarygodnos$cia otrzymywanych wynikéw - na skutek mozliwosci

kilkakrotnego powtdrzenia tej samej sekwencji kropel w relatywnie krotkim czasie 12.



2.1. Mikroprzepltywowe tworzenie kropel

Istnieja dwa typy mikroprzeptywowych zlaczy, w ktoérych najczesSciej tworzone sa
pojedyncze emulsje. Pierwszym z nich jest ztacze ‘T’ , ktére sktada sie z dwoch taczacych sie
pod katem prostym mikrokanatéw. W takim ztgczu Thorsen jako pierwszy zademonstrowat
mikrofluidyczne tworzenie emulsji 1. Drugim typem ztgcza jest ztgcze ogniskujace przeplyw
(z ang. flow-focusing). Tworza je dwa kanaty o wspdlnym wlocie taczace sie z kanatem

trzecim naprzeciwko siebie pod katem prostym.

Mechanizmy tworzenia kropel w obydwu typach ztaczy zostaty doktadnie poznane i
opisane. Tworzenie kropel i pecherzy we wprowadzonym przez Thorsena ztaczu ‘T’ opisali

Garstecki i in. 13, Colin i in. 14, De Menech 15 oraz Anna i in. 16,

Geometria ogniskujagca przeplyw w ukladzie osiowosymetrycznym zostata
wprowadzona przez Gafiana-Calvo i in. 17, a w uktadzie planarnym przez Anne i in. 18.
Tworzenie pecherzy w planarnym ztgczu ogniskujacym zostato opisane przez Garsteckiego i

in. 19, Marmottanta i in. 20, a tworzenie kropel przez Kumacheve i in. 21 i Annai in. 22,

0 dynamice tworzenia kropel w ztgczach mikroprzeptywowych decyduja naprezenia
Scinajgce zwiagzane z lepkosScia plyndéw oraz sity kapilarne zwigzane z napieciem
powierzchniowym na granicy fazy rozpraszanej i rozpraszajacej. Stosunek tych dwoéch sit

wyrazana liczba kapilarna

gdzie:
41— dynamiczna lepkos¢ ptynu [Pa s],

U- predkos$¢ charakterystyczna ptynu [m s-1],

10



y - napiecie powierzchniowe miedzy ptynacymi ptynami [J m-2].

Dla Ca < 10-2 proces tworzenia kropel/pecherzy w mikroztaczach dominowany jest
przez efekty powierzchniowe — kropla/pecherz podczas tworzenia sie jest stabilizowana
sitami napiecia powierzchniowego. Rosnacy w zlaczu jezyk fazy rozpraszanej blokuje je
dazac do minimalizacji swojej powierzchni. Na skutek blokowania przeptywu fazy
rozpraszajacej jej ci$nienie roénie, co powoduje $ciskanie jezyka fazy rozpraszanej. Sciskanie
to nastepuje z szybkos$cia proporcjonalng do natezenia przeptywu fazy rozpraszajacej. Po
osiagnieciu pewnej wartosci granicznej jezyk peka i tworzy sie kropla/pecherz. Mechanizm
ten powoduje, Ze objetoS¢ tworzonych Kkropel/pecherzy skaluje sie wylacznie przez

stosunek natezen przeptywoéw dwdch niemieszajacych sie ptynéw.

Dla Ca > 102 mechanizm tworzenia kropel zalezy dodatkowo od stosunku lepkosci
dwéch pltyndéw. Faza rozpraszana tylko czesciowo blokuje ztacze, przez co miejsce urywania
kropli/pecherza przesuwa sie w dét kanatu. Efekt ten jest szczegdlnie widoczny dla faz
rozpraszanych o wiekszych lepkosciach. Urwanie kropli/pecherza nastepuje w momencie,
kiedy sity napiecia powierzchniowego zostajg zr6wnowazone przez naprezenia $cinajace

wywierane przez faze rozpraszajaca.

W obydwu rezimach hydrodynamicznych mechanizm mikroprzeptywowego
tworzenia kropel/pecherzy jest bardzo dobrze poznany i umozliwia bardzo dobra kontrole

objetosci tworzonych kropel/pecherzy oraz czestosci ich emisji.

2.2. Tworzenie kropel ‘na zadanie’

Mimo Ze mechanizmy tworzenia kropel w uktadach mikroprzeptywowych zostaty
bardzo doktadnie poznane i opisane, istnieje nadal mato komercyjnie dostepnych urzadzen
opartych na kropelkowych uktadach mikroprzeptywowych. Zwigzane jest to z brakiem

rozwigzan pozwalajacych na pelnag ich automatyzacje. W odniesieniu do technologii

11



kropelkowych automatyzacja jest rozumiana jako mozliwosci kontrolowalnego i
predefiniowanego tworzenia kropel o zadanym sktadzie chemicznym, taczenia oraz
dzielenia ich w zadanych stosunkach, sortowania, inkubowania oraz monitorowania on-line

przebiegu badanego procesu.

Pierwszym etapem prac nad pelng automatyzacja kropelkowych uktadéw
mikroprzeptywowych jest opracowanie techniki pozwalajacej na precyzyjne tworzenie
kropel ‘na zadanie’ (z ang. droplet-on-demand), czyli kropel o zadanych objeto$ciach w
zadanych odstepach czasu, réwniez réznych dla kazdej kolejno tworzonej kropli. Tworzenie
kropel ‘na Zadanie’ wymaga kontrolowanego otwierania oraz zamykania przeptywu cieczy.
Taka kontrola moze opiera¢ sie na i) dziataniu na ciecz sit zatrzymujacych badZ
indukujacych jej ruch lub ii) pracy urzadzenia mechanicznego - zaworu - zamykajacego oraz

otwierajacego Swiatto przewodu.

2.2.1.Kontrola ruchu cieczy sitami elektrycznymi

He i in. 23 do tworzenia kropel wykorzystali mechanizm elektrohydrodynamiczny 2.
Za pomocg krétkich impulséw (10 ms) napiecia elektrycznego (800 V) wyciagali oni faze
rozpraszang w stozek Taylora. Stozek Taylora tworzy sie z pltynu przewodzacego o matej
objetosci znajdujacego sie w polu elektrycznym o dostatecznie wysokim napieciu. Napiecie
elektryczne wcigga ptyn w pole, jednoczesnie sily napiecia powierzchniowego staraja sie
temu przeciwdziata¢, co w efekcie powoduje powstanie stozka ptynu. Z powstatego stozka
He i in. urywali krople naprezeniami S$cinajacymi wywolywanymi przeptywem fazy
rozpraszajacej. Tworzone krople byty polidyspersyjne (Srednica 3-25 um), a podczas

urywania pojedynczej kropli generowaty sie krople satelitarne.

Link i in. 25 generowali krople o objetosci od kliku do kilkuset pikolitréw ucinajac w

dwoéch ztaczach ogniskujacych konce stozkéw Taylora wycigganych z kanatéw fazy

12



rozpraszanej. Objetos¢ generowanych kropel zalezata od napiecia pola elektrycznego
uzytego do wytworzenia stozka (do 800 V). Ztgcza byty ustawione naprzeciwko siebie, a ich
kanaty wylotowe taczyly sie ze soba. Synchronizacja impulséw napiecia elektrycznego
przyktadanych do fazy rozpraszanej w obydwu zlaczach skutkowata zsynchronizowanym
tworzeniem sie kropel w tych ztaczach. Dzieki synchronizacji krople spotykaty sie parami w
miejscu schodzenia sie kanatéw i taczyty sie ze sobg w skutek r6znoimiennego natadowania

cieczy, z ktérych byty tworzone.

Zjawisko dielektroforezy opiera sie na polaryzowalnoSci cieczy bedacej
dielektrykiem o zerowym tadunku sumarycznym. Pod wptywem dziatania niejednorodnego
pola elektrycznego spolaryzowana kropla przesuwa sie badZ do obszaréw o silniejszym polu
(dielektroforeza pozytywna), badZz do obszaré6w o sltabszym polu (dielektroforeza
negatywna). Kierunek, w ktérym sie porusza, zalezy witasnie od polaryzowalnosci cieczy
tworzacej krople, a konkretnie od tego, czy jest ona mniejsza czy wieksza od
polaryzowalnoSci otaczajacej jg cieczy. Szybkozmienne napiecie przytozone do réwnolegle
ulozonych elektrod generuje przeptyw cieczy w przestrzeni nad nimi, co pozwala na
zasysanie cieczy z kropli bedacej na jednym z konicéw réwnolegle utozonych elektrod 26.
Jones i in. 27 zaprezentowali ukiad sktadajacy sie z dwoch wspoétplaszczyznowych i
réwnolegtych elektrod. Elektrody miaty ksztatt trzech liniowo utoZzonych potaczonych ze
soba poétkoli. Przetozenie szybkozmiennego napiecia elektrycznego powodowato zasysanie
cieczy z rezerwuaru znajdujgcego sie na jednym z koncéw elektrod. Po jego odtgczeniu w
miejscu pétkoli tworzyty sie krople o duzych réznicach objetosci, mimo identycznych

wymiaréw elektrodowych pétkoli.

Elektrozwilzanie (z ang. electrowetting — EW) i elektrozwilzanie na dielektryku (z
ang. electrowetting on dielectric - EWOD) zwiazane jest z istnieniem wolnych tadunkéw na
powierzchni miedzyfazowej kropla - ciato state. W przypadku elektrozwilzania ciatem

statym jest elektroda, w przypadku elektrozwilzania na dielektryku warstwa izolacyjna
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(dielektryk) pokrywajaca elektrode. Stosowanie dielektryka wynika z faktu, ze wyzsze
napiecia elektryczne moga powodowac elektrolize probki znajdujacej sie bezposrednio na
elektrodzie. Elektrozwilzanie polega na zmianie (zmniejszeniu) kata zwilzania
elektrody/dielektryka przez krople na skutek przytozonego napiecia. Fair i in. 11
kontrolowali potoZenie kropli w uktadzie sktadajacym sie z dwdch réwnolegle utozonych
plytek jednej pokrytej izolatorem hydrofobowym - elektroda uziemiajaca, a drugiej
macierza elektrod. Pomiedzy ptytkami umiescili krople 100 mM KCl o objetosci ok. 1 pL.
Przetaczanie napiecia 40-80 V pomiedzy poszczegdélnymi elektrodami macierzy
powodowato ruch kropli na ptytce. W swoich kolejnych pracach Fair 28-30 pokazat, Ze mozna
w ten sposéb tworzy¢ krople poprzez urywanie ich z duzych objetosci oraz je taczy,
mieszac i dzieli¢. Malloggi i in. 31 wykorzystali elektrozwilzanie do wciggania jezyka fazy

rozpraszanej w mikroprzeptywowe zlgcze ogniskujgce generujgc w ten sposéb krople.

2.2.2.Kontrola ruchu cieczy sitami napiecia powierzchniowego

Zakrzywiona powierzchnia ptynu wytwarza ci$nienie opisywane wzorem Laplace'a

dA
4dp= Yoy

gdzie:
y - napiecie powierzchniowe miedzy ptynami [] m2],
dA - zmiana powierzchni ptynu wywotana dl/zmiang objetosci.

Zatem dla zdefiniowanego ksztattu mikrokanatu ci$nienie to jest funkcja napiecia
powierzchniowego na granicy faza rozpraszana/faza rozpraszajgca. Napiecie
powierzchniowe silnie zalezy od temperatury i zmniejsza sie wraz z jej wzrostem, co

wykorzystali Prakash i in. 32 do mikroprzeptywowego tworzenia pecherzy ‘na zadanie’ w
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ztaczu ogniskujacym. Umiescili oni pod rezerwuarem fazy rozpraszanej bedacym pod statym
ci$nieniem platynowa grzatke o szeroko$ci 50 pum, grubosci 200 nm i oporze 95 Ohm
pokryta dielektryczng warstwa tlenku krzemu o grubo$ci 2 um. Zwezajacy sie wylot z
rezerwuaru indukowat ci$nienie Laplace’a zatrzymujace wyptyw gazu do ztgcza. Podanie
krétkiego (100 ms) impulsu napiecia na grzatke zwiekszato temperature gazu, przez co
zmniejszato sie napiecie powierzchniowe na granicy faz, a wraz z nim ci$nienie Laplace’a
blokujgce wyptyw gazu z rezerwuaru. Skutkowato to wysunieciem sie jezyka gazu do zlacza,

ktéry byt urywany przez ptynaca faze rozpraszajaca i tworzyt sie pecherz.

2.2.3.Kontrola ruchu cieczy sitami Marangoniego

Zmiana ci$nienia badz temperatury na jednym z koncéw kropli powoduje powstanie
gradientu napiecia powierzchniowego wzdtuz tej kropli. Powstata na powierzchni réznica
cisnien wywotuje przeplyw cieczy z obszaréw o nizszym do obszaréw o wyzszym napieciu
powierzchniowym. W rezultacie kropla porusza sie w kierunku strefy o nizszym napieciu
powierzchniowym. W przypadku ruchu indukowanego gradientem temperatury zjawisko to
nazywane jest przeptywem termokapilarnym. Poniewaz napiecie powierzchniowe maleje
liniowo wraz ze wzrostem temperatury, ruch ptynu odbywa sie w kierunku do strefy o

wyzZszej temperaturze 33

Baroud i in. 3¢ oSwietlali kanat wylotowy ztacza ogniskujacego prostopadta do jego
osi wigzka $wiatta laserowego. Indukowata ona przeptyw termokapilarny w jezyku
tworzonej kropli oraz w fazie rozpraszajacej. Powstate naprezenia Marangoniego
zatrzymywaty jezyk kropli do momentu, w ktérym ci$nienie w nim (przeptyw generowany
byt przy uzyciu pompy strzykawkowej) przekroczyto pewna wartos¢ krytyczng i tworzyta
sie kropla. Objetos¢ kropel zalezata liniowo od mocy lasera (30 - 50 mW) dla ustalonych

natezen przeptywu fazy rozpraszanej i rozpraszajacej.
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2.2.4.Kontrola ruchu cieczy sitami mechanicznymi

Attinger i in. 35 tworzyli krople ‘na zgdanie’ w uktadzie sktadajacy sie z rezerwuaruy,
ktérego kanatl wylotowy 1aczyt sie z mikrokanatem pod katem prostym. Stozkowy ksztatt
wylotu generowatl ci$nienie Laplace’a, ktére zatrzymywato ciecz w rezerwuarze. Na
membranie wykonanej z polidimetylosiloksanu przykrywajacej rezerwuar z ciecza byt
umieszczony piezoelektryczny sitownik. Po podtgczeniu do niego napiecia elektrycznego
odksztatcat on membrane, co powodowato wysuwanie jezyka fazy rozpraszanej przez wylot
do prostopadtego kanatu. Faza rozpraszajaca ptyngca w tym kanale $cinata wysuniety jezyk i
tworzyta sie kropla. Uktad generowat monodyspersyjne krople (ok. 6 nL) tylko w bardzo

waskim zakresie objetosSci. Ponadto, nie byt on w stanie wygenerowac¢ pojedynczej kropli.

Bransky i in. 36 zaprezentowali podobny ukiad do tworzenia kropel, z tym ze
zintegrowali go z mikroprzeptywowymi zlagczami “T” oraz ogniskujacym, a piezoelektryczny
sitownik byt na stale zintegrowany z chipem. Przyktadajgc do niego krétkie (20 ms) impulsy
napiecia (90 i 50 V) otrzymywali krople o Srednicach odpowiednio 195,8 pm i 104,3 um z
odchyleniem standardowym objetosci rownym 0,3 %. Podobnie, jak w poprzednio opisanym
rozwigzaniu, ten uktad réwniez tworzyt monodyspersyjne krople w waskim zakresie

objetosci.
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2.2.5.Kontrola ruchu cieczy zaworami

Najczesciej wykorzystywanym urzadzeniem do zamykania badZz otwierania
przeptywu ptynu jest zawor. Istnieje wiele rodzajéow zaworéw, jednak dziatanie wiekszosci z

nich polega na mechanicznym zamykaniu badz otwieraniu $wiatta duktu, w ktérym porusza

sie ptyn.

Moéwigc o zaworach mikroprzeptywowych nalezy zwrdci¢ szczegdlng uwage na dwa

zawory, ktére zaprezentowali Quake i in. 37 oraz Grover i in. 38,

Rozwigzanie Quake’a i in. 37 bazowato na dwdch prostopadle utozonych kanatach
oddzielonych cienkg $cianka (30 pum). Cato$¢ byta wytworzona w polidimetylosiloksanie,
ktory jest materiatem elastycznym. W dolnym kanale znajdowat sie ptyn, ktérego ruch byt
kontrolowany przez opisywany zawor, goérny za$ nieprzelotowy kanat byt kanatem
kontrolujagcym. Kanat kontrolujacy na skutek sterowanego przez uzytkownika wzrostu w
nim ci$nienia rozszerzat sig, $ciskajac jednoczes$nie kanal z poruszajagcym sie ptynem.
Dostatecznie wysokie ciSnienie (50-100 kPa) powodowato catkowite zamknieciem
przeptywu ptynu. Duza zaleta tego rozwigzania jest bardzo mata objeto$¢ martwa zaworu

szacowana na ok. 100 pL.

Grover i in. 38 pokazali zawdr sktadajacy sie z trzech warstw: goérnej i dolnej
wykonanych ze szkta - gérna z wytrawionymi kanatami, dolna z wytrawiong komorg - oraz
srodkowej, bedacej elastyczng membrang wykonang z polidimetylosiloksanu. Przytozenie
podci$nienia do komory odciggato membrane w d6t powodujac otwarcie zaworu, natomiast
nadci$nienia dociskalo membrane do gérnej warstwy i zamykato przeptyw ptynu.
Rozwigzanie to jest ciekawe szczegdlnie dlatego, ze zawér wykonany byt prawie w catosci w

sztywnym materiale, jedynie membrana byta elastyczna.
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Nalezy podkresli¢, Ze obydwa opisane zawory byty zintegrowane na chipie, podobnie

jak wiekszo$¢ prezentowanych do tej pory rozwigzan.

2.3. Wysokowydajne kropelkowe uktady mikroprzeptywowe i ich

zastosowanie w biochemii i mikrobiologii

2.3.1.Mechaniczna kontrola natezenia przeplywu plynow w

ukladzie.

Song i in. 39 zaprezentowali uktad, w ktérym tworzyli krople w potréjnym ztaczu “T’.
Reagenty doptywaty do ztgcza dwoma skrajnymi kanatami, natomiast trzecim, srodkowym -
bufor dopelniajacy objetosci tworzonych kropel do statej wartosci. Ciecze byty ttoczone
pompami  strzykawkowymi  sterowanymi komputerowo. Natezenia przepltywu
poszczegblnych strumieni zmieniaty sie w zaprogramowany sposob w zakresie od 4 do
63 nL s, przy czym suma natezen przeptywdéw trzech strumieni byta zawsze stata.
Generowane w ziaczu krople (o objetosci ponizej 0,5 nL.) tworzyty sekwencje przemiatajace
jeden rzad stezenia kazdego z reagentow. Uktad ten zostat z powodzeniem wykorzystany
m.in. do badan szybkich kinetyk rekcji biochemicznych - kinetyki pojedynczego obrotu

RNAzy A. Nalezy podkresli¢, ze na pomiar 15 kinetyk zuzyto tylko 2 pL reagentéw.

Cao i in. 40 podobnie jak Song i in. 3° tworzyli krople, urywajac wigzke taczacych sie
wczes$niej strumieni, ktérych natezenia przepltywu kontrolowane byly pompami
strzykawkowymi. W swoim rozwigzaniu uzyli pomp (Cetoni, GmbH) o znacznie krétszym
czasie reakcji, dzieki czemu uzyskali wieksze réznice sktadu pomiedzy kolejnymi kroplami
sekwencji. Skonstruowany system uzyli do badania oddzialywan miedzy antybiotykami.

Mimo ze uzyskiwany w sekwencjach przebieg zmian stezenia byt nieco inny niz zagdany w
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protokole pracy uktadu, autorom udato sie wyznaczy¢ m.in. mapy toksycznosci mieszanin

antybiotykéw ampicyliny i chloramfenikolu na bakterie Escherichia coli.

2.3.2.Kontrola natezenia przeptywu plynéw geometria kanatow

ukladu.

Niu 7 in. ¥ generowali sekwencje kropel o malejagcym liniowo badZ asymptotycznie
dazacym do danej wielkosci gradiencie stezenia danej substancji. W tym celu skonstruowali
mikroprzeptywowa komore putapkujaca krople-matke. Krople z wygenerowanej wcze$niej
sekwencji zawierajace jedynie bufor doptywaly kolejno do unieruchomionej kropli
zawierajacej wodny roztwér fluoresceiny o stezeniu 100 mM i taczyly sie z nia.
Kazdorazowo po dotjczeniu wzrastata jej objetos¢ i blokowata ona przeptyw fazy
rozpraszajacej. Skutkowato to wpychaniem kropli-matki do kanatu wylotowego z komory i
urywaniem z niej kropli przez juz cze$Sciowo odblokowany przeptyw fazy rozpraszajgce;.
Ksztatt komory zostat tak zaprojektowany, aby objeto$¢ emitowanej kropli byta réwna
objetosci kropli dotgczanej. Od objetosci kropel dotgczanych do kropli-matki zalezat czas, po
ktérym emitowana byla kropla liczac od momentu dotaczenia. Od tego czasu zalezato
wymieszanie sie zawarto$ci dotgczanej kropli z zawartoscig kropli-matki. Stad w zaleznosci
od objetosci kropli w sekwencji autor uzyskiwat badzZ liniowo malejacy gradient stezenia w
kolejnych kroplach, badz asymptotycznie dazacy do danej wartosci (determinowanej przez
stezenie substancji w kroplach dotaczanych do kropli-matki). Uktad zostat uzyty w
badaniach interakcji pomiedzy biatkami do generowania sekwencji kropel o malejagcym
asymptotycznie do zera stezeniu fluorescencyjnie znakowanej streptawidyny, ktére byty
nastepnie gczone z kroplami o stalym stezeniu znakowanej fluorescencyjnie biotyny.

Czasteczki znakujace byty tak dobrane, aby oddziatywania miedzy biatkami w zaleZnosci od
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stezenia streptawidyny mogty zosta¢ zbadane technika FRET (z ang. Fluorescence Resonance

Energy Transfer).

Uktad mikroprzeptywowy zaprezentowany przez Damean i in. 42 z dwdch
wptywajacych do niego strumieni generowat réwnolegle cztery sekwencje kropel. Krople te
miaty objetoSci z zakresu 5 - 60 pL zaleznie od dobranych natezen przeptywu cieczy.
Geometria uktadu determinowala liniowa zmiane steZenia substancji dostarczanych w
strumieniach wlotowych miedzy sekwencjami kropel. Uktad ten zostat z powodzeniem
wykorzystany w badaniu kinetyki stanu stacjonarnego enzymatycznej hydrolizy difosofranu

fluoresceiny przez fosfataze alkaliczng pochodzaca z bakterii Eschericha coli.

2.3.3.Tworzenie bibliotek kropel w ukladzie.

Inne podejscie do wysokowydajnych badan przesiewowych zaprezentowali m.in.
Huck 43 i Link 4+ 45, Wykorzystali oni w tym celu biblioteki kropel, ktére tworzyli
przepuszczajac interesujace ich substancje z wysokim natezeniem przeptywu najczesciej
przez zlacze ogniskujace o matych wymiarach. Uzyskiwali w ten sposob dtugie sekwencje
kropel (rzedu 106) o nanolitrowych badz jeszcze mniejszych objetos$ciach. P6zniejsze ich
laczenie z innymi sekwencjami kropel, dzielenie, sortowanie pozwalato na uzyskanie wielu
danych o badanych prébkach badz o procesach chemicznych i biochemicznych, w ktérych

one uczestniczg.

Theberge i in. 43 wykorzystali mikrouktad tworzacy biblioteki kropel do
przeprowadzania syntez kombinatorycznych potencjalnych inhibitoréw trombiny. Z trzech
reagentdéw typu A (mieszanina amin i trietyloamin) stworzyli trzy biblioteki pikolitrowych
kropel, a nastepnie je ze sobg zmieszali. W uktadzie mikroprzeptywowym potaczyli je z
kroplami bibliotek utworzonych z siedmiu reagentéw typu B (mieszanina aldehydow i

izocyjankow), z tym ze biblioteki reagenta B nie byly juz ze soba mieszane (nie potrzebne ze
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wzgledow statystycznych). Do analizy produktéw reakcji autorzy uzyli chromatografii
cieczowej sprzezonej ze spektrometrem mas. Zaprezentowane rozwigzanie pozwalato na
bardzo szybkie tworzenie sekwencji kropel (2 kHz) z réwnolegle biegnacymi 21 reakcjami
chemicznymi, a otrzymane wyniki byty bardzo wiarygodne statystycznie (Srednio 10¢ kropel

dla kazdej z 21 reakc;ji).

Joensson i in. 45> oznaczali komérki na podstawie markeréw ich btony komérkowej
réwniez uzywajac uktadu mikroprzeptywowego do tworzenia bibliotek kropelkowych.
Biblioteki generowali z zawiesin zawierajacych komorki znakowane specyficznymi
przeciwciatami przeciw markerom blonowym potgczonymi z uktadem biotyna -
streptawidyna - (3-galaktozydaza. Znakowanie komoérek wykonali wedtug standardowych
procedur. Z czestoScig 2,5 kHz stworzyli trzy biblioteki kropel o $rednicach 40 pm: i) z
przeciwciatami przeciw markerowi CCR5, ktory jest koreceptorem w zakazeniu HIV-1, ii) z
przeciwciatami przeciw markerowi CD19, ktory jest markerem przylaczania komorek B oraz
iii) kontrole negatywng. Komorki w kropelkach w kazdej z bibliotek pokryli innym
stezeniem znacznika fluorescencyjnego. Nastepnie biblioteki potaczyli z kropelkami
zawierajacymi substrat (di-f-D-galaktopyranozyd fluoresceiny) reakcji katalizowanej przez
[-galaktozydaze. Oznaczanie komoérek opierato sie na pomiarze intensywnosci fluorescencji
produktu tej reakcji. Zaprezentowana technika pozwalata na wysokowydajne (0,5 - 1,5 kHz)
oznaczanie komoérek, z wieksza rozdzielczosScia niz uzywane do tego celu standardowe

sortery komdérkowe.

Brouzes i in. 44 uzyli biblioteki kropel do wysokowydajnych analiz pojedynczych
komorek. W swojej pracy badali przezywalnos¢ ludzkich monocytéw poddanych dziataniu
cytotoksyny, jaka jest mitomycyna C. Zaproponowang procedure mozna podzieli¢ na piec
etapéw: i) tworzenie z czestoScig 350 Hz o$miu bibliotek o objetosci pojedynczej kropli
200 pL, kazda z bibliotek o innym stezeniu antybiotyku kodowanym innym stezeniem

fluorescencyjnego markera, ii) taczenie z czestoScig 100 Hz kazdej kropli z bibliotek toksyn z
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kropla (700 pL) =zawierajacg (statystycznie) pojedyncza komédrke, iii) inkubacje
utworzonych bibliotek, iv) taczenie bibliotek z kroplami znacznika przezywalnosci komdérek
oraz v)pomiar intensywnos$ci fluorescencji kazdej kropli pochodzacej od znacznika
przezywalnos$ci komorki oraz bedacej znacznikiem stezenia antybiotyku. Otrzymane wyniki
pozwalaly z bardzo wysoka pewnoscig (duza liczba kropel o kazdym z badanych stezen

antybiotyku) okresli¢ cytotoksyczno$¢ mitomycyny C na komo6rki monocytow.

Fallah-Araghi i in. 46 wykorzystali biblioteki kropelkowe do wysokowydajnych badan
w inZynierii biatkowej i programowanej ewolucji biatek. W zaprezentowanym uktadzie w
kroplach bibliotek zamykali pojedyncze geny. Biblioteki zebrane w mikroprobdéwki
poddawali tancuchowej reakcji polimeryzacji (z ang. Polymer Chain Reaction - PCR). Po
amplifikacji kazda kropla zawierata 30 000 kopii genu. Nastepnie 1aczyli je z kroplami
zawierajacymi pozakomoérkowy uktad transkrypcyjno-translacyjny (z ang. cell-free coupled
transcription-translation system - IVTT) oraz substrat, z ktérego na drodze katalizy enzymem
kodowanym szukanym genem powstawat produkt fluorescencyjny. Krople zawierajgce geny
o szukanej aktywnoSci selekcjonowali z czestoscia 2 kHz przez taczenie ich z ptynacym
réwnolegle do nich strumieniem wody wykorzystujac fluorescencyjne aktywowane
elektrotaczenie. Stosowalno$¢ uktadu w inZynierii biatkowej zademonstrowali na
przyktadzie sortowania mieszaniny genéw lacZ, kodujacych enzym [(-galaktozydaze oraz
genow lacZmut. Z. mieszaniny o stosunku molarnym lacZ do lacZmut 1 : 100 w pojedynczej
rundzie udato im sie uzyska¢ 504 krotny wzrost ilosci biatka lacZ. Blad sortowania byt
bardzo maty (<10+4) i wynikat gtéwnie z przypadkowego zamykania w jednej kropli obydwu
genéw: lacZ i lacZmut. Do zbadania 106 gendéw uktad zuzyt jedynie 150 pL wszystkich

reagentow.
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2.4. Mikroprzeptywowe moduly do tworzenia kropel z matych

objetosci probek

Procesy badane w uktadach mikroprzeptywowych zachodza w matych objetosciach,
co jest niejednokrotnie utozsamiane z niskg konsumpcjg reagentéw. W tych szacunkach nie
s3 jednak brane pod uwage objetosci, ktérymi nalezy wypetni¢ elementy doprowadzajace
ciecze do chipéw, m.in. strzykawki, zawory, wezyki czy zbiorniki ciSnieniowe. Stad potrzeba
rozwigzania i) pozwalajgcego na uzycie probek o objetosciach niewiele wiekszych, niz te
potrzebne do zbadania danych proceséw oraz ii) minimalizujacego ilos¢ elementéw

systemu, z ktérymi probka bedzie miata kontakt.

Clausell-Tormos i in. 47 zaprezentowali rozwigzanie, w ktérym prébki byty zasysane
z plytek wielodotkowych. Proces ten kontrolowal zawoér wielokanalowy popularnie
wykorzystywany w technikach chromatograficznych. Pompa strzykawkowa wytwarzata
podci$nienie wywotujace ruch proébki. Pobrane prébki (5 pL) przed wprowadzeniem do

wezyka byty rozdzielanie olejem tworzac w nim sekwencje kropel.

Trivedi i in. 48 dostarczali prébki do uktadu mikroprzeptywowego podtaczajac go
bezposrednio do wylotu z kolumny chromatograficznej. Generowali w ten sposéb biblioteke
kropel o objetosciach z zakresu od 2 nL do 2 uL (w zalezno$ci od dobranych natezen
przeptywu cieczy) z czestoscig 200 Hz. Nastepnie taczyli je z reagentem z czestoscig 20 Hz.
Dziato sie to w ztgczu ‘T’ na drodze samoistnej fuzji ptynacej kropli z jezykiem reagenta

wyptywajgcym ze stalym natezeniem przeptywu z bocznego kanatu.

Chen i in. 4 zaprezentowali modul, ktéry nazwali chemistrodq. Umozliwiatg ona
pobieranie probek bezposrednio z hodowli komérkowej. Chemistroda sktadata sie dwoch
prostopadle utoZzonych szklanych Kkapilar, stykajacych sie kazda pod katem 45° z

powierzchnia medium hodowlanego. Krople doplywajace jedng z kapilar dotykajac
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powierzchni hodowli komérkowej wymieniaty czeSciowo z nig mase. Pobrana w ten sposoéb

probka wypltywata druga z kapilar.

Liu i in. 5° zmodyfikowali chemistrode zaprezentowana przez Chen i in., co pozwolito
na pobieranie probek o znacznie mniejszych objetosciach (ok. 10 nL). Sktadata sie ona z
kapilary krzemowej i wezyka teflonowego umieszczonego koncentrycznie wewnatrz nie;j.
Faza rozpraszajgca wptywata powstalym w ten sposéb ptaszczem zewnetrznym. Docierajac
do wylotu dotykajacego powierzchni roztworu, z ktérego pobrana miata by¢ prébka,

zawracala w przestrzen rdzenia porywajac ze sobg objetos$¢ cieczy i formowata jg w krople.

Sun i in. 5! pokazali uktad dziatajacy podobnie do zmodyfikowanej przez Liu i in.
chemistrody, z tym ze dysza do pobierania prébek posiadata oprécz kanatu rdzeniowego i
dwoch kanatéw go otaczajacych, dodatkowe dwa zewnetrzne kanaty optaszczajgce catosc.
Kanatami zewnetrznymi ptynety strumienie reagentéw, ktére zawracajac do kanatu
rdzeniowego zasysaty probki (ponizej 50 pL). Olej ptynacy kanatami po$rednimi zawracat i
ogniskowatl strumien reagentdw zawierajacy probki, formujac z niego sekwencje kropel.
Konstrukcja wylotu dyszy umozliwiata pobieranie substancji z mikroprobowek
posiadajacych dodatkowy otwoér na dnie. Ponadto, uktad automatycznie przetaczat dysze

miedzy mikroprobéwkami zawierajacymi rézne roztwory.

Du i in. 52 zaprezentowali uktad, ktéry nazwali SlipChip. Sktadat sie on z dwodch
plaskich szklanych ptytek z wyfrezowanymi dotkami, ktére po zsunieciu tworzyty matryce
mikrokomdr. W mysl idei dziatania tego urzadzenia, uzytkownik otrzymuje chip, w ktérym
dotki w jednej z ptytek napetnione s3 zestawem reagentéw, charakterystycznym dla danego
oznaczenia. Dotki w drugiej ptytce napetniane sa badang substancja przez uzytkownika.
Zsuniecie ptytek powoduje potaczenie sie parami dotkéw i powstanie macierzy komor.
Przebieg zachodzacych réwnolegle reakcji jest badany optycznie, a otrzymane wyniki

pozwalaja na uzyskanie szukanych informacji o prébce.
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3. Cel pracy

Celem pracy byto stworzenie uktadu mikroprzeptywowego do wysokowydajnych
badan przesiewowych oraz zademonstrowanie jego uzyteczno$ci w badaniach

biologicznych.

W szczegblnosci istotne byto opracowanie zaworu: i) o prostej konstrukcji,
umozliwiajgcej w przysztosci tatwe wprowadzenie go do masowej produkgji, ii) relatywnie
taniego, iii) pozwalajacego na bardzo precyzyjna kontrole nanolitrowych objetosci cieczy,
iv) sterowanego sygnatem elektrycznym, aby do kontroli jego stanu mdc uzyé
wykorzystywanego popularnie w automatyce laboratoryjnej systemu LabView,
v) kompatybilnego z uktadami mikroprzeptywowymi wykonanymi w sztywnych
materiatach oraz vi) mozliwie inertnego chemicznie. Pozwolit on na tworzenie kropel ‘na
zadanie’, czyli o zadanej objetosci i z okreslong czestoscia, co byto niezbedne do stworzenia

zautomatyzowanego laboratorium na chipie.

Kolejnym celem pracy byto skonstruowanie systemu opartego na uktadzie
mikroprzeptywowym tworzacego krople przez taczenie kropel wygenerowanych ‘na
zadanie’: i) o mozliwie najwiekszej réznicy objetoSci oraz ii) z matych objetoSci préobek.
Wymagato to zaréwno i) opracowania protokotu tworzenia kropel o duzych réznicach
objetosSci, jak i ii) zaprojektowania uktadu mikroprzeptywowego, ktéry pozwalal na
depozycje na nim probek oraz na iaczenie w jego kanatach kropel o duzych réznicach

objetosci.

Dziatajacy uktad wykorzystaliSmy do zbadania procesu biologicznego z udziatem
mikroorganizméw. PrzetestowaliSmy w ten sposéb mozliwo$¢ stosowania naszego

rozwigzania w naukach biologicznych, a takze sprawdziliSmy wiarygodnosci wynikéw
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otrzymywanych przy jego uzyciu poréwnujac je z wynikami badan przeprowadzonych

metodami klasycznymi oraz z danymi literaturowymi.

26



4. Wyniki

4.1. Wewnetrzny pneumatyczny zawor membranowy

Jednym ze skonstruowanych przez nas zaworéw do kontroli nanolitrowych objetosci
plynéw umozliwiajacych tworzenie kropel/pecherzy ‘na zadanie’ w ukladach

mikroprzeptywowych jest pneumatyczny zawo6r membranowy.

a) EMVhigh EMViow
mikrouklad 0T
b) i ¥ V
widok z gory: l oo |
L o /
Pricr Prow
przekroj membrana
poprzeczny: S "
s |
AR
—_ % —_
wiot /, wylot
c) Pricr{Prow

membrana

-, vl

wlot wylot

Rys. 1 (a) Schemat podlaczenia zaworow elektromagnetycznych kontrolujacych ci$nienie zamykajace
(EMVhign) i otwierajace (EMViow) do zaworu membranowego na chipie, (b) przekréj przez zawér oraz (c)
zdjecie zaworu na chipe.

Skonstruowany zaw6r membranowy opiera sie na idei zaworu autorstwa Grovera i
in. 38, Charakteryzuje sie on tym, Ze jest stan (otwarty - zamkniety) jest pneumatycznie

kontrolowany przez system zaworéw elektromagnetycznych znajdujacych sie poza chipem,
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ii) ma wymienialng membrane, iii) kontroluje ruch ptynéw o ci$nieniu do 2 baréw, iv) jego

objetos¢ martwa wynosi 10 nL oraz v) moze pracowac z czestoscig do 20 Hz.

Zawor sktada sie z i) dolnej warstwy z wyfrezowanymi mikrokanatami, ii) warstwy
posredniej posiadajacej dwa otwory w miejscu zakoniczen kanatéw w warstwie dolnej, iii)
warstwy gornej z wyfrezowanym miejscem na korek, iv) korka i v) utrzymywanej przez ten
korek membrany (Rys. 1). Trzy pierwsze warstwy s3 ze sobg zespojone przez kompresje w
podwyzszonej temperaturze. Membrana jest naciggnieta na wciskany w uktad korek.
Warstwy uktadu oraz korek zostaty wykonane w poliweglanie. Jako membrana zostata uzyta
cienka warstwa gumy nitrylowej pochodzaca z rekawiczki laboratoryjnej. Guma nitrylowa
jest i) odporna na wiele substancji chemicznych, ii) bardzo wytrzymata mechanicznie oraz
iii) nie pecznieje w kontakcie z olejami, jak np. guma lateksowa czy polidimetylosiloksan w

kontakcie z popularnie uzywanym w mikrofluidyce kropelkowej heksadekanem.

Montaz membrany poprzez dociSniecie jej korkiem ma kilka zalet. W przypadku
pekniecia membrany badz dostania sie do komory zaworu zanieczyszczen korek moze
zosta¢ tatwo usuniety. Co wiecej, dzieki takiemu rozwigzaniu membrana ma kontakt z
plynem tylko w komorze zaworu. Zastosowanie warstwy posredniej oraz naciggania
membrany na korek pozwolito na zminimalizowanie powierzchni kontaktu membrana -
plyn. Ma to szczegblne znaczenie w przypadku mikroprzeptywéw kropelkowych, gdzie
bardzo waznym parametrem wplywajacym na stabilno$¢ kropel i hydrodynamike ich
tworzenia jest wspoétczynnik zwilZzalnosci Scian przez wykorzystywane ptyny. W zaworze
Grovera 38 oraz w opisywanych wariacjach tego zaworu 53 jedng ze $cian kanatu stanowita
membrana, ktoéra czesto moze by¢ zupehie inaczej zwilzana niz $ciany. Powoduje to, iz
ptyny kontaktujg sie z membrang, co moze bardzo ogranicza¢ stosowanie tego rozwigzania
do tworzenia kropel. W naszym zaworze plyn kontaktuje sie z membrang jedynie w
obszarze samego zaworu, ktdry umiejscowiony jest przed ztaczem do generowania kropel.

Dzieki takiemu rozwigzaniu krople nigdy nie kontaktuja sie z membrang. Ponadto,
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opracowany zawor membranowy moze by¢ wykonany rowniez w innych materiatach niz
poliweglan, co umozliwia do$¢ swobodne dobranie ich, zaré6wno pod katem wtasciwosci

mechanicznych, jak i inercji chemiczne;.

Korek potaczony jest poprzez uktad dwdch zaworéw elektromagnetycznych (Sirai,
V165, Wiochy) z i) nadci$nieniem (zawdr oznaczony na Rys. 1 jako EMVyg) oraz
ii) ciSnieniem atmosferycznym/pré6znia (zawoér oznaczony na Rys. 1 jako EMVi,). Stan
obydwu zaworéw kontrolowany jest przy uzyciu sterownika wlasnej konstrukcji. Opis
budowy oraz dziatania zaworu elektromagnetycznego znajduje sie w Rozdziale 4.2.1.
Otwarcie przestrzeni nad membrang do nadci$nienia powoduje docisniecie membrany do
warstwy posredniej zaworu i zamkniecie przeptywu ptynu, natomiast otwarcie do ci$nienia
atmosferycznego badZ podcisnienia powoduje jej podniesienie i otwarcie przyptywu ptynu.
Zawory elektromagnetyczne pracuja w przeciwfazie, z uwzglednieniem opdznienia reakcji

zaworow na wiaczenie/wytaczenie napiecia otwierajacego.

Przeptyw fazy rozpraszajacej jest generowany pompami strzykawkowymi (Harvard
PHD 2000, USA). Przeptyw fazy rozpraszanej jest wymuszany ciSnieniowo poprzez
wypychanie jej do uktadu mikroprzeptywowego z pojemnikéw ci$nieniowych, ktére sa

podiaczone do Zrédta nadci$nienia szeregowym uktadem dwéch reduktorow.

Mozliwo$¢ wykorzystania zaworu do kontroli ruchu ptynéw w mikroskali
pokazaliSmy na przykladzie tworzenia kropel ‘na zadanie’ w zlaczu ogniskujgcym oraz
pecherzy ‘na zadanie’ w ztagczu ‘T’. Ponadto, w ukladzie z dwoma ztgczami ‘T’ ustawionymi
naprzeciw siebie zademonstrowaliSmy mozliwo$¢ generowania sekwencji kropel

zawierajacych dwa rézne sktadniki.
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4.1.1.SzczelnosS¢ zaworu

W pierwszym eksperymencie dotyczacym dziatania zaworu membranowego
zauwazyliSmy, Ze ci$nienie szczelnie zamakajace zawoér rosnie liniowo wraz z ciSnieniem
kontrolowanego ptynu. Dla cieczy ci$nienie to musi by¢ znaczaco wyzsze od ci$nienia ptynu
kontrolowanego, niz ma to miejsce dla gazow. Zwigzane jest to z wieksza lepko$cia cieczy, a

zatem z wieksza trudno$cia wypchniecia jej z komory zaworu, szczegdélnie w ostatnim

stadium zamykania (Rys. 2).

Phicn [bar]

v T T v
0,2 04 0,6 0.8 1.0
pp{ynu [bar]

Rys. 2 Minimalne ci$nienie zamykajace zawdér membranowy w zaleznosci od ci$nienia i rodzaju ptynu.

4.1.2.Tworzenie kropel w zlaczu ogniskujacym

Szczegbétowa charakterystyke pracy zaworu oraz mozliwos¢ jego zastosowania w
technikach mikroprzeptywowych zademonstrowali$my wykorzystujac opracowany zawor

do kontroli przeptywu fazy rozpraszanej w ztagczu ogniskujacym. UzyliSmy zitacza o
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szerokosci i wysoko$ci kanatéw 200 um x 200 pum wykonanego z poliweglanie. Zawoér byt

umieszczony 4 mm przed zlgczem patrzac w kierunku przeptywu ptynu.
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Rys. 3 ZaleznoSci objetosci kropel tworzonych z uzyciem zaworu membranowego oraz zaleznos¢
wspotczynnika kierunkowego tych zaleznosci od ci$nienia fazy rozpraszane;j.

TworzyliSmy krople ‘na Zadanie’ z czestoscia 1 Hz z rosnacym liniowo czasem

otwarcia zaworu dla réznych wartosci ci$nienia fazy rozpraszanej przy staltym natezeniu

przeptywu fazy rozpraszajacej. OtrzymaliSmy liniowe zaleznoSci objetosci tworzonych

kropel od czasu otwarcia zaworu (Rys. 3). Ponadto, wspoétczynniki kierunkowe tych

zaleznoSci rosty liniowo wraz ze wzrostem cis$nienia fazy rozpraszanej. Generowane krople

byly monodyspersyjne (odchylenie standardowe ich dtugo$ci mierzonej w kanale byto

ponizej 5 %). Najmniejsza mozliwa do wygenerowania kropla miata 100 nL.

Objetosci tworzonych kropel zalezaty réwniez od natezenia przeptywu fazy

rozpraszajacej - wraz z jego wzrostem malata ich objeto$¢. Wraz ze wzrostem natezenia

przeplywu wzrastato ciSnienie,

co powodowane byto oporem hydrodynamicznym

mikrokanatu za ztgczem. Efektywna sita wypychajgca faze rozpraszang zalezy od réznicy

ci$nien pomiedzy rezerwuarem a zigczem. Wzrost ciSnienia w ztaczu zmniejszat te site i
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powodowal tworzenie kropel o mniejszych objetoSciach. Ponadto, generujac krople z
czesto$cig 1 Hz dla réznych natezen przeptywu fazy rozpraszajacej przy statym ci$nieniu
fazy rozpraszanej zaobserwowali$my, Ze dla danej wartosSci ci$nienia fazy rozpraszanej oraz
czasu otwarcia zaworu istnieje taka warto$ci natezenia przeptywu, powyzej ktérej tworzona
kropla jest rozrywana na dwie mniejsze. Objeto$¢ pierwszej z nich nie zalezy od czasu

otwarcia zaworu i jej warto$¢ V'wynika z naturalnego czasu urywania kropli 13

V~QWs

gdzie:

V- objetos¢ kropli [L],

Q- natezenie przeptywu fazy rozpraszanej [m3 s-1],
W - wymiar liniowy kanatéw ztacza [m].

Na objetos¢ drugiej kropli wptywa czas otwarcia zaworu i jest ona proporcjonalna do

réznicy czaséw otwarcia zaworu i czasu, po ktérym zostata urwana pierwsza kropla.

LUE e A B Pyoay =69 mbar
A A ® Pyody =57 mbar
700 - A p,qy =48 mbar
- A
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g ] ¢ * ¢ “ A A
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S 400 .
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Rys. 4 Zaleznosc¢ objetosci kropel od czestotliwosci ich tworzenia przy zastosowaniu prézni, jako
ci$nienia otwierajacego zawor.
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Rys. 5 Zalezno$¢ objetosci kropel od czestotliwosci ich tworzenia przy zastosowaniu ci$nienia
atmosferycznego, jako ci$nienia otwierajacego zawor.

PrzetestowaliSmy réwniez zdolnosci zaworu do kontrolowania czasu tworzenia
kropel oraz interwaléw miedzy nimi. W eksperymencie zmienialiSmy czesto$¢ tworzenia
kropel przy zachowaniu stato$ci wszystkich pozostatych parametréw. Gdy proéznia byta
ciSnieniem otwierajagcym zawor, wraz ze wzrostem czestoSci tworzenia kropel malata ich
objetos$¢ (Rys. 4). Po zmierzeniu wartoSci ciSnienia otwierajacego dla roznych czestosci
tworzenia kropel okazato sie, ze ro$nie ono wraz z nig. Powodowane to byto zbyt mata
wydajnoscia pompy prézniowej, ktoéra dla wiekszej czestoSci tworzenia musiata
odprowadza¢ znad membrany wieksze objetosci powietrza. Po odlaczeniu zaworu od
pompy prézniowej, uzywajac cisnienia atmosferycznego, jako ci$nienia otwierajacego,
zaobserwowali$my efekt odwrotny (Rys. 5). Wraz ze wzrostem czestosci tworzenia kropel
ich objetos¢ rosta. Szybko$¢ wypychania ptynu spod membrany podczas zamykania zaworu
maleje asymptotycznie. Wraz ze wzrostem czestoSci generowania kropel maleje czas
pozostawiony na zamkniecie sie zaworu. Dla wysokich czestosci mogt by¢ on
niewystarczajacy do pelnego wypchniecia cieczy spod membrany. Taki niedomkniety zawdr

byto znacznie tatwiej otworzy¢ niz zawo6r w petni zamkniety, stad rzeczywisty czas otwarcia
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zaworu niedomknietego byt dtuzszy, co przejawiato sie w wiekszej objetosci tworzonych

kropel.

Opisane dwa efekty zmieniajgce objeto$ci tworzonych kropel na skutek zmiany
czestosci ich tworzenia mozna zbilansowa¢ dobierajac odpowiednio ci$nienie otwierajace i
zamykajgce zawor. Dla ci$nienia otwierajgcego rownego -150 mbar i zamykajgcego rownego
300 mbar uzyskaliSmy charakterystyke generowania kropel niezalezng od czestosci ich

emisji (Rys. 6).
200 -
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140 . . .
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Rys. 6 Charakterystyka generowanie kropel przy uzyciu zaworu membranowego dla ci$nienia
otwierajacego rownego -150 mbar i zamykajacego réwnego 300 mbar.

Podobny efekt osiggneliSmy w inny, prostszy sposéb. Znajac charakterystyke
tworzenia kropel dla roznych czaséw zamkniecia zaworu (Rys. 7), wyznaczyliSmy dla
kazdego z nich taki czas otwarcia zaworu, by objeto$¢ tworzonej kropli byta zawsze stata.
Uwzglednienie tych wartoS$ci w protokole pracy zaworéw elektromagnetycznych umozliwito

tworzenie monodyspersyjnych kropel przy zmiennej czestosci ich emisji (Rys. 7).
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Rys. 7 Zalezno$¢ objetosci tworzonych kropel od czasu otwarcia zaworu dla roznych czaséw zamkniecia
zaworu oraz demonstracja mozliwosci wyeliminowania polidyspersji kropel powodowanej zmienna
czestoscia ich tworzenia.

4.1.3.Tworzenie pecherzy w zlaczu ‘T’

SprawdziliSmy réwniez uzyteczno$¢ opisywanego zaworu do tworzenia pecherzy ‘na
zadanie’, wykorzystujac w tym celu mikroprzeptywowe ztgcza ‘T’ o przekroju poprzecznym
kanatéw 400 um x 400 um. Podobnie, jak w przypadku tworzenia kropel, uktad generowat

monodyspersyjne pecherze z czestoScia do 20 Hz.

Bez kontroli przeptywu objeto$¢ tworzonych mikrofluidycznie pecherzy jest
proporcjonalna do ci$nienia fazy rozpraszanej oraz odwrotnie proporcjonalna do natezenia
przeptywu fazy rozpraszajacej. Kontrola przeptywu fazy rozpraszanej uzaleznia objetosci
tworzonych pecherzy od czasu otwarcia zaworu (Rys. 8) (podobnie jak dla kropel,
maksymalna objeto$¢ tworzonego pecherza bez kontroli przeptywu fazy rozpraszanej jest
naturalnie ograniczona). Najmniejsza mozliwa do wygenerowania objetosci pecherza

wynosita 350 nL.
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Rys. 8 ZaleznoSci objetosci pecherzy od czasu otwarcia zaworu membranowego oraz zalezno$¢
wspotczynnika kierunkowego tych zaleznosci od ci$nienia fazy rozpraszane;j.

Podobnie jak dla kropel, objeto$¢ pecherzy ‘na zadanie’ zalezala od natezenia
przeptywu fazy rozpraszajacej — zwiekszenie natezenia powodowato zmniejszenie objetosci
tworzonych pecherzy. W odréznieniu od tworzenia kropel ‘na Zadanie’ niemozliwe byto
kontrolowanie objetosci pecherzy uzywajac prozni, jako ci$nienia otwierajacego zawor.
Przeptyw gazu otwierany préznig byt zbyt gwattowny, by moéc tworzy¢ monodyspersyjne

pecherze.

4.1.4.Sekwencje kropel

Znajac charakterystyke tworzenia kropel ‘na zadanie’ wygenerowaliSmy sekwencje
kropel o roznych predefiniowanych objetosciach i odlegtosciach miedzy nimi (Rys. 9).
Tworzenie takich sekwencji moze by¢ uzyteczne w zintegrowanych uktadach
mikroprzeptywowych do wysokowydajnych badan przesiewowych, w ktérych konieczne
bedzie taczenie kropli o réznych objetoSciach w celu tworzenia kropel-matek o zadanej

Scisle kontrolowanej kompozycji.

36



Rys. 9 Sekwencje kropel o (a) jednakowych objetosciach w réwnych odstepach, (b) pakietéw po dwie, (c)
badz trzy krople, (d) kropel o dwdch objetosciach w dwéch réznych odstepach oraz (e) pakietéow po 3
krople o dwéch objetosciach.

Uzywajac uktadu z dwoma ztgczami ‘T’ umieszczonymi naprzeciwko siebie, zasilajac
kazde z nich inng substancja (czysta woda i woda z czarnym atramentem) tworzyliSmy

sekwencje kropel nie tylko o roznych objetosciach i odlegtosciach miedzy nimi, ale rowniez

o ré6znym sktadzie (Rys. 10).

Rys. 10 Sekwencje jednakowych dwukolorowych kropel (a) ulozonych naprzemiennie oraz (b) w
pakietach po trzy krople.
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4.2. Zawory zewnetrzne

Wykorzystywane w mikrofluidyce zawory Kkontrolujace nanolitrowe objetosci
plynéw, m.in. te zaproponowane przez Grovera 38 czy Quake’a 37, jak i opisany wyzej zawor
membranowy, s3 zaworami wewnetrznymi zintegrowanymi na chipie. W efekcie w kazdym
chipie, w ktérym potrzebna jest kontrola przeptywu pltynéw, dodatkowo oprécz kanatéw,
trzeba wytwarza¢ skomplikowane struktury, jakimi najcze$ciej sa zawory. Zwieksza to

znaczgco koszt oraz czas wytwarzania pojedynczego uktadu.

Zastosowanie zaworu zewnetrznego pozwolitoby znaczaco zmniejszy¢ koszty
wytworzenia pojedynczego chipu, a on sam w wiekszosci przypadkdw sktadatby sie jedynie
z kanatéw. Ponadto, takie podejscie jest spdjne z ideg jednorazowych uktadéw
mikroprzeptywowych. W jej mysl docelowo uktady te beda wytwarzane masowo i cena
pojedynczego bedzie na tyle niska, Ze jego wielokrotne uzycie nie bedzie optacalne - np.
koszty sterylizacji beda znacznie wyzsze niz koszty fabrykacji. Zastosowanie zaworéw
zewnetrznych umozliwia wielokrotne wykorzystanie tych samych zaworéw do roznych

chipow i eksperymentow.

4.2.1.Zawor solenoidowy Kkapilarowy oraz tworzenie Kropel z

kontrolg przeptywu obydwu faz

4.2.1.1. Budowa zaworu

Budowa drugiego skonstruowanego przez nas zaworu bazuje na budowie
komercyjnie dostepnego zaworu solenoidowego (V165, Sirai, Wtochy), ktéry oryginalnie

sktada sie z trzech czesci: i) mosieznego korpusu z cylindryczng komora i usytuowanym
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koncentrycznie w niej wylotem o stozkowym ksztalcie, ii) trzpienia ze stali nierdzewnej
zakonczonego gumowym korkiem oraz iii) cewki elektromagnetycznej. Prosta modyfikacja
zaworu, polegajaca na umieszczeniu w jego otworze wylotowym kapilary oporowej o
znaczgco wyzszym, okoto 105 razy, oporze hydrauliczny niz opér wlotu, pozwolita nam
kontrolowac przy jego uzyciu nanolitrowe objetosSci ptynéw i tym samym wyKorzystac¢ go w

technikach mikroprzeptywowych (Rys. 11).

gumowy korek

ruch korka
<~-==>
ruch korka

A
|
|
1

\I’

a

klej \ / kapilara oporow.

]

N

Rys. 11 Przekroj poprzeczny przez korpus zaworu solenoidowego, (a) widok zaworu z boku oraz (b)
korpusu z gory.

Stan zaworu (otwarty - zamkniety) byl kontrolowany napieciem elektrycznym.
Normalnie, kiedy napiecie nie bylo przytozone do cewki elektromagnetycznej zaworuy,
stalowy trzpien zakonczony gumowym korkiem znajdowat sie w dolej pozycji zamykajac w
ten sposob wylot z komory zaworu. Przytozenie napiecia 24 V do cewki powodowato

weciagniecie trzpienia w jej przestrzen rdzeniowg i w efekcie otwarcie wylotu zaworu.
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4.2.1.2. Hydrodynamiczne podstawy dziatania zaworu

Wykorzystanie komercyjnego zaworu Kkontrolujacego oryginalnie objetoSci
mikrolitrowe do tworzenia nanolitrowych kropel mozliwe byto dzieki dokonanej przez nas
modyfikacji wprowadzajacej duza réznice pomiedzy oporem wlotu R, i oporem wylotu &,
z zaworu. NateZenie przeptywu Q przez przewdd o oporze R zalezy od réznicy ci$nien dp na
jego konicach, co opisuje prawo Hagen-Pousielle

_ap

=%

Opor przewodu jest proporcjonalny do jego dlugosci L oraz odwrotnie
proporcjonalny do % gdzie djest $rednica przewodu. Jako ze wlot do korpusu zaworu miat
$rednice okoto 30 razy wieksza niz Srednica kapilary oporowej modyfikujacej oryginalng
budowe zaworu, réznica oporéw pomiedzy wylotem a wlotem z zaworu byta rzedu 105.
Dzieki temu, mimo znacznie wiekszej réznicy ci$nienia miedzy zaworem i ukiladem
mikroprzeptywowym, niz réznica miedzy zaworem i zbiornikiem cisnieniowym, zawdr
zamykajac sie wypychat ciecz w gére - w kierunku do zbiornika ci$nieniowego, a nie w dét -
w kierunku do chipa (Rys. 12). W efekcie objeto$¢ cieczy wypychanej podczas zamykania z
komory zaworu zostata zredukowana do 10-15 nL, mimo iZ catkowita objeto$¢ martwa

zaworu jest rzedu pojedynczych mililitrow.

Ponadto, uzyta kapilara oporowa stabilizowata natezenie przeptywu cieczy.
Oscylacje natezenia skutkuja duzym rozrzutem objetosci tworzonych kropel ‘na Zadanie’,
pomimo statego czasu otwarcia zaworu. Korczyk i in. 54 pokazali, Ze niestabilno$¢ natezenia
przeptywu fazy rozpraszajacej silnie wptywa na objeto$¢ generowanych kropel. Zaleznos¢ ta
wynika z faktu, ze objeto$¢ kropel jest proporcjonalna do natezenia przeptywu i do czasu

otwarcia zaworu. Zmiany w charakterystyce generowania kropel uniemozliwiajg tworzenie

Rou[

kropel o zadanej objeto$ci. Wysoka wartos¢ eliminuje ten problem i pozwala na

in
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tworzenie monodyspersyjnych kropel dla statego czasu otwarcia zaworu. Z drugiej strony,
zmniejszanie Srednicy wewnetrznej wykorzystywanych kapilar podwyzsza ryzyko zatykania
sie ich. Stad nalezy tak dobra¢ kapilare, by jej wymiary byly kompromisem pomiedzy

oporem a funkcjonalnoscia.

Rm << RUUK RH’\ << Rout
i zamykanie : zamykanie : : zamykanie : :
N 1 zawory L zaworu A v zawory ! !
1 1 > 1 1 1
" , z € \ "
I 1 <. 1 I I
I 1 = 1 I I
| 1 Q 1 . I o 1
w 1 ) «zawor o zawor |
c i . I i o i otwarty i otwarty i
w 1 Zawor 1 1 [o}% I 1 1
< | otwarty | H @ . 5. 5
W I I I = 1 i bl
< i i i o i i i
i i : @ : N
i i 1 + 1 \ zamykanie
! i . H e H | zaworu i
i ozawor N, i i i
1 1 1
| | otwarty I —
I I h 1 I I
I I | 1 I I
zhiornik zawor chip zbiornik zawor  chip
cisnieniowy cisnieniowy

Rys. 12 Schematy rozkladu ci$nienia oraz natezenia przeptywu w ukladzie zbiornik ci$nieniowy - zawér
- chip, gdy zaw6r jest otwarty oraz podczas zamykania zaworu.

Elastyczno$¢ materiatu, z ktérego wykonana jest kapilara, ma istotny wptyw na
dynamike tworzenia sie kropel. Zamykanie sie zaworu powoduje wzrost ci$nienia w jego
kanale wylotowym. Przewody elastyczne w pierwszej fazie zamykania rozszerzajac sie
kompensuja to ci$nienie. Nastepnie relaksujac sie zmniejszaja swoja $rednice wewnetrzna,
co powoduje wypychanie z nich do zlacza mikroprzeptywowego dodatkowej objetosci
cieczy. Objetos¢ ta wzrasta wraz ze wzrostem elastycznosci materiatu, z ktérego wykonany
jest przewdd. Na przyktad dla przewodéw wykonanych w polietylenie (doktadnie w PE60)
objetos¢ ta jest rzedu objetosci pojedynczej kropli. Uniemozliwia to w oczywisty sposéb
precyzyjne tworzenie Kkropel. Stalowe kapilary uzyte do modyfikacji zaworéw sa
nieelastyczne. Dzieki temu nie kompensuja one ci$nienia generowanego przez zawor
podczas zamykania, wobec czego wypychana podczas ich relaksacji objetos¢ cieczy jest

pomijalnie mata.
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Doktadno$¢ odmierzania objetosci kropli jest ograniczona przez -catkowita

podatno$¢ hydrauliczng kapilary ¢ ktéra moze by¢ wyrazona jako

C=Cp+Cy

gdzie
¢, - podatno$¢ hydrauliczna zwigzana ze $cisliwo$cig ptynu,
¢, - podatnos¢ hydrauliczna zwigzana z rozszerzalnos$cia elastycznag kapilary.

Podatno$¢ hydrauliczna charakteryzuje podatno$¢ elastycznag Scian kapilary oraz
Scisliwos$¢ ptynu wypelniajacego te kapilare na przytozone do niej ci$nienie. Jezeli kapilara o
objetosci V), pod ci$nieniem p, zostanie polaczona ze zbiornikiem ptynu o ci$nieniu
DP1=DPp+4p, to na skutek Scisliwosci ptynu oraz rozszerzalnosci elastycznej kapilary wptynie

do niej dodatkowa objetos¢ ptynu (41)

4 V=Ap[cp+ck)
Podatno$¢ hydrauliczna zwigzana ze $cisliwos$cig ptynu ¢, zalezy od rodzaju ptynu

wypelniajgcego kapilare i jest opisana w dobrym przyblizeniu wzorem

Cp= VoBe

gdzie
B - $cisliwos¢ izotermiczna ptynu wypeliniajgcego kapilare.

Ze wzgledu na bardzo duza Scisliwo$¢ gazoéw, ograniczenie efektéw zwigzanych z

podatnos$cig hydrauliczng wymaga, aby w kapilarze nie znajdowaty sie pecherze gazu.

Scisliwo$¢ wiekszosci cieczy w temperaturach normalnych jest do siebie zblizona:
Scisliwos$¢ izotermiczna wody wynosi ok. 5 x 10-10 Pa-1, a §cis§liwos¢ alkanow i olejéw zawiera

sie w przedziale od ok. 5 x 10-1° Pa-1 do ok. 12 x 10-10 Pa-1.
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Podatno$¢ hydrauliczna zwigzana z rozszerzalnoscia elastyczna kapilary ¢, zalezy
i) od wtasnosci materiatu kapilary, m.in. od jego modutu Younga (£) i liczby Poissona (o)
oraz ii) od geometrii kapilary, m.in. od jej dtugosci (L), promienia wewnetrznego (r) oraz
grubosci Sciany (/). Dla kapilar grubosSciennych (tj. takich, ktérych grubos$¢ $cian jest

wieksza niz promien $wiatta kapilary) dobre przyblizenie podatnosci c; opisuje wzor

cx=2V(1+0)E!
Dla kapilar cienkosciennych, dobre przybliZzenie podatnosci hydraulicznej opisuje

wzor

=2V, (i) E1
k=<Vo\7,
Dla uproszczenia w rozwazaniach zakltadamy wylacznie oszacowanie podatnosci

hydraulicznych kapilar grubo$ciennych, jako Ze cienkoS$cienne sg z zatozZenia niekorzystne w

omawianym zastosowaniu.

Wstawiajgc wyrazenia na podatno$ci hydrauliczne ¢, oraz ¢

»  Otrzymujemy

wyrazenie na objeto$¢ wypchnieta z kapilary po obnizeniu ci$nienia o warto$¢ 4p

AV=2pVpPe+24pVy(1+0)EL =4V, +4V;

Z powyzszego wzoru wynika, Ze objeto$¢ wypychana z kapilary na skutek obnizenia
ci$nienia panujacego w kapilarze posiada wktad 4V, zwigzany ze Scisliwoscig izotermiczng
wypetniajgcego kapilare plynu oraz wktad 4V, zwigzany z wlasnos$ciami elastycznymi

materiatu, z ktérego wykonana jest kapilara.

Po otwarciu zaworu w przewodzie zaczyna ptynac ciecz i po rozwinieciu przeptywu
laminarnego ci$nienie w kapilarze zmienia sie liniowo z jej dtugoscia od ci$nienia zaworu
(Pzawory) do ci$nienia uktadu (pyxzq,)- W wyniku dziatania tego cisnienia przewdd rozszerza

sie elastycznie o objetos¢
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AV=A4V,+4V,

gdzie

p
av~ () ot

oraz

AV ~ApVy(1+0)E7!
przy czym Ap=p..oru-Pukiade PO ZamKnieciu zaworu ci$nienie w przewodzie spada

do wartos$ci p, .4, 1 jednocze$nie wypychana jest do kropli objetos¢ AV.

Aby zachowa¢ precyzje ok. 1% w odmierzaniu objetosci generowanej kropli,
objeto$¢ wypchnieta 4V powinna by¢ nie wieksza niz 1% objetosci 1V, najmniejszej

generowanej kropli.

Dla oceny przydatno$ci poszczegdlnych $rednic i materiatow kapilar, rozpatrzmy
trzy warto$ci minimalnej objetosci kropli generowanych w uktadzie: V,,;,, = 1 nL, 10 nL, oraz
100 nL oraz przyjmijmy, ze $cisliwos$¢ izotermiczna cieczy wypetniajacej kapilare rowna sie

Fr=1x10°Pal

Zaktadajac precyzje generowania kropel 1%, graniczne wartoSci na oczekiwang
objeto$¢ wypychang z kapilary ze wzgledu na jej podatnos$¢ hydrauliczng réwne sa

Vmaxz% =0,01 nL, 0,1 nL oraz 1 nL.

Ze wzgledu na zachowanie oporu kapilary znacznie wiekszego niz opdr hydrauliczny
uktadu mikroprzeptywowego zaktadamy, Ze $rednica kapilary wynosi 50 pm, a dtugosé
5 cm. Przyjmujac, ze liczba Poissona wynosi 0,4, otrzymujemy minimalng warto$¢ modutu

Younga

Epmin=1,4VpApAVpo "
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Jako Ze zazwyczaj do generowania przeptywu cieczy w ukladach
mikroprzeptywowych uzywali$my cie$nienie rzedu 10-! bara, przyjeliSmy 4p = 0,5 bara

otrzymujac w ten sposdb:

Epin= 2,749 GPa (dla V,,;, = 1 nL); E,;, . = 0.36 x 10 Pa-,

Epin= 0,275 GPa (dla V,;, = 10 nL); £,,;, '= 3.6 x 10 Pa-,

Eypin= 0,027 GPa (dla V,,;, = 100 nL); £, = 36 x 10 Pa-L.

Powyzsze wyniki jednoznacznie ograniczajg rodzaj materiatow, z ktérych mogg by¢
wykonane przewody 1aczace zawory z uktadem mikroprzeptywowym. Wynika z nich, ze
zasilajgc uktad ciecza roboczg z rezerwuardw pod ci$nieniem ok. 0,5 bara, do generowania
kropli mniejszych niz 1 nL konieczne jest stosowanie kapilar z najtwardszych polimeréw
(np. polieteroeteroketonu), szklanych lub stalowych, a do generowania kropli mniejszych
niz 10 nL konieczne jest stosowanie Kkapilar polimerowych (np. teflonowych,

polietylenowych lub polieteroeteroketonowych), szklanych badz stalowych.

4.2.1.3. Tworzenie kropel z kontrola przeptywu obydwu faz

Maksymalna objeto$¢ kropli tworzonych ‘na zadanie’ kontrolujgc przeptyw jedynie
fazy rozpraszanej jest naturalnie ograniczona i jest proporcjonalna do stosunku natezen
przepltywow fazy rozpraszanej do fazy rozpraszajgce;j. Jesli czas otwarcia zaworu przekracza
czas urwania kropli wynikajacy z tego stosunku (w wykonanym przez nas eksperymencie
czas urwania byt rowny 60 ms), jezyk fazy rozpraszanej rozrywany jest na dwie lub wiecej
kropel (Rys. 13). Objetos¢ pierwszej kropli jest stata, a objetos¢ kropli drugiej rosnie liniowo
z czasem. Wraz z dalszym wydtuzaniem czasu otwarcia zaworu druga generowana kropla
osiaga objetos¢ pierwszej i urywana jest trzecia kropla. Najczes$ciej maksymalna objetos¢

kropli stanowi 2 - 3 objetosci kropli minimalne;.
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Rys. 13 ZaleznoSsci objetosci kropel tworzonych z kontrola tylko fazy rozpraszanej oraz z kontrola
obydwu faz.

Ograniczenie to omineliSmy stosujac protokét, w ktéorym przeptyw fazy
rozpraszajacej zamykaliSmy na czas wysuwania sie jezyka fazy rozpraszanej (Rys. 14).
UniezalezniliSmy w ten sposéb objeto$¢ tworzonej kropli od natezenia przeptywu fazy
rozpraszajacej (Rys. 13), ktorego zmiana jedynie proporcjonalnie zmienia szybkosé
wyptywania utworzonych kropli ze ztacza. Ograniczenie na maksymalng objeto$¢ tworzonej
kropli zwigzane jest tylko z geometria uzywanego uktadu mikroprzeptywowego. W
uktadzie, w ktérym zademonstrowali$my tworzenie kropel ‘na zadanie’ z Kkontrolg
przeptywu obydwu faz, generowaliSmy krople o 14-krotnej rozpietosci objetosci dla czaséw

otwarcia zaworu z zakresu 25 ms - 300 ms (Rys. 13).

UL

L G i3

Rys. 14 Schemat ukladu do tworzenia kropel ‘na Zzadanie’ z kontrola przeptywu obydwu faz.
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Ponadto, niezaleznie od tego, czy uktad mikroprzeptywowy byl wykonany w
poliweglanie - sztywnym polimerze, czy w polidimetylosiloksanie - elastomerze, dla tych
samym ci$nien fazy rozpraszanej oraz czasow otwarcia zaworéw generowane krople miaty
identyczng objeto$¢ (Rys. 15). Uniezaleznienie charakterystyk tworzenia kropel od
wlasciwo$ci mechanicznych materiatéw, z ktérych sg wykonane uktady, a takze od ich
wlasciwosci fizykochemicznych, takich jak wspoétczynnik zwilzania, wynika z faktu, ze
gtéwny opdr pomiedzy zaworem a miejscem tworzenia sie kropel jest po stronie kapilary.
Réznice pomiedzy oporami uktadéw wykonanych z r6znych materialéw wynikajace np. z

réznego wspotczynnika zwilZzania $cian sg znikomo mate w poréwnaniu z oporem kapilary.
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Rys. 15 ZaleznoSci objetosci kropel od czasu otwarcia zaworu tworzonych w uktadach
mikroprzeptywowych wykonanych w poliweglanie i polidimetylosiloksanie.

Kontrola przeptywu obydwu faz byta mozliwa dzieki odpornosci materiatéw uzytych
do budowy zaworu na dziatanie wykorzystywanych cieczy. Publikowane do tej pory zawory
mikroprzeptywowe sa najczesciej w catosci badZ cze$ciowo zbudowane z popularnego w
mikrofluidyce, lecz peczniejacego w obecnosci olejow, polidimetylosiloksanu 55 56, co

uniemozliwia wykorzystanie ich do realizacji opisanego protokotu tworzenia kropel.

Najkrotszy rzeczywisty czas otwarcia zaworu jest réwny 28 ms (szczegély w
rozdziale 4.2.1.4), stad jego maksymalna czesto$¢ pracy réowna sie 35,7 Hz. Poniewaz
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tworzenie kropel ‘na zadanie’ z kontrolg obydwu faz wymaga uzycia dwoch zawordw,
maksymalna czesto$¢ generowania kropel jest réwna 17,85 Hz. Rys. 16 pokazuje, ze objetos$¢
generowanych kropel nie zalezy od czestosci ich tworzenia w catym mozliwym do uzyskania
zakresie czestosci, co miato miejsce m.in. w przypadku stosowania do kontroli przeptywu

cieczy opisanego wyzej zaworu membranowego.
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Rys. 16 Zaleznosci objetosci tworzonych kropel od czestosci ich tworzenia przy kontroli ruchu cieczy
zaworami solenoidowymi.

4.2.1.4. Opis pracy zaworu

Szczegbétowe zbadanie pracy zaworu wymagato sprawdzenia, jak objeto$¢ tworzonej
kropli zmienia sie w trakcie jej tworzenia dla statej dtugosci kapilary oporowej dla pieciu
ci$nien fazy kropelkowej (wody). GenerowaliSmy krople z czestoscia 0,5 Hz wedtug
protokotu, w ktérym zaworami kontrolowany byt przeptyw obydwu faz. Zawér kontrolujacy
przeplyw wody otwieraliSmy podajac napiecie rowne 24 V przez czas 18 ms. Proces
tworzenia sie kropel rejestrowaliSmy przy uzyciu szybkiej kamery (Photron, FastCam 100k,
USA) umieszczonej na stereoskopie (Nikon SMZ 1500, Japonia). Znajdujaca sie przy ztaczu

dioda (jej swiecenie) informowata o napieciu podawanym na cewke zaworu. Pozwolito to
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nam skorelowa¢ obserwowane zachowanie sie cieczy w ztgczu wartoscia napiecia

sterujgcego zaworem.
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Rys. 17 Objetos¢ oraz szybko$¢ zmian tworzonej kropli w zaleznosci od wartos$ci napiecia sterujacego
zZaworem oraz czasu otwarcia.

Rys. 17 pokazuje zalezno$¢ pomiedzy wartoscig sygnatu elektrycznego (0 V - 24 V)
kontrolujacego stan zaworu (zamkniety - otwarty), objeto$cia tworzonej kropli oraz
szybkoscig zmian tej objetosci. 0d momentu przytozenia napiecia 24 V do cewki potrzebuje
ona 4 ms na rozszczelnienie zaworu. Po kolejnych 4 ms zawér jest w petni otwarty.
Nastepnie przez okres, w ktéorym do cewki przytozone jest napiecie, przeptyw przez zawoér
jest staty i objetos¢ kropli rosnie liniowo. W momencie odtgczenia napiecia sterujacego od
cewKki nastepuje gwattowny wzrost objetosci kropli na skutek wypychania cieczy z komory
zaworu przez opadajgcy trzpien. Nastepnie szybkoS¢ tworzenia sie kropli maleje

asymptotycznie do zera. Z powyzszej charakterystyki wynika, Ze najkrotszym rzeczywistym
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czasem otwarcia zaworu s3 28 ms, traktujac czas otwarcia, jako okres od rozpoczecia

rozszczelniania zaworu do momentu jego catkowitego zamkniecia.

W celu zoptymalizowania warto$ci oporu zmieniajgcego oryginalny stosunek
oporéw wlotu i wylotu zaworu elektromagnetycznego V165 tworzyliSmy krople dla pieciu
réznych dtugosci kapilary. Chcac mieé¢ dla wszystkich dtugosci takie samo natezenie
przeptywu dobieraliSmy ci$nienie fazy rozpraszanej tak, aby spemiony byt
warunek dp L-7=0,1 bar m'%. Relacja ta jest modyfikacjg prawa Hagen-Pousielle Q = dp R
moéwigcego, Ze nateZenie przeptywu ptynu przez przewdd jest proporcjonalne do réznicy
ci$nien pomiedzy jego wlotem i wylotem oraz odwrotnie proporcjonalne do jego oporu.
Zastepujac w tym prawie opér przewodu przez jego dlugos¢, do ktérej opdr ten jest

proporcjonalny, otrzymali$my warunek na stato$¢ natezenia przeptywu przez dukt.
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Rys. 18 Objetosci pojedynczych kropel w trakcie ich tworzenia dla pieciu réznych kombinacji ci$nienia
fazy rozpraszanej i dlugosci kapilary oporowej oraz graficzne wyznaczenie oporu mikrouktadu.

Objetos¢ tworzonej kropli rosta wraz z dtugoscia kapilary (Rys. 18). Dziato sie tak
dlatego, ze w warunku dp L7= 0,1 bar m! wzieliSmy pod uwage jedynie opdr kapilary,
pomijajac opér uktadu mikroprzeptywowego. Aby go wyznaczy¢, zatozyliSmy, Ze opor
systemu zawor-uktad mikroprzeptywowy jest suma oporu uktadu mikroprzeptywowego Ry,
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ktéry jest wartoScig stala oraz oporu kapilary Ripiar, (L), ktory zalezy liniowo od jej
dtugo$ci. Natezenie przeptywu przez w pelni otwarty zawdr jest proporcjonalne do
wspoétczynnika kierunkowego liniowego fragmentu zaleznoSci objetosci kropli od czasu
tworzenia (Rys. 18). Podstawiajac te zaleznos¢ do prawa Hagen-Pousielle po
przeksztatceniu réwnania otrzymaliSmy zaleznoS$¢ (Liapiary = dp wsp.kierunkowy1), ktora
pozwolita na graficzne wyznaczenie oporu ukladu wyrazonego w dtugosci uzywanej
kapilary (Rys. 18). Opor ten jest rdwny oporowi kapilary o dlugosci 0,7 m, co mozna uznaé

za $redni opdr prostego uktadu mikroprzeptywowego.

Stosowanie dtugich kapilar uniezaleznia charakterystyki tworzenia kropel od
fluktuacji ci$nienia w uktadzie mikroprzeptywowym, ktére moga by¢ powodowane m.in.
zmienng w czasie iloscia i objetoscia kropel przebywajacych w ukladzie. Z drugiej strony dla
dtuzszych kapilar objeto$¢ kropli ro$nie wolniej z czasem otwarcia zaworu (Rys. 19), co
zmniejsza czestotliwo$¢ pracy uktadu, a przez to jego wydajnos¢. Eksperymentalnie dobrana
minimalna dostateczna dtugos¢ kapilary eliminujaca wptyw fluktuacji ci$nienia rowna sie

2 m (dla wody i cieczy o lepkosci zblizonej do lepkosci wody).
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Rys. 19 ZaleznoSsci objetosci kropel od czasu otwarcia zaworu dla pieciu réznych dtugosci kapilar
oporowych.
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4.2.2.Zawor zaciskowy

Zawor zaciskowy jest kolejnym skonstruowanym przez nas zaworem. Dzieki swojej
budowie jest on bardzo tatwy w montazu, a kontrolowany przy jego uzyciu ptyn nie ma z
nim bezposredniego kontaktu. Podobnie, jak w zaworze kapilarowym, jego konstrukcja
oparta jest o komercyjnie dostepne rozwigzanie (S104, Sirai, Wiochy) (Rys. 20). Dziatanie
zaworu polega na S$ciskaniu elastycznego wezyka ruchomym elementem, ktérego
zakonczenie otoczone jest cewka elektromagnetyczng. Pozycja tego elementu (géra-dot)

kontrolowana jest przyktadanym do cewki napieciem.
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Rys. 20 Zalezno$ci objetosci kropel od czasu otwarcia zaworu przy kontroli zaworem zaciskowym
przeplywu fazy rozpraszanej oraz zaleznos¢ wspotczynnika nachylenia tych zaleznosci od cisnienia
wody, (a) widok zaworu Sciskajacego elastyczny wezyk, (b) widok zaworu z boku po odlaczeniu napiecia
oraz (c) widok zaworu z boku po podlaczeniu napiecia.

Wprowadzona przez nas modyfikacja oryginalnego rozwigzania polega na
zastosowaniu innego wezyka niz ten proponowany przez producenta. WykorzystaliSmy
wezyk o Srednicy wewnetrznej 250 um i takiej samej grubosci $cianki wykonany z
elastycznego i mechanicznie wytrzymatego materiatu (Tygon®). Zminimalizowanie
przekroju poprzecznego przewodu w stosunku do tego proponowanego przez producenta

(760 pm) pozwolito na i) istotne zmniejszenie objeto$ci martwej zaworu do ok. 5 nL,
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ii) kontrolowanie matych objetosci cieczy oraz iii) tatwa integracje z kapilarami
stosowanymi przez nas do doprowadzania cieczy do mikrouktadéw. Jako ze $rednica
wewnetrzna uzytego wezyka jest zblizona do Srednicy wewnetrznej kapilar (205 um), w
miejscu taczenia wezyka z kapilarg nie nastepuje drastyczna, a przez to niekorzystna zmiana

warunkoéw hydrodynamicznych.

Opisywany zawor z powodzeniem uzyliSmy do mikroprzeptywowego tworzenia
kropel ‘na zadanie’. Objeto$¢ generowanych z jego uzyciem kropel i) jest proporcjonalna do
czasu otwarcia zaworu (Rys. 20) i ii) do ci$nienia fazy rozpraszanej dla statego ci$nienia fazy

rozpraszajacej oraz iii) nie zalezy od czestosci ich tworzenia w zakresie do 6 Hz (Rys. 21).
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Rys. 21 Zalezno$¢ objetosci kropel tworzonych przy uzyciu zawory zaciskowego od czestotliwosci ich
generowania.

Mankamentem tego rozwigzania jest konieczno$¢ usuwania wezyka z zaworu badz
wymiany na nowy, jesli przez dtuzszy czas (np. 1 dzien) zawor nie jest uzywany. Wezyk
pozostajagcy w zaworze odksztatca sie stale w miejscu $ci$niecia, co zwieksza jego opor

hydrauliczny i w efekcie zmienia charakterystyke tworzenia kropel.
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4.3. Tworzenie kropel z probek o matych objetosciach

Mata objeto$¢ wewnetrzna uktadéw mikroprzeptywowych jest niejednokrotnie
utozsamiana z niska konsumpcjg reagentéw. W tych szacunkach nie sg jednak brane pod
uwage objetosci, ktérymi nalezy wypeic elementy doprowadzajace ciecze do chipéw, m.in.
strzykawki, zawory, wezyki czy zbiorniki ciSnieniowe. Stad potrzeba rozwigzania
i) pozwalajgcego na uzycie probek o objeto$ciach niewiele wiekszych, niz te rzeczywiscie

potrzebne oraz ii) minimalizujgcego ilo$¢ elementéw uktadu, z ktérymi probka ma kontakt.

4.3.1.Tworzenie Kropel przez zasysanie probek

Rys. 22 Sekwencje kropel wygenerowanych z zasysanej probki (a) o jednakowych objeto$ciach w
rownych odstepach, (b) o liniowo rosnacych objetosciach kolejnych kropel, (c) o jednakowych
objetosciach w dwdch réznych odstepach oraz (d) o dwdch réznych objetosciach w dwéch réznych
odstepach.

W opisanym wcze$niej uktadzie mikroprzeptywowym do tworzenia kropel ma
zadanie’ z membranowym zaworem pneumatycznym wywotywaliSmy ruch cieczy

przyktadajgc podci$nienie do jego wylotu. W ten sposdb tworzyliSmy mikrokrople zasysajac
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krople naniesiong na otwér wlotowy kanatu fazy rozpraszanej. Pozwolilo to nam na

generowanie sekwencji kropel z prébek o matych objetosciach (Rys. 22).

4.3.2.Modut do deponowania prdobek na chipie

4.3.2.1. Budowa i sposob dziatania

Innym rozwigzaniem umozliwiajgcym tworzenie kropel z matych objetosSci jest
opracowany przez nas modut do deponowania prébek na chipie. Sktada sie on z kanatu fazy
rozpraszanej o znacznie zwiekszonej objetosci w stosunku do rozwigzan klasycznych
zwezajacego sie przed ztaczem, posiadajacego dodatkowy wlot. (Rys. 23). Ksztatt tego
dodatkowego wlotu jest dopasowany do ksztattu tipsa pipety laboratoryjnej. Dzieki temu
mozna przy uzyciu standardowego urzadzenia laboratoryjnego deponowac prébki na chipie.
Wilot ten zamykany jest przy uzyciu uszczelki typu o-ring, ktora jest dociskana mechanicznie
elementem systemu ThorLabs. Podczas deponowania probki nalezy uwazaé, by przy
uszczelce nie zostat pecherz powietrza, poniewaz jego obecnos$¢ zakldca stabilnosc
tworzenia sie kropel. Zdeponowana prébka jest pchana przez ten sam olej, ktéry stanowi
faze rozpraszajaca. Dzieki temu w zaworach znajduje sie tylko jednego rodzaju cieczy.
Pozwala to na wykorzystanie tego samego systemu zaworowego do dozowania réznych

substancji, w réznych chipach, bez konieczno$ci rozbierania i mycia zawordéw.

W uktadzie newralgicznym okazato sie miejsce zwezZania sie kanatu magazynujacego
do szerokosci i wysokoSci kanatu fazy rozpraszajacej. Je$li zwezanie i wyptycanie
nastepowato na zbyt krétkiej dtugosci, to pojawiajace sie napiecie powierzchniowe na kropli
w miejscu zwezZenia rozrywato jg na dwie mniejsze. Stad zwezanie powinno nastepowac na
mozliwie dtugim odcinku. Nie tylko z powyZszego powodu, ale takze dlatego, Ze ci$nienie
Laplace’a dziatajace na krople w zwezajacym sie kanale zasysa ja w strone rezerwuaru, w
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rezultacie odciagajac jej czoto od miejsca taczenia sie kanatow w zigczu. Od ustawienia czota
fazy rozpraszanej w zlaczu zalezy objeto$¢ pierwszej badz kilku pierwszych
wygenerowanych kropel. Odsuwanie sie czola od miejsca taczenia sie kanatéw bedzie
wptywa¢ na wczesniej wyznaczong charakterystyke tworzenia sie kropel (zalezno$¢
objetosci kropli od czasu otwarcia zaworu). W skonstruowanym uktadzie kanat zweza sie i
wyptyca na dtugosci 4 cm, co daje Sredni stosunek zmiany wymiaru liniowego kanatu na
dtugosci réwny 0,01. Jest on wystarczajacy do redukcji wpltywu cisnienia Laplace’a na

pozycje czota zdeponowanej probki.
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Rys. 23 Zalezno$ci objetosci tworzonych kropel od czasu otwarcia zaworu dla cieczy o pieciu réznych
lepkos$ciach i kapilar oporowych o dwéch roznych dtugosciach uzyskane przy uzyciu schematycznie
przedstawionego modutu do deponowania prébek na chipie.

4.3.2.2. Tworzenie kropel z cieczy o réznych lepkosciach

Charakterystyka tworzenia kropel bardzo silnie zalezy od lepkosci cieczy
rozpraszanej. Praktycznie niemozliwe jest zautomatyzowanie pracy uktadu, do ktérego
probki o znaczaco réznych lepkosciach dostarczane sg z pojemnikéw cisnieniowych. W
takim przypadku chcac generowac krople z cieczy réznigcych sie np. 100-krotnie lepkoscia

nalezatoby przyktada¢ do nich 100-krotnie réznigce sie ci$nienia. Opisany wyzej modut do
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deponowania prébek na chipie umozliwia tworzenie kropel z cieczy r6znigcych sie nawet

100-krotnie lepkoscia generujac ich ruch tym samym ci$nieniem (Rys. 23).

Opor uktadu z rezerwuarem do deponowania prébek R,;z,4, mozna przyblizy¢, jako

8/1pro’bk1'['rezerwuaru 8/10]ejuL0]eju

Ruktadu™
4
ﬂlﬁezerwuaru T b leju

gdzie

Upropki — dynamiczna lepkos¢ probki,

Lyezerwuary — Atugosé rezerwuaru do deponowania probek,
I'ezerwuary — Wymiar liniowy rezerwuaru.

Opor kapilary Ry, wypetnionej olejem mozna przyblizy¢, jako

8/1019/u['kap1']a1y
R kapilary ™ )
mr; kapilary

gdzie
Holeju — dynamiczna lepko$¢ oleju,
Liapitary — dtugo$¢ kapilary,

Tapitary = promien wewnetrzny kapilary.

Opor kapilary o $Srednicy wewnetrznej 205 pm oraz dtugo$ci 5 m (10 m) wypetnionej
heksadekanem (4., = 3,0 = 0,1 mPa s) wynosi Rypar, = 3,45-1014 (6,9-1014) Pa s m'1. Opor
uktadu réowny jest R,ipq, = 4,0-101t Pa s m3 dla uyr¢pk; = 1 mPa s, Rypppq, = 7,15-1011
Pa s m=3 dla g, 4= 3 mPas oraz R4, = 1,6:1013 Pa s m-3 dla z4,,45p,; = 100 mPa s. WartoSci

te sa znaczaco mniejsze od wartosci oporu Kkapilary, stad szybko$¢ przesuwania

zdeponowanej na chipie probki w znikomym stopniu zalezy od jej lepkoSci.
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Jako Ze mate réznice lepkosci (1-3 mPa s) nie maja wptywu na objetos$¢ tworzonych
kropel (Rys. 23), szczegdlnie atrakcyjne moze by¢ stosowanie tej techniki w mikrobiologii
czy biochemii, w ktérych wykorzystywane prdébki maja lepkosci witasnie z przedziatu
1-3 mPa s. Wieksze rdznice lepkosci powodujg juz zauwazalne przesuniecie liniowych
zalezno$ci objetosci tworzonych kropli od czasu otwarcia zaworu. Jednakze zmiana
objetosci kropli dla danego czasu otwarcia, nawet dla cieczy r6znigcych sie 100-krotnie
lepkoscia, jest $rednio tylko o rzad wielkosci mniejsza niz $rednia objeto$¢ tworzonych

kropel.

4.4. Uklad mikroprzeptywowy do wysokowydajnych badan

przesiewowych

4.4.1.Uklad prototypowy

komora
[ —~ mieszalnic_za meandrujacy

_+ kanat

zbiorniki
probek

Rys. 24 Schemat prototypowego ukltadu mikroprzeptywowego do wysokowydajnych badan
przesiewowych.

Prototyp uktadu mikroprzeptywowego do wysokowydajnych badan przesiewowych
sktada sie z trzech réwnolegle potaczonych zlaczy ‘T o przekroju poprzecznym
400 um x 400 um, ktérych kanaty wylotowe schodzg sie promieniscie do komory
mieszalniczej. Za nig znajduje sie meandrujacy kanat o przekroju 1 mm x 1 mm
intensyfikujgcy mieszanie zawartos$ci kropli. (Rys. 24). W zlgczach z roztworéw trzech

réznych substancji tworzyliSmy krople ‘na Zadanie’ z kontrolg przeptywu obydwu faz przy
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uzyciu zmodyfikowanych przez nas kapilarowych zaworéw solenoidowych. Suma objetosci
kropli tworzonych jednoczesnie w trzech zlgczach byta stata. Dzieki temu objeto$¢ kropli-
matki byta zawsze stala, co zapobiegato doganianiu i tgczeniu sie kropel, jako ze szybkos¢
przeptywu kropli w mikrokanatach zalezy od jej objetosci. Tworzenie kropel
rozpoczynaliSmy sie w tym samym momencie we wszystkich ztaczach, dlatego w kazdym z
nich konce utworzonych kropel byty w takiej samej odlegtosci od komory mieszalniczej.
Laczenie kropel w krople-matke indukowaliSmy zmiennym polem elektrycznym (1 kHz,

500 V) 57-60 przyktadanym do 8 elektrod otaczajacych komore mieszalnicza.

Rys. 25 Zdjecie wygenerowanej sekwencji wielokolorowych kropel w mikrokanale zrobione szybka
kamera.

Dziatanie uktadu przetestowaliSmy generujac sekwencje kropel z wodnych
roztworéw atramentéw (niebieskiego i czerwonego) oraz czystej wody (Rys. 25, Rys. 27).
Ttoczone byly one ci$nieniowo z rezerwuaréw znajdujacych sie poza ukitadem
mikroprzeptywowym przeptywajac réwniez przez zawor. W pierwszym eksperymencie w
41 sekund wygenerowali$my sekwencje 110 kropel przemiatajaca wszystkie mozliwe
stezenia dwdch uzytych atramentéw - zakres stezenia 0-100% kazdego z nich w 9 rownych

krokach. Krople tworzone z czystej wody dopetniaty objeto$¢ kropli-matki do statej wartosci
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réwnej 1,5 pL. Rys. 26 pokazuje otrzymana przez nas wysoka Kkorelacje pomiedzy
predefiniowanymi (oczekiwanymi) oraz otrzymanymi stezeniami atramentéw w
wytworzonych kroplach. Stezenia byty wyznaczane analizujgc sygnat RGB zarejestrowany

szybka kamerg (Photron, FastCam 100k, USA).
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Rys. 26 Znormalizowane stezenie barwinkéw w kroplach wygenerowanych w ukladzie prototypowym -
kropki pelne oznaczaja wartosci predefiniowane w protokole, kropki puste wartosci otrzymane. Kolory
kropek odpowiadajg barwie uzytych atramentéw.

Rys. 27 Zdjecie prototypowego ukladu mikroprzeplywowego z sekwencja wielokolorowych kropel w
jego kanale.
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Uktad prototypowy uzyliSmy nastepnie do wygenerowania sekwencji, w ktérej
stezenie jednego z atramentow zmieniato sie w sposéb ciagly, a drugiego skokowo (Rys. 28).
ZademonstrowaliSmy w ten sposob, ze w kolejnych kroplach sekwencji tworzonych w
skonstruowanym przez nas uktadzie stezenia substancji moga zmienia¢ sie w dowolny,

niezalezny od siebie sposéb.
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Rys. 28 Znormalizowane stezenie barwinkéw w kroplach - kropki pelne oznaczaja wartos$ci
predefiniowane w protokole, a kropki puste wartosci otrzymane. Kolory kropek odpowiadaja barwie
uzytych atramentow.

4.4.2.Uklad do badan przesiewowych

Do wysokowydajnych mikrobiologicznych badan przesiewowych wykorzystaliSmy
rozbudowany uktad mikroprzeptywowy, ktéry posiadat cztery rownolegle potaczone ztacza
‘T" o przekroju poprzecznym kanatéw 400 pm x 400 pm (Rys. 29). Probki, z ktérych
tworzone byly krople, deponowaliSmy w rezerwuarach bedacych kanatami o przekroju
poprzecznym 1 mm X 1 mm zweZajacych sie na dystansie 4 cm do wymiaréw 400 pm x
400 pm osiagajac je w odlegtosci 1 cm od ztacza. Port wlotowy kazdego rezerwuaru miat

$rednice rowna 1 mm i byt zakonczony kotowym wyztobieniem dopasowanym do uszczelki
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typu o-ring (Srednica wewnetrzna 0,78 mm, S$rednica zewnetrzna 2,78 mm). Wlot
uszczelnialiSmy dociskajac uszczelke cienka ptytka poliweglanowa przy uzyciu elementu
mechanicznego w systemie ThorLabs. Faze olejowa dostarczaliSmy do ukladu stalowymi
kapilarami ($rednica wewnetrzna 205 um, Srednica zewnetrzna 400 pum, Mifam, Polska) z
pojemnikéw ciSnieniowych. Przeptyw kontrolowaliSmy zmodyfikowanymi przez nas
kapilarowymi zaworami solenoidowymi. Ci$nienie w zbiornikach regulowalismy dwoma
szeregowo potaczonymi reduktorami (PR1-RGP, G %, Bosch Rexroth AG, Niemcy). Zawory
kontrolujace przepltyw fazy rozpraszajacej byty podtaczone do zbiornikéw cisnieniowych o

ci$nieniu 600 mbar, a kontrolujace przeplyw fazy rozpraszanej o ci$nieniu 280 mbar.

porty wlotowe (olej)

elektroda ‘v

porty wlotowe (prébka) « _ Y\ <
R . e

\ = '

zbiorniki
probek «~ _

-
td

meandrujacy kanat
elektroda

Rys. 29 Schemat ukladu mikroprzepltywowego wykorzystanego do wysokowydajnych badan
przesiewowych.

Wyloty czterech ztaczy ‘T’ taczyly sie w kanat o wysokosci 1,0 mm i szerokosci
1,2 mm. Kanat byl otoczony trzema elektrodami podtaczonymi do generatora pradu
zmiennego (2 kV, 100 Hz, Trek Model 609E-6, USA). Oscylacje pola elektrycznego

indukowaty tgczenie sie kropel 57-60,

Utworzone krople ptynety do portu wylotowego przez meandrujacy kanat
ulatwiajacy mieszanie sie ich zawartosci. Port wylotowy potaczony byt z krotkim (10 cm)

odcinkiem wezyka polietylenowego PE60 (Srednica wewnetrzna 0,76 mm, S$rednica
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zewnetrzna 1,22 mm, Becton Dickinson, USA) z nasunietym na jego koniec wezykiem
polietylenowym PE160 ($rednica wewnetrzna 1,2 mm, Srednica zewnetrzna 1,58 mm,
Becton Dickinson, USA) o dtugosci okoto 2 cm. Taki kotnierz pozwalat na dotaczanie
dtugiego (okoto 2 m) wezyka polietylenowego PE60, ktéry stuzyt do magazynowania
utworzonych kropel. Z praktycznego punktu widzenia w wezyku mozna byto zmagazynowac
do 70 kropel. Op6r hydrodynamiczny dtuzszych sekwencji zaczynat w zauwazalnym stopniu

wyptywacé na proces tworzenia kropel z ztgczach uktadu.

4.4.3.Dzialanie ukladu

Rys. 30 przedstawia schemat catego uktadu. Po zdeponowaniu prébek na chipie,
system automatycznie (zgodnie z protokotem) przesuwat je do ztaczy ‘T’. Po wplynieciu
matej objetosci jezyka probki do ztacza, system sterujacy zatrzymywat jej przeplyw i
otwieral na kilka sekund przeptyw fazy rozpraszajgcej. Urywana w ten sposéb objetos¢
probki znajdujaca sie w ztaczu byta nastepnie wypychana z uktadu. W efekcie préobka
zdeponowana na chipie miata czoto doktadnie w miejscu tgczenia sie kanatéw zlacza i byta

gotowa do tworzenia z niej kropel ‘na zadanie’.

Krople tworzyliSmy korzystajac z opisanego wczesniej protokotu opartego na
kontroli przeptywu obydwu faz. Krople bytby generowane tak, aby odlegtos¢ ich koncéw od
komory mieszalniczej, niezaleznie od ich objetosci, byta we wszystkich ztaczach taka sama.
Ponadto, krople byly urywane i wypychane do komory mieszalniczej we wszystkich
zlaczach jednocze$nie. Miato to wyeliminowaé przesciganie wiekszych kropel przez
mniejsze skutkujgce nietaczeniem sie ich w jedna krople w komorze mieszalniczej. Komora
mieszalnicza otoczona byla trzema promieniscie utozonymi elektrodami. Przyktadane do

nich zmienne napiecie elektryczne indukowato tgczenie sie kropel 57-60,
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Swiatto wzbudzajace i

Rys. 30 Schemat ukladu do wysokowydajnych badan przesiewowych sktadajacego sie z ukladu
mikroprzeplywowego, wezykéw do inkubacji oraz celki mikroprzepltywowej potaczonej $wiattowodami
ze Zrédlem Swiatla i detektorem.

Aby przetestowa¢ dokladno$¢ odmierzania objetosci tworzonych kropel o
predefiniowanym skladzie, napemiliSmy rezerwuary trzech ztaczy ‘T’ wodnym roztworem
btekitu metylenowego (105 M), wodnym roztworem tartrazyny (10> M) oraz woda
destylowang. W trzech niezaleznych powtodrzeniach wygenerowalismy sekwencje 121
kropel, ktéorych zawartosci w kazdej serii tworzyty macierz (11x11) punktéw w przestrzeni
stezen tych dwoch barwnikéow. MierzyliSmy absorbancje btekitu metylenowego
(A=665nm) oraz tartrazyny (A = 425 nm) i na podstawie prawa Lamberta-Beera
wyznaczaliSmy stezenie barwnikéw w kroplach. Maksymalny wzgledny btad pomiedzy
wartoscig zmierzong a zaprogramowang byl mniejszy niz 1 % (Rys. 31). Btad ten ()

zostat wyznaczony z zalezno$ci

100 Max (/C-I?'rednie . C]_Zadane /)

S[%]= czadane
gdzie
cirednie _ stezenie barwnika w i-tej kropli,
c79ane _ nredefinowowane stezenie barwnika w i-tej kropli.
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Rys. 31 Zadane w protokole (wezly siatki) oraz otrzymane wartosci stezen (znormalizowanej
absorbancji) tartrazyny oraz blekitu metylenowego w poszczegdélnych kroplach sekwencji.

4.5. Badanie oddzialywan pomiedzy parami antybiotykow

System przedstawiony na Rys. 30 wykorzystaliSmy do badan toksycznosci
antybiotykéw tworzac sekwencje kropel przez taczenie krople zawierajacych komorki
bakteryjne E. coli ATCC 25992, antybiotyki oraz indykator metabolizmu, a przez to marker

zywotnosci bakterii - rezazuryne.

Rezazuryna, wystepujaca pod nazwa handlowa amalarBlue (Invitrogen, USA) jest
nietoksycznym, niefluoryzujacym, zwigzkiem niebieskiego koloru przenikajacym przez
$ciane komoérkowa bakterii. Zywe komoérki redukujg znajdujgca sie w ich komérkach
rezazuryne do rezorufiny. Rezorufina jest zwigzkiem fluoryzujacym silnym jasnym
czerwonym Swiattem. Pomiar jego intensywnoS$ci pozwala na ilosciowe okres$lenie
zywotnos$ci komorek, przez co réwniez cytotoksycznos$ci badanych zwigzkéw wobec danej

bakterii.

Spos6b tworzenia kropel oraz ich magazynowanie zostato opisane w rozdziale
wyzej. Zmagazynowane w wezykach krople inkubowane byly w temperaturze 37 °C w

inkubatorze powietrznym (Binder BD 23, Niemcy).
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Po inkubacji podtaczaliSmy jeden z koncéw wezyka do pompy strzykawkowej
(Harvard Apparatus PHD 2000, USA), a drugi do celki mikroprzeptywowej potaczone;j
Swiattowodami ze Zr6édtem Swiatla oraz spektrofotometrem (Ocean Optics, USB 2000+)
(Rys. 30). Krople byly naswietlane zielonym laserem (A = 532 nm, 50 mW) na drodze
optycznej rownej 0,76 nm i mierzona byla ich fluorescencja. NateZenie przeptywu kropel
przez celke pomiarowa byto rowne standardowo 10 mL h-! stad czas przebywania kropli w
Swietle lasera byt rowny 0,8 s. Spektrofotometr mierzyt widma fluorescencji z czestoscia
100 Hz, co umozliwiato nam zbieranie okoto 80 widm dla kazdej kropli, a dzieki temu
wiarygodng analize intensywnosci fluorescencji rezorufiny w kazdej kropli. Intensywno$¢
fluorescencji rezorufiny w kazdej kropli wyznaczaliSmy usredniajac intensywnos$¢
fluorescencji 50 $srodkowych widm dla A = 580 nm. OdrzucaliSmy widma pochodzace z
poczatkéw i koncéw kropli, jako obarczone duzym btedem zwigzanym z rozpraszaniem

Swiatta na powierzchniach nieprostopadtych do kierunku wiazki wzbudzajacej.

4.5.1.Test intensywnosci dyfuzji antybiotykéw miedzy kroplami

SprawdziliSmy czy substancje, ktére mialy by¢ wykorzystywane w badaniach
oddzialywan miedzy parami antybiotykéw, zaré6wno rezazuryna (lub rezorufina), jak i
antybiotyki, nie dyfunduja miedzy kroplami sekwencji. WygenerowaliSmy sekwencje
siedmiu kropel, w ktérej trzy pierwsze i trzy ostatnie zawieraly rezazuryne (44 pM) i
bakterie (ok. 5 x 105 CFU mL1), a Srodkowa chloramfenikol oraz tetracykline w wysokim
stezeniu (odpowiednio 2 mg Lt oraz 0,5 mg L1) i inkubowaliS§my ja przez 3 godziny w
temperaturze 37 °C. Nastepnie zmierzyliSmy intensywnos¢ fluorescencji (A = 580 nm)
rezorufiny w kroplach. ZaobserwowaliSmy brak r6znic miedzy intensywnoscia fluorescencji

trzech pierwszych i trzech ostatnich kropel sekwencji (Rys. 32), co oznacza, ze nawet jesli
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wystepuje transport uzywanych substancji chemicznych pomiedzy kroplami, to nie ma on

zauwazalnego wptywu na odczytywane przez nas wyniki.

1,0 4 u
0.8
0,6 4
04 -

0,2 4

znormalizowana intensywnos¢
fluorescencji

0,0 4 ]

numer kropli

Rys. 32 Znormalizowana intensywno$¢ fluorescencji rezorufiny w siedmiu kolejno wygenerowanych
kroplach - trzech pierwszych i trzech ostatnich zawierajacych zawiesine bakterii i Srodkowej
zawierajacej mieszanine antybiotykoéw o wysokim stezeniu.

4.5.2.Wyznaczanie minimalnego stezenia hamujacego

Mikroprzeptywowy uktad do wysokowydajnych badan przesiewowych uzyliSmy do
wyznaczenia minimalnego stezenia hamujacego (z ang. Minimal Inhibitory Concentration -
MIC) ampicyliny, chloramfenikolu oraz tetracykliny na bakterie Escherichia coli ATCC 25992.
Rozmieszczenie substancji w rezerwuarach na chipie pokazuje Rys. 33. Zawiesine bakterii
E. coli (ok. 7 x 106 CFU mL-1) umieszczaliSmy w kanale B, w kanatach C4/10 i CA roztwory
antybiotykéw o stezeniach 2,8 i 28 mg L-! (ampicylina), 0,7 i 7 mg L1 (chloramfenikol) oraz
0,28 i 2,8 mg L1 (tetracyklina), natomiast w kanale M medium hodowlane zawierajace

marker metabolizmu bakterii - roztwér rezazuryny o stezeniu 44 uM.
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Rys. 33 Schemat napelnienia zbiornikéw probek w eksperymencie, graficzna interpretacja minimalnego
stezenia hamujacego oraz otrzymane w eksperymencie zalezno$ci znormalizowanych wartosci
intensywnosci fluorescencji rezorufiny od stezenia trzech antybiotykow.

W uktadzie tworzyliSmy sekwencje kropel zawierajace: i) statg objeto$¢ zawiesiny
baterii (100 nL), ii) rézna objetos¢ (z zakresu 0 - 1,3 pL) roztworéw antybiotykéw o
stezeniu C#/10 i CA oraz iii) r6zna objetos¢ medium hodowlanego (z zakresu 0 - 1,3 pL)
dopetniajaca tworzone krople do statej finalnej objetosci rownej 1,4 uL (Rys. 33). Sekwencja
sktadata sie z 49 kropel. Stezenie w kolejnych Kkroplach wzrastalo w postepie
geometrycznym o ilorazie 1,1. Otrzymalismy sekwencje kropel o stezeniu z przedziatu
pomiedzy 0,2 - 20 mg L-! dla ampicyliny, 0,05 - 5,0 mg L-! dla chloramfenikolu oraz 0,02 - 2,0
mg L1 dla tetracykliny. Pierwsza kropla sekwencji sktadata sie z zawiesiny bakterii (100 nL)
oraz 1,3 uL. medium hodowlanego. Aby otrzymac zgdang geometryczng zmiane stezenia w
sekwencji najpierw krople tworzone w kanale C4/10 zwiekszaty swoja objetos¢ od 0 pL do
1,3 pL, a w kanale M zmniejszaty od 1,3 uL do 0 pL przy wytgczonym kanale CA. Nastepnie
przy wylaczonym kanale €4/19 krople w kanale €2 zwiekszaly swoja objetos¢ od 0 uL do 1,3

uL przy ponownie malejacej od 1,3 pL do 0 pL objetosci kropel medium hodowlanego.

Zdeponowanie proébek na ptytce oraz przygotowanie ich do generowania z nich

kropel zajmowato okoto 5 minut. Sekwencja byta tworzona w czasie okoto 100 s. Po
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3 godzinach inkubacji mierzyliSmy w kazdej kropli intensywnos$¢ fluorescencji rezorufiny, a
nastepnie normalizowaliSmy ja do najwyzszej zmierzonej wartosci. Rys. 33 pokazuje
znormalizowang intensywno$¢ fluorescencji w funkcji stezenia oraz rodzaju antybiotyku. Z
tych danych wyznaczyliSmy wartos$ci minimalnego stezenia hamujacego dla ampicyliny -

5,0 mg L1, chloramfenikolu - 1,8 mg L1 oraz tetracykliny - 0,6 mg L-1.

W celu uwiarygodnienia uzyskanych wynikéw zmierzyliSmy cytotoksycznos¢
ampicyliny, chloramfenikolu oraz tetracykliny (w przedziale stezen od 0,006 do 32 mg L)
wobec bakterii E. coli ATCC 25992 uzywajac klasycznej metody mikrobiologicznej (metody
seryjnych rozcienczen 4). Kazdy pomiar wykonaliSmy w dwoéch powtérzeniach i
otrzymaliSmy nastepujace wartosci minimalnego stezenia hamujacego: 4,0 mg Lt dla
ampicyliny, 4,0 mg L1 dla chloramfenikolu oraz 0,5 mg Lt dla tetracykliny. Wartosci
wyznaczone w systemie mikroprzeptywowym doskonale zgadzaja sie z tymi wartoSciami

oraz z warto$ciami literaturowymi (odpowiednio: 4,0 mg L-1 61, 4,0 mg L-1 61, 0,5 mg L-1 62).

4.5.3.Wyznaczanie typow  oddzialywan miedzy parami

antybiotykow

Wyznaczone w poprzednim eksperymencie warto$ci minimalnego steZenia
hamujgcego wykorzystaliSmy do wybrania zakreséw stezen, w ktorych badaliSmy
oddzialywania pomiedzy parami trzech antybiotykéw. Zakresy te wynosily odpowiednio:
0- 5,0 mg Lt z krokiem 0,5 mg L-1dla ampicyliny, 0 - 2,0 mg L1 z krokiem 0,2 mg L1 dla
chloramfenikolu oraz 0 - 0,5 mg Lt z krokiem 0,05 mg Lt dla tetracykliny. Kanat B
wykorzystaliSmy do generowania kropel bakterii (100 nL), kanat €A1 i €42 do tworzenia
kropel (100 nL - 1 pL) roztworéw dwéch antybiotykéw, a kanat M do generowania kropel
medium hodowlanego (Rys. 34). Krople te tgczone byty w krople o objetosci 2,1 pL,
przettaczane do wezykow polietylenowych i inkubowane. System zaprogramowaliSmy do
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tworzenia sekwencji 121 kropel pokrywajgcych macierz (11 x 11) rozpieta w przestrzeni
stezen dwoch antybiotykéw. Uktad tworzyt krople z czestoscig 0,5 Hz. Czas potrzebny na
wygenerowanie sekwencji kropel i przetransportowanie jej do wezykdéw polietylenowych
wynosit 4 min. Po 3 godzinach inkubacji mierzyliSmy intensywno$¢ fluorescencji rezorufiny
w kroplach w celce mikroprzeptywowej potaczonej swiattowodami ze spektrofotometrem

oraz zrodtem $wiatla.
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Rys. 34 (a) Schemat napelnienia zbiornikéw préobek w eksperymencie oraz mapy intensywnosci
fluorescencji rezorufiny w przestrzeni stezen mieszaniny dwdch antybiotykow dla roznych rodzajow
oddzialywan, (b) mapa oddzialywan wyznaczona dla mieszaniny ampicylina - chloramfenikol, (c) mapa
oddziatlywan wyznaczona dla mieszaniny tetracyklina - ampicylina, (d) mapa oddzialywan wyznaczona
dla mieszaniny tetracyklina - chloramfenikol.

ZidentyfikowaliSmy trzy rodzaje interakcji miedzy badanymi antybiotykami (Rys.
34) okreslajac je na podstawie definicji addytywnos$ci Loewe’go 3. 63. 64, Mowi ona, zZe jesli
aktywno$ci dwéch antybiotykéw sg addytywne, to aktywno$¢ ich mieszaniny jest sumg ich
aktywnos$ci mnozonych przez wage odpowiadajgca udziatowi kazdego z nich w mieszaninie.
Dwuwymiarowe macierze zywotnoSci komdrek sktadajg sie z izoboli - linii tgczacych

punkty, dla ktérych mieszaniny badanych antybiotykdéw wykazywaty te samag aktywno$¢
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antybakteryjna. Ksztatt izoboli wskazuje na typ oddziatywania pomiedzy antybiotykami.
Liniowe (proste) izobole wystepuja dla addytywnych (nie oddziatujacych ze soba)
substancji. [zobole wkleste sugeruja synergistyczng zalezno$¢ - nizsze stezenie mieszaniny
dwéch antybiotykéw ma takg samg toksyczno$ci, jak wyzsze stezenia pojedynczych
antybiotykéw. Pary antagonistyczne tworza wypukte izobole. Wypukte izobole, ktérych
maksimum jest silnie przesuniete w kierunku jednego z antybiotykéw $Swiadcza o
oddziatywaniu hamujgcym, w ktérych hamowanie jest dominowane przez stezenie jednego
z antybiotykéw. Na podstawie powyzszych zaleznosci ksztaltu izoboli od aktywnosci
mieszanin antybiotykéw zidentyfikowali$my nastepujace typy oddziatywan wobec E. coli
ATCC 25992: antagonistyczne (dla ampicyliny i chloramfenikolu), hamujace (dla ampicyliny
i tetracykliny) oraz addytywne (dla chloramfenikolu i tetracykliny). Wynik dla pary
ampicylina - chloramfenikol zgadza sie z wynikiem otrzymanym ostatnio w uktadzie

mikroprzeptywowym przez Cao i in. 40.

W kolejnym eksperymencie zademonstrowaliSmy mozliwo$¢ zidentyfikowania
rodzajow oddziatywan pomiedzy parami trzech antybiotykéw w jednej sekwencji kropel. W
rezerwuarach zdeponowali$§my ampicyline o stezeniu 3,15 mg L-1, chloramfenikol o stezeniu
0,735 mg L1 oraz tetracykline o stezeniu 0,231 mg L1 (Rys. 35). TworzyliSmy sekwencje 63
kropel (o objetosci 2,1 uL) kazda zawierajgca 100 nL zawiesiny bakteryjnej (ok. 7 x 106 CFU
mL-1). Sekwencje sktadaly sie z trzech podsekwencji 21 kropel. W kazdej podsekwencji
stezenie antybiotyku zmieniato sie od 0 do C1,2, gdzie C 1,2 jest stezeniem antybiotyku, dla
ktérego mierzona warto$¢ intensywnosci fluorescencji rezorufiny byta réwna potowie
maksymalnej mierzonej wartos$ci (Rys. 35) - €1/2 = 3,0 mg L1 dla ampicyliny, 0,7 mg L1 dla
chloramfenikolu oraz 0,22 mg L-! dla tetracykliny. W kazdej podsekwencji steZenie jednego
antybiotyku byto réwne Cﬁ-‘”z(i—]) (%), gdzie indeks 7 zmienia sie od 1 do 21. Stezenie
drugiego antybiotyku zmieniato sie réwniez liniowo pomiedzy kolejnymi kroplami w

podsekwencji, ale w przeciwnym kierunku: C§-42=(20-1)( 20). Numer kropli w catej
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sekwencji byt réwny n =(j-1)21+i gdzie indeks oznacza pare antybiotykéw: j = 1

ampicylina - chloramfenikol, j = 2 chloramfenikol - tetracyklina, j = 3 ampicylina -

chloramfenikol.
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Rys. 35 (a) Schemat napelnienia zbiornikéw prébek w eksperymencie, (b) badana mapa stezen
antybiotykow, (c) przebieg zalezno$ci intensywnosci fluorescencji rezorufiny od sktadu mieszaniny
antybiotykow dla roznych rodzajow oddzialywan, (d) zmierzone zaleznosci intensywnosci fluorescencji
rezorufiny dla mieszanin trzech par antybiotykéw.

Po 3 godzinach inkubacji mierzyliSmy intensywnos$¢ fluorescencji rezorufiny w
kroplach. Poniewaz ksztalty otrzymanych krzywych ilustrowaty zaleznosci miedzy
zywotnoS$cig bakterii a sktadem antybiotykowym kropel, mogly one zosta¢ bezposrednio
powigzane z ksztaltem izoboli na mapach zywotnosci (Rys. 35). Addytywne sktadniki
powinny generowac linie prosta pomiedzy punktami, w ktérych krople zawierajg tylko
jeden antybiotyk. Synergistyczne oddziatywanie powinno odzwierciedla¢ sie krzywa
zywotnoSci, ktéra bedzie usytuowana ponizej tej prostej. Antagonistyczne oddziatywanie
powinno skutkowaé¢ wyzsza zywotno$cia, niz dla oddzialywania addytywnego.
Oddziatywanie supresywne powinno mie¢ maksimum przesuniete w kierunku jednego z
antybiotykow. Wyniki naszego eksperymentu pozwolity nam wyrézni¢ trzy rodzaje
oddziatywan, takich samych, jak z wygenerowanych wcze$niej map zywotnos$ci bakterii:
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antagonistyczne dla ampicyliny i chloramfenikolu, addytywne dla chloramfenikolu i

tetracykliny oraz hamujgce dla ampicyliny i chloramfenikolu (Rys. 35).

73



5. Podsumowanie i wnioski

Opracowany uktad mikroprzeptywowy do badan przesiewowych i) wykorzystuje
mate objetosci cieczy (roztwordw badz zawiesin), ii) bardzo precyzyjnie dozuje objetosci
substancji (odchylenie standardowe objetosci ponizej 1 %), iii) umozliwia fatwg wymiane
badanych proébek, iv) tworzy sekwencje kropel o $ciste okre$Slonym sktadzie, m.in.
probkujacych dwuwymiarowe lub tréjwymiarowe przestrzenie reagentdéw, v) pozwala
tworzy¢ krople z substancji réznigcych sie znaczaco lepkoscia (badz o nieznanej lepkosci)
oraz vi) zapewnia wysoka wiarygodnos$¢ wynikéw mikrobiologicznych otrzymywanych przy
jego uzyciu. W poréwnaniu z technologiami wykorzystujgcymi ptytki wielodotkowe, ktére sg
obecnie stosowane w badaniach przesiewowych, nasza technologia z podobng wydajnoscia
(ok. 0,5 - 1 Hz) oraz konsumpcyjnoscia reagentéw, i) tworzy mieszaniny reakcyjnie ze
znacznie wiekszg precyzja oraz ii) eliminuje potencjalne niebezpieczenstwo parowania oraz

adhezji badanych préobek na $ciankach.

Aby zwiekszy¢ konkurencyjno$¢ opracowanej technologii dla technologii opartych
na ptytkach wielodotkowych, w kolejnym etapie badan powinniSmy stworzy¢ ukiad
mikroprzeptywowy oraz protokdét generowania w nim kropel pozwalajace na tworzenie
sekwencji przemiatajacych co najmniej o jeden rzad wielkosci wiekszy zakres stezen
badanych substancji przy zachowaniu podobnej precyzji dozowania, wydajnosci oraz

konsumpcyjnos$ci urzadzenia.

Mamy nadzieje, Ze w najbliZszym czasie zastosujemy stworzong technologie
mikroprzeptywowa w istniejacych systemach analitycznych, co umozliwi wykorzystywanie
zalet laboratoriéw kropelkowych m.in. w analizach diagnostycznych, farmakologicznych czy

w mikrobiologii klinicznej.
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6. Metody

6.1. Wytwarzanie ukladéw mikroprzeptywowych

Mikrokanaty wytwarzaliSmy w cienkich ptytkach poliweglanowych o grubosci od
0,25 mm do 5 mm (Macroclear, Bayer, Niemcy) uzywajac frezarki sterowanej komputerowo
(MSG4025, Ergwind, Polska). Plytki poliweglanowe z wyfrezowanymi strukturami
laczyliSmy ze soba wystawiajac je na dziatanie plazmy tlenowej, a nastepnie Sciskajac je w
podwyzszonej temperaturze (45 min, 130 °C, 0,4 MPa). W uktadach do zastosowan
biologicznych zwiekszaliSmy hydrofobowo$¢ powierzchni mikrokanatéw roztworem
dodecyloaminy 5. Wloty do uktadu byly wykonane z kroétkich (4 cm) stalowych kapilar
(Srednica zewnetrzna 0,8 mm, $rednica wewnetrzna 0, 65 mm, Mifam, Polska). L.aczyliSmy je
z kapilarami zaworéw uzywajac jako kotnierzy uszczelniajacych krétkich odcinkéw (2 cm)
wezykow z materiatu Tygon® (Srednica zewnetrzna 2,07 mm, Srednica wewnetrzna

0,25 mm, Ismatec, USA).
6.2. Uzywane plyny

We wszystkich eksperymentach, jesli nie podaliSmy inaczej, fazami okreslanymi
przez nas, jako rozpraszajaca i olejowa, byt heksadekan z 2% (w/w) dodatkiem surfaktantu
Span 80 (Sigma), a fazg rozpraszang woda dejonizowana o przewodnosci rownej 1-10-4 S m-1

badz azot techniczny (Linde Gas).

6.3. Techniki mikrobiologiczne
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We wszystkich eksperymentach jako medium hodowlanego uzywaliSmy pozywki
MH (Mueller-Hinton) (BD Biosciences, USA), ktora jest standardowo wykorzystywana w
testach toksycznoS$ci antybiotykéw. Kulture baterii przechowywaliSmy w temperaturze
-80°C w pozywce LB (Luria-Bertani) (BD Biosciences, USA) zawierajacej 30% (w/w)
glicerolu (Chempur, Polska). Przed przystapieniem do badan, komoérki przenosiliSmy na
plytki ze stalym poditozem agarowym z pozywka MH i inkubowaliSmy przez cata noc.
Inokulum zaszczepialiSmy pobrana z plytki pojedyncza kolonig i inkubowaliSmy je
nastepnie w temperaturze 37 °C wytrzasajac z szybkoscig 200 rpm. Nastepnie komérki byty
pasazowane do nowej pozywki i wzrastaly do osiaggniecia przez zawiesine absorbancji
réwnej 0,1 (A = 600 nm). Zawiesine przed zdeponowaniem na chipie rozcienczaliSmy 7,14-
krotnie. W tworzonych kroplach byta ona jeszcze 14-krotnie (21-krotnie) rozcienczana, co w

dawato finalne stezenie bakterii rowne ok. 5 x 105 CFU mL-1.

6.4. Przygotowanie roztworow antybiotykow

Roztwory ampicyliny oraz wodorochlorku tetracykliny przygotowywaliSmy w
wodzie dejonizowanej, a chloramfenikolu w 50% (w/w) wodnym roztworze etanolu w
stezeniach 1000-krotnie wiekszych, niz finalnie uzywane. Wszystkie antybiotyki byty
dostarczone przez Roth (Niemcy). Roztwory sterylizowalismy filtracyjnie. Z powodu
niestabilnosci roztworu ampicyliny w niskich temperaturach (chtodzenie w lodowce) ¢1,
wszystkie roztwory przygotowywaliSmy i rozcieficzaliSmy w pozywce MH do zadanego

stezenia bezposrednio przed eksperymentem.

Rezazuryna (Sigma-Aldrich, Polska) rozcienczona w pozywce MH w stezeniu 44 pM
postuzyta nam jako indykator zywotnos$ci i metabolizmu komoérek. Aby otrzymywacé state
stezenie rezazuryny w tworzonych kroplach jej roztwdér dodawaliSmy do wszystkich

roztworow wszystkich uzywanych substancji z wyjatkiem zawiesiny bakteryjne;j.
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6.5. Wyznaczanie minimalnego stezenia hamujacego metoda

klasyczna

Do wyznaczenia minimalnego stezenia hamujacego metoda klasyczng uzyliSmy
dziesieciu probdwek: dziewieciu (ponumerowanych) zawierajacych 2 ml pozywki MH z
zawiesing bakteryjng (ok. 5 x 105 CFU mL1) i jednej zawierajacej 4 ml pozywki MH z
bakteriami w tym samym stezZeniu, co w pozostalych oraz antybiotyk o stezeniu 32 mg L-1. Z
niej przetransferowaliSmy 2 mL do probéwki dziewigtej, nastepnie 2 mL z dziewigtej do
6smej. Powtarzajac te procedure siedmiokrotnie otrzymaliSmy w dziesieciu prébdéwkach
roztwory antybiotyku o geometrycznie malejgcym stezeniu w zakresie dwoch rzedéw
wielkos$ci. Minimalne stezenie inhibujace byto najnizszym stezeniem antybiotyku, w ktérym

niezauwazalny byt wzrost bakterii po 20 godzinach inkubacji.
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