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2 Osiagniecie naukowe
2.1 Tytul osiagniecia naukowego

"Mechanika przeptywéw dwufazowych w zaawansowanych laboratoriach
biologiczno-chemicznych w mikroskali."

Powyisze  osiggnigcie  naukowe zostato  udokumentowane w  formie
jednotematycznego cyklu publikacji. Oswiadczenie wspétautoréw  publikacji
wchodzacych w skiad osiggnigcia naukowego i kopie publikacji habilitanta zawarte s3
w Zatacznikach Z-4 i Z-5.

2.2 Lista publikacji przedstawionych jako osiagniecie naukowe

Al. Slawomir Jakiela, Tomasz S. Kaminski, Olgierd Cybulski, Piotr Garstecki,
"Parallel micro-chemostats in an automated droplet microfluidic system",
15th International Conference on Miniaturized Systems for Chemistry and
Life Sciences 2011, MicroTAS 2011, Volume 3, pp. 2083-2085, (2011)
ISBN: 978-161839595-5

A2. Slawomir Jakiela, Sylwia Makulska, Piotr M. Korczyk, Piotr Garstecki,
"Speed of flow of individual droplets in microfluidic channels as a function of
the capillary number, volume of droplets and contrast of viscosities",

Lab on a Chip, vol. 11, pp. 3603-3608, (2011),
Impact Factor: 5.670, MNiSW: 32, liczba cytowan: 20

A3. Slawomir Jakiela, Piotr M. Korczyk, Sylwia Makulska, Olgierd Cybulski, Piotr
Garstecki,
"Discontinuous transition in a laminar fluid flow: a change of flow topology
inside a droplet moving in a micron-size channel",
Physical Review letters, vol. 108, pp. 134501, (2012),
Impact Factor: 7.943, MNiSW: 45, liczba cytowan: 12

A4. Sylwia Makulska, Slawomir Jakiela, Piotr Garstecki,
"A micro-rheological method for determination of blood type",
Lab on a Chip, vol. 13, pp. 2796-2801, (2013),
Impact Factor: 5.748, MNiSW: 40, liczba cytowan: 6

AS. Slawomir Jakiela, Tomasz S. Kaminski, Olgierd Cybulski, Douglas B. Weibel,
Piotr Garstecki,
"Bacterial growth and adaptation in microdroplet chemostats”,
Angewandte Chemie International Edition, vol. 52, pp. 8908-8911, (2013),
Impact Factor: 11.336, MNiSW: 45, liczba cytowan: 24
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A6. Slawomir Jakiela,

"Measurement of the hydrodynamic resistance of microdroplets",
Lab on a Chip, vol. 16, pp. 3695-3699, (2016),
Impact Factor: 5.586, MNiSW: 40, liczba cytowan: 0

2.3 Opis osiagniecia naukowego

2.3.1 Wstep

Przewodnim tematem moich badan w ostatnich latach byty, i s3 nadal, ztozone
laboratoria mikroprzeptywowe wykorzystywane do badarn w mikroskali. Jednak by mdc
skutecznie tworzy¢ takie laboratoria i je automatyzowac potrzebne jest zrozumienie praw
mechaniki opisujacych ruch dwdch niemieszajacych sie faz. Tutaj skupie sie tylko na wycinku
mojej dotychczasowej pracy naukowej, zawartej w szesciu publikacjach, ktére opisujg sposob
poznania funkcji rzadzacych przeptywem w mikrokropli, a potrzebnych do skonstruowania
ztozonego eksperymentu majgcego na celu badanie nabywania odpornosci przez bakterie na
antybiotyki.

Natura, z punktu widzenia fizyka, jest leniwa - dazy do réwnowagowych standw,
w lokalnych minimach energetycznych. Dotyczy to rowniez kropel, ktdre jesli zostang
wytworzone, czy to na zasadzie kondensacji, czy w uktadzie dwufazowym bedg
minimalizowaty swojg powierzchnie. W niemieszajacych sie uktadach dwufazowych
formowanie kropli odbywac sie moze w ztaczu typu T - kanaty krzyzujg sie zgodnie
z ksztattem litery T. Wprowadzajgc w takim ztgczu, np. olej i wode, do odpowiednio dwdch
réznych koncoéw krzyzujacych sie kanatéw i uruchamiajac przeptywy, otrzymamy krople wody
ptyngce w oleju (Okushima et al. 2004; Garstecki et al. 2006; Clegg et al. 2016). Opis
tworzenia sie uporzadkowanego ruchu fazy rozproszonej w fazie ciggtej moina znaleié
w publikacjach Thorsen et al. 2001, Anna et al. 2003. Wynika z nich, ze wielko$¢ otrzymanej
kropli zalezy przede wszystkim od stosunku przeptywdéw obu faz, a takze od ich lepkosci
i miedzyfazowego napiecia powierzchniowego. Jednak mechanizm, ktdry ttumaczy zjawisko
tworzenia kropli w ztaczu typu T - urywania sie fazy rozproszonej spowodowane przez faze
ciggta przy laminarnych przeptywach obu cieczy - zostat podany kilka lat pézniej (Garstecki et
al. 2006). Z punku widzenia uzytkownika, wazne jest by zada¢ odpowiednie przeptywy w obu
cieczach, tak by tworzace sie krople byly jak najbardziej powtarzalne - by otrzymac
monodyspersyjny rozktad objetosci kropel (Okushima et al. 2004; Tan et al. 2006; Chu et al.
2007). Wazne jest réwniez, by w trakcie ruchu fazy wodnej nie wystgpowat efekt zwilzania
écian kanatu (de Gennes et al. 2004) - mozna to osiggna¢ poprzez odpowiedni dobdr
materiatu, w ktérym wykonujemy uktad mikroprzeptywowy, a takze za pomoca chemicznej
modyfikacji powierzchni mikrokanatu (Jankowski et al. 2011).

Krople w uktadach mikroprzeptywowych przyjmuja objetosci od pL (pikolitréw) do
uL (mikrolitréw), a ich rozmiary i wielkosci giéwnie zalezg od ksztaftu przekroju
poprzecznego i wymiaréw kanatu przeptywowego (Theberge et al. 2010; Pompano et al.
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2011). Tak mate krople wykorzystuje sie jako pojedyncze bioreaktory, w ktérych w sposéb
scisle kontrolowany mozna przeprowadza¢ eksperymenty chemiczne, czy biologiczne.
Zaletami wykorzystania takiego bioreaktora w mikroprzeptywie sg przede wszystkim mate
objetosci substratow biorgcych udziat w reakcji oraz szybkie i efektywne mieszanie wewnatrz
kropli, w ktérej w trakcie ruchu tworza sie wiry. Wykorzystujac te zalety oraz pamietajac, ze
wigkszos¢ protokotéw wykonywanych podczas analiz i syntez chemicznych oparta jest na
ptynnych substratach, a kropla jako bioreaktor, dla wspomnianych proceséw, wydaje sie byé
idealnym narzedziem (Murthy et al. 2002; Hansen and Quake 2003; Li 2005; Churski
et al. 2010 - B6; Dolega et al. 2012 - B8; Jakiela et al. 2013 - A6; Czekalska et al. 2015 - B15).

Odczyt informacji o przemianach zachodzgcych w kropli poruszajgcej sie wewnatrz
mikrokanatu mozna zrealizowac na zasadzie pomiaru absorbancji (Jakiela et al. 2013 - A6),
a takze fluorescencji (Ryu et al. 2011). Pomimo krétkiej drogi optycznej - pomiaru dokonuje
sie zwykle w poprzek kanatu - wspomniane techniki znakomicie sie sprawdzajg. Metoda
fluorescencyjna umozliwia nawet obserwacje odpowiednio zmodyfikowanych pojedynczych
komorek, ktére putapkuje sie w mikrokroplach (Debs et al. 2012; Mazutis et al. 2013).

Na kroplach wykonuje sie szereg operacji, poczagwszy od ich wytworzenia, poprzez
taczenie, dzielenie, sortowanie, na odczycie informacji koriczac (Churski et al. 2010 - B6;
Theberge et al. 2010; Pompano et al. 2011; Abate et al. 2011; Jakiela et al. 2013 - A6;
Kaminski et al. 2016). Komplikacja protokotéw analiz i syntez chemicznych oraz biologicznych
wymaga petnej kontroli nad kazdg mikrokroplg. Z pomoca przychodzi automatyzacja
przeptywow, ktéra sprowadza sie do uruchamiania i zamykania przeptywéw réznych faz, tak
by osiagnaé¢ iadany efekt. Przyktadowo, wygenerowanie kropli o okreslonej dtugosci
w zautomatyzowanym ukfadzie mikroprzeptywowym na ziaczu typu T, wymaga trzech
krokéw: i) zablokowania przeptywu fazy cigglej - zamykamy zawodr, ktéry steruje jej
przeptywem, ii) otwarcia przeptywu fazy wodnej - do gtéwnego kanatu wptywa czoto fazy
wodnej - otwieramy zawoér, ktéry steruje jej przeptywem, iii) zablokowania przeptywu fazy
wodnej, a otwarcia przeptywu fazy ciagtej - w kanale urywamy krople, ktérej dtugosé
(objeto$€) zalezy od czasu trwania punktu ii (Churski et al. 2010; Jakiela et al. 2014 - B14).

Automatyzacja przysparza jednak trudnosci. Wyobrazmy sobie, ze w sieci kanatéw
chcemy szybko potaczyé dwie krople o réinej objetosci, ktére poruszajg sie w kanatach
o réznych przekrojach poprzecznych. Sytuacja bytaby prosta, gdyby obie krople poruszaty sie
z tymi samymi predko$ciami. Niestety maja rézne predkosci, a ich szybkos$¢ poruszania sig
zalezy od parametréw fizyczno-chemicznych i mechanicznych, takich jak lepkos¢, dtugosé,
obecnoéé¢ surfaktantu, geometria kanatu czy wielko$¢ liczby kapilarnej. Oczywiscie mozna
umieéci¢ dodatkowe czujniki, ktére beda kontrolowaty taczenie sie mikroreaktoréw. Nie jest
to jednak rozwigzanie szybkie, nie tylko z powodu braku miejsca na wszystkie czujniki
w uktadzie mikroprzeptywowym, ale takie ze wzgledu na inercje plynu i wzrost
prawdopodobieristwa kontaktu kropli ze $ciang mikrokanatu, co skutkowac bedzie
zakazeniem krzyzowym pomiedzy kroplami. Dlatego wymagane jest poznanie zaleznosci
fizycznych i mechanicznych, ktére maja wptyw na szybko$¢ poruszania sig kropli, tak by
niewielka liczbg czujnikéw moéc sterowaé w sposéb ptynny wszystkimi operacjami
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w zminiaturyzowanych uktadach laboratoryjnych. Zagadnienie to zostanie opisane ponizej
W prezentowanym osiggnieciu naukowym.

2.3.2 Mikrochemostat kropelkowy (dot. A1)

Klasyczny chemostat w mikrobiologii (Novick and Szilard 1950) zapewnia statg
wymiang medium (pozywka wraz z kolonia bakterii wyptywa z uktadu, a wptywa Swieza
pozywka), tak by zachowac statg liczebnos¢ hodowanej populacji mikroorganizméw. W ten
sposéb mozna bada¢ wplyw zmiennego $rodowiska chemicznego na bakterie, drozdze, czy
algi (Chait et al. 2007). Istotnym problemem w takich hodowlach jest pojawiajacy sie biofilm
i koszt odczynnikéw, jakie trzeba zuzyé w doswiadczeniu. Przyjmujac zatozenia chemostatu
klasycznego, zbudowatem uktad eksperymentalny, ktéry w mikrokropli - bioreaktorze
umozliwiat hodowlg mikroorganizméw z kontrolowang (w pewnym zakresie) liczebnoscig
kolonii.

Zaproponowane przez ze mnie rozwigzanie nie zapewniato statej liczebnosci
populaciji, ale umozliwiato wymiany chemostatowe, tzn. czeé¢ kropli zawierajacej bakterie
byta zabierana, a na to miejsce podawano swieza pozywke. Powodowato to rozwoj
drobnoustrojéw w okreslonym rezimie liczebnosci.

Doswiadczenie polegalo na wygenerowaniu okreslonej liczby mikrokropel
zawierajacych: poczatkowa kolonie bakterii Escherica Coli, pozywke umozliwiajaca wzrost
bakteriom i zadane stezenia antybiotyku (réznigce si¢ pomiedzy kroplami), a nastepnie
poddaniu tak wygenerowanego ciggu kropel (tzw. pociggu) obrébce automatycznej. Na
kroplach przeprowadzano nastepujace operacje: i) odczyt gestosci optycznej za pomocy
spektrofotometru (na zasadzie pomiaru absorbancji wzdtui kanatu) - odczyt przebiegat
w jednym miejscu uktadu mikroprzeptywowego, a kazda kropla byta skanowana co minute,
ii) podziat objetosci kropli w réznych stosunkach - cze$¢ kropli usuwano z uktadu
mikroprzeptywowego, a druga pozostawata do dalszych badan, iii) taczenie - na miejsce
zabranej czeéci kropli dotaczono krople zawierajacq $wieig pozywke, badz pozywke
z antybiotykiem, tak by koricowa objetos¢ byta stata w czasie catego eksperymentu (rys.1).

W pracy Al przedstawitem wyniki pozwalajace stwierdzi¢, ze takie rozwigzanie dziata
poprawnie - poziom liczebnosci bakterii mozna zmieniac sterujgc wymieniang objetoscia
kropli. Ponadto wykazatem, ze z duz3 doktadnoscia mozna w takim ukfadzie utrzyma¢, badz
zmieniac stezenie antybiotyku w zaprogramowany sposéb.

Dziatajgcy ukfad eksperymentalny generowat jednak btedy: krople nie dzielity sie
zawsze tak jak to zostato zaplanowane, a podczas diugich czaséw inkubacji nastepowato ich
taczenie. Uniemozliwiatlo to dziatanie ukfadu eksperymentalnego bez operatora, ktdry
w razie koniecznosci przerywat wykonanie programu i wprowadzat "recznie” zmiany.
Powodem tego stanu, nie byt zly algorytm, ale brak petnej wiedzy o tym, jak zalezy predkos¢
poruszania si¢ kropli od jej lepkosci (ktéra w trakcie eksperymentu ulegata zmianie ze
wzgledu na wzrost kolonii bakterii oraz zmienianie stgzenia antybiotyku) i od szybkosci

przeptywu fazy ciggtej.
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Rysunek 1) Schemat dziatania uktadu do analizy uodparniania sig bakterii tzw. chemostat kropelkowy. a) Generacja
pociagu kropel. b) Inkubacja i odczyt gestoéci optycznej - pozwalamy populacji bakterii osiaggna¢ zadang wielko$¢.
¢) Podziat kropli na dwie sktadowe: jedna usuwamy z uktadu, a druga pozostawiamy do dalszych badan i dopetniamy ja
do zadanej objetoéci $wieia pozywka, badi pozywka z antybiotykiem. Zrédio Al.

2.3.3 Mobilnoé¢ kropli w kanale mikroprzepltywowym o przekroju
kwadratowym (opis A2)

Mobilnoéé kropli (B) to stosunek predkosci kropli poruszajacej sie w kanale do
$redniej wartoéci predkosci oleju. W celu wyznaczenia tej wielkosci zaproponowatem
technike pomiarowa A2 oparta na obserwacji prostego kanatu za pomocg kamery liniowej
pracujgcej z szybkoscia 70 tys. obrazéw na sekunde. Caly system, oprogramowatem
w LabView, by méc analizowaé wyniki w czasie rzeczywistym. Uktad eksperymentalny
umieécitem w termostatowanym pojemniku. Pojedyncza kropla poruszata sie w kanale
o przekroju kwadratowym i generowana byta przy wykorzystaniu techniki kropli na zadanie
(DOD - droplet on demand).

Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw pokazujg, ze mobilnos¢ kropli jest ztozong
funkcja szybkoéci poruszania sig fazy ciggtej (czyli zalezy od liczby kapilarnej’ - Ca), dtugoéci
kropli w kanale (1), oraz stosunku lepkosci kropli do lepkosci oleju. Gdy faza rozproszona ma
lepkoé¢ mniejsza od fazy ciagtej (tutaj: heksadekan u,~3cP), mate krople, ktérych dtugosc
jest poréwnywalna z szerokoscig kanatu, poruszajg si¢ znacznie szybciej niz $rednia predkos¢
oleju. Nastepnie wraz ze wzrostem dtugosci kropli jej mobilnos¢ osigga minimum. Dla
dalszego wzrostu dtugosci fazy wodnej obserwowatem asymptotyczne dazenie mobilnosci
kropli do jednosci. Minimum wystepujace dla matych liczb kapilarnych (wolny przeptyw) jest

! liczbe kapilarng definiujemy jako stosunek sit lepkosciowych do sit kapilarnych i wyrazamy wzorem
Ca = uv/y, gdzie u - to lepko$¢ dynamiczna, v - charakterystyczna predkosc przeptywu, a y - to miedzyfazowe
napiecie powierzchniowe pomiedzy ptynacymi fazami (badZ migdzy ciecza i gazem dla przeptywu

jednofazowego)
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waskie, i staje sie coraz ptytsze wraz ze wzrostem przeptywu oleju. Nastepnie dla wartosci
Ca = 8.1 » 10~* staje sie niewidoczne - mobilno$¢ kropli maleje hiperbolicznie do jednoci.
Dalszy wzrost liczby kapilarnej powoduje ponowne pojawienie sie minimum mobilnosci
kropli, ktére nastepnie zanika wraz z dalszym wzrostem liczby kapilarnej - Rys. 2.
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Rysunek 2) Wykres zaleznoéci mobilnosci kropli (woda destylowana py~ 1cP) od jej diugosci dla réinych liczb

kapilarnych. Wykres gérny przedstawia funkcje mobilnosci dla liczb kapilarnych mniejszych badi réwnych 8.1 * 1074,

z kolei wykres dolny przedstawia mobilno$é kropli dla liczb kapilarnych wigkszych od 8.1 % 10~*. Dlugoéé kropli

I wyrazono jako wielokrotno$¢ szerokosci kanatu - w. Przeplyw odbywat sie w prostym kanale o przekroju
kwadratowym: 360 um x 360 um, a faza ciagta byt heksadekan. Zrédto A3.

Interesujacy wynik otrzymatem dla lepkosci kropli rownej lepkosci oleju. Funkcja
pokazujaca zalezno$¢ mobilnosci kropli od jej diugosci posiada minimum i maksimum,
odpowiednio dla 3.5 i 12 dtugosci szerokosci kanatu (w). Zakfada sie, ze mate krople
poruszajg sie szybciej niz dtugie krople, co w ogdlnosci jest prawda. Jednak jak wykazaty
badania, w przypadku takich samych lepkosci faz olejowej i wodnej, dtuga kropla poruszajgca
sie w kanale moze dogonic¢ krotszg - rys. 3.
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Rysunek 3) a) Wykres zaleznosci mobilnosci kropli (mieszanina wody destylowanej i gliceryny p,~ 3 cP) od jej dtugosci
dla czterech liczb kapilarnych z przedziatu od 10~* — 101, Przeplyw odbywat sie¢ w prostym kanale o przekroju
kwadratowym: 360 um x 360 um, a faza ciagla byt heksadekan (u,~ 3 cP). b) i c) Przedstawiaja klatki z filmu, na
ktérym poruszajq sie krople o zadanej dtugoéci (dtugoéé kropli wskazana na wykresie kolorowymi strzatkami). Skala czasu
na trzech ujeciach w b) i c) biegnie w dét, a kierunek przeptywu fazy cigglej skierowany jest na prawo. b) Mata kropla
l = 1, 5w dogania duza krople [ = 17w. c) Duza kropla [ = 12w dogania mniejsza krople 3.5w. Zrédto A2.

2.3.4 Topologia wiréw wewnatrz kropli (opis A3)

W zwigzku ze zmiang potozenia minimum funkcji mobilnosci kropli wraz ze zmiang jej
dtugosci dla réznych wartosci liczby kapilarnej zaprojektowatem eksperyment, ktéry miat
odpowiedzie¢ na pytanie, co moze by¢ przyczyng tak przebiegajacego zjawiska. W celu
uzyskania odpowiedzi wykorzystatem technike obrazowania matych poruszajgcych sie
czastek (z ang. PIV - Particle Image Velocimetry) zawieszonych wewngatrz kropli,
a wzbudzanych do swiecenia $wiattem emitowanym przez diode LED. Ustawiajgc gtebie
ostrosci mikroskopu na roznych gtebokosciach wewnatrz kropli wyznaczylem topologie
wirbw w jej wnetrzu. Zaobserwowatem dwa obszary, w ktérych dla liczb kapilarnych
mniejszych od Ca = 8.1 * 10™* wiry uktadaty sie wzdtuz kropli, analogicznie jak zauwazyt
Kinoshita et al. 2007. Na wykresie zaleznosci mobilnosci kropli od jej dtugosci, tej topologii
odpowiada waskie minimum - rys.4 (gérne wykresy i obrazy). Po przekroczeniu wartosci
liczby kapilarnej Ca = 8.1 * 10™* pojawiata sie inna topologia wiréw - zblizona do najczesciej
spotykanych w literaturze (Lindken et al. 2009; Baroud et al. 2010) - centralny wir i dwa duzo
mniejsze: jeden z przodu, a drugi z tytu kropli. Na wykresie mobilnosci kropli od jej dtugosci,
dla tej konfiguracji wiréw, widoczne jest wowczas szerokie i ptaskie minimum - rys.4 (dolne
wykresy i obrazy).

Dalsze badania nad zmiang topologii wykazaty, ze opisany efekt wystepuje dla
lepkosci kropel mniejszych od lepkosci oleju. Dla kropel, dla ktérych lepkos¢ jest taka sama,
badZ wieksza od lepkosci oleju nie obserwujemy juz tego zjawiska.

Zaobserwowane przeze mnie zjawisko zostato ostatnio potwierdzone w pracy Hein et
al. 2015.

10

& 71/“’(\



dr Stawomir Jakieta Whiosek o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego

a) 1.04 : T —o—15%10° e 58410° > 81*101
102

21,00 4
0984 o
0964
] e 95510 o 21510 v 10°10° & 11on0
1.02-

@ 1.00] m ;,Mﬂymésiﬂ ]
0.98 - o 08 ]
0.96 4 .

0 2 14

l( w ]
Rysunek 4) a) Zalezno$¢ mobilnosci kropli od jej dtugosci dla réinych wartosci liczb kapilarnych. b) Topologia rozktadu
pola predkosci w przekroju poprzecznym $rodka kropli - kropka obrazuje wektor predkosci skierowany do ogladajacego
wykres, z kolei krzyzyk obrazuje wektor predkosci o zwrocie przeciwnym. c) Topologa rozkiadu pola predkosci wzdtuz
$rodka kropli - kolor czerwony jest toisamy z polem predkosci skierowanym zgodnie z przeptywem oleju, z kolei kolor
niebieski obrazuje przeptyw skierowany przeciwnie do przeptywu oleju. d) Grafika przedstawia schematycznie rozklad
cyrkulacji wzdtuz $rodka kropli i jest tozsama z c). Zrédio A3.

2.3.5 Zastosowanie wiréw do wykrywania aglutynacji (opis A4)

Znajomos¢ topologii wiréw wskazata na mozliwosé separacji materiatu zawartego
wewnatrz kropli (dla kanatéw o przekroju kwadratowym). Okazato sie, ze wykorzystanie
pierwszej topologii rozktadu wiréw dla kropli poruszajace;j sie z liczbg kapilarng mniejsza od
Ca = 8.1 * 10~* powodowato, ze duze czastki zawarte wewnatrz kropli nie bylty w stanie
nadazy¢ za polem predkosci cieczy i byty spychane na koniec kropli - rys.5. Dla wiekszych
liczb kapilarnych obserwowane zjawisko nie byto juz tak efektywne, by mdc je ocenic
wizualnie.

W pracy A3 wykorzystatem topologie rozktadu wiréw do oznaczania grup krwi. tgczac
krople petnej krwi z kroplg zawierajacq odpowiednie przeciwciata: Anty-A lub
Anty-B albo Anty-D (przeciwciato wykrywajace czynnik Rh) pozwalatem potgczonej kropli
ptyngé¢ swobodnie wzdtuz kanatu przy zadanej liczbie kapilarnej. Jesli we krwi wystapity
odpowiednie antygeny, to wowczas, na zasadzie reakcji typu klucz-zamek, nastepowato
potaczenie sie przeciwciata z antygenem i krwinki czerwone tworzyty aglomeraty -
aglutynowaty. Efekt ten byt widoczny w kropli skutkiem wytrgcanie si¢ gruboziarnistego
osadu sktadajacego sie z polepionych czerwonych krwinek gromadzacych sie na koricu kropli
- rys.5. Do tej pory udato sie t3 metodq potwierdzi¢ grupe krwi dla kilkudziesigciu dawcow.
Badania prowadzone byty na zlecenie firmy zewnetrznej zainteresowanej wdrozeniem
przedstawionej metody.

Opisane zjawisko separacji materiatu wewnatrz kropli skutkiem wystepowania wiréw
zostato potwierdzone niezaleznie przez Hein et al. 2015.
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Rysunek 5) Fotografia mikrokanatu zawierajgcego dwie krople. W obu kroplach jest potaczona petna krew (osocze
+ krwinki czerwone) z odczynnikiem Anty-D. W kropli po lewej stronie widzimy zajécie zjawiska aglutynacji - obecny
antygen D na powierzchni krwinek czerwonych - krew RH+, z kolei po prawej stronie widzimy krople o jednorodnej
barwie - brak antygenu D na krwinkach czerwonych - krew RH-.

2.3.6 Uklad mikroprzeplywowy do badania uzyskiwania odpornosci przez
bakterie na antybiotyki - chemostat kropelkowy (opis AS)

Wyznaczone eksperymentalnie zaleznosci mobilnosci kropli od jej dtugosci, lepkosci
i wartosci liczby kapilarnej dla kanatu o przekroju kwadratowym, pozwolity na dopracowanie
algorytmu tzw. chemostatu kropelkowego. W programie sterujgcym pracg systemu dodatem
dodatkowe wiezy odnoszace sie do zmiany predkosci poruszania sie¢ mikroreaktora
w uktadzie przeptywowym. Dynamika poruszania sie kropli okazata sie by¢ skorelowana
zaréwno ze wzrostem kolonii drobnoustrojow, jak i ze zmiang stezenia antybiotyku - byto to
spowodowane przez zmiane lepkosci fazy wodnej.
Zmodyfikowany eksperyment umozliwit dtugotrwatg hodowle bakterii w kroplach (do
50 godzin). Dzieki temu mozna byto obserwowac szybkos¢ wzrostu drobnoustrojéw
w zaleznosci od zadanego stezenia antybiotyku. Wyniki otrzymane podczas badan, w ktérych
kolonie bakterii utrzymywane byty w srodowisku o statym stezeniu antybiotyku i cyklicznie
nastepowata podmiana potowy objetosci mikroreaktora, wskazujg, ze:
e po podaniu antybiotyku (chloramfenikolu) do rozwinietej kolonii bakterii jej szybko$¢
wzrostu malata,
e cykliczne zmiany potowy objetosci pozwalaty utrzymac wielkos¢ populacji bakterii
w statym przedziale - stworzony algorytm nie dopuszczat do wymycia bakterii z kropli,
jak i nie pozwalat na jej duzy wzrost,
e szybkoé¢ wzrostu bakterii rosta w czasie do poziomu jaki obserwowatem przed
podaniem antybiotyku
e dynamika uzyskiwania odpornosci przez drobnoustroje zalezy od zastosowanego
stezenia antybiotyku (rys. 6).

Gl Ja N
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Rysunek 6) a) Wykres przedstawia zmiang OD dla hodowli bakterii (tozsamq z wielkoscig populacji), ktére namnazano
w $rodowisku o regulowanym stezeniu chloramfenikolu. Na wykresie pokazano steienia antybiotyku (stupki), ktéry
zaaplikowano kolonii bakterii w chemostacie kropelkowym. b) Wykres przedstawia usredniong (dla 10 kropel) zmiane
0D w kroplach zawierajgcych 0.25 ug/ml chloramfenikolu. Widoczny jest powrét kolonii do pierwotnej liczebnosci po
okoto 23 godzinach. c) Wykres przedstawia usredniong (dla 10 kropel) zmiane OD w kroplach zawierajacych 0.55 pg/ml
chloramfenikolu. Widoczny jest powrét kolonii do pierwotnej liczebnoéci po okoto 40 godzinach. d) Wykres przedstawia
usredniong (dla 10 kropel) zmiang OD w kroplach zawierajacych 1.1 ug/ml chloramfenikolu. Nie zaobserwowano
ponownego wzrostu populacji drobnoustrojéw.

Znajomo$¢ funkcji zmian mobilnodci  kropli od jej dtugosci, lepkosci
i liczby kapilarnej pozwolita znaczaco wydtuzy¢ czas prowadzenia eksperymentu - do
50 godzin. Jednak z uptywem czasu, niektdre krople zblizaty sie do siebie, by w rezultacie
potaczy¢ sie. Proces nie byt szybki, jednak uniemozliwiat przeprowadzenie eksperymentéw

trwajacych diuzej niz dwie doby.
2.3.7 Pomiar oporu hydrodynamicznego kropli (opis A6)

Reakcje, ktére zachodzg w kroplach poruszajacych sie w sieci kanatéw
mikroprzeptywowych, moga powodowaé zmiane wtasciwosci reologicznych tworzacej jej
cieczy. Najczesciej powodem jest zmiana lepkosci i miedzyfazowego napigcia
powierzchniowego. Réwniez rozwdj mikroorganizméw w kropli powoduje zauwazalng
zmiane wiasciwosci reologicznych, ktérg mozemy utozsamiac ze zmiang jej lepkosci. Kropla,
ktéra zmienia swoja lepkos$¢ poruszajac sie w sieci kanatéw zmienia réwniez swéj dodany do
uktadu opdér hydrodynamiczny. Jezeli jest to jedna kropla to wystepujacy efekt jest
niezauwazalny w rozbudowanym ukfadzie. Jednak gdy jest ich wiecej - sto, tysigc - to
przyczynek wprowadzony do oporu hydrodynamicznego uktadu przez kazdg krople powinien
by¢ proporcjonalny do ich liczcby w tzw. pociggu kropelkowym. Zmiana oporu
hydrodynamicznego pocigga za sobg zmiane przeptywu fazy ciagtej, zwtaszcza gdy przeptyw
jest wywotany statg rdéznicg cisnien.

Wspomniany efekt zostat przeze mnie zauwazony i powodowat znaczne trudnosci
w projektowaniu ukfadu chemostatowego - Al, AS. Zmiany lepkosci kropel mozna byfo
zauwazy¢ podczas obserwacji rozwoju kolonii mikroorganizméw. Skutkowato to btedami

A iy
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w algorytmie stosowanym do sterowania eksperymentem - dochodzito do kolizji elementéw
fazy rozproszonej. Byt to jeden z giéwnych powodéw, dla ktérych eksperyment opisany
w pracy A5 nie mogt trwac diuzej niz 50 godzin. Dlatego aby przezwyciezy¢ te ograniczenia
i bada¢ dtugotrwaty wptyw srodowiska antybiotykowego na bakterie, zaczatem bada¢ od
czego zalezy i jak zmienia sie opor hydrodynamiczny kropli - praca A6.

Zaproponowatem pomiar, ktéry byt oparty na precyzyjnym pomiarze przeptywu
kropli referencyjnej umieszczonej w kanale o przekroju okraglym w chipie (tzw.
referencyjnym) - rys. 7a. Kalibrujac uktad wyznaczytem jak zalezy szybkos$é¢ przeptywu oleju
od predkosci liniowej kropli referencyjnej - rys. 7d i 7e. Nastepnie chip referencyjny
potaczytem z chipem pomiarowym, w ktérym generowano badane krople, ktérych opér byt
wyznaczany. Caly pomiar sprowadzat si¢ do wyznaczenia czasu przeptywu kropli
referencyjnej pomiedzy dwoma czujnikami kolejno dla dwéch przypadkéw: i) najpierw gdy
w uktadzie poruszata si¢ sama kropla referencyjna - rys. 7b, a nastepnie ii) gdy w uktadzie
wraz z kropla referencyjng poruszata sie kropla (badz krople), ktérej opdr hydrodynamiczny
byt wyznaczany - rys. 7c. Poréwnujagc oba czasy bylem wstanie wyznaczyé opér
hydrodynamiczny badanej kropli.

Caty uktad pomiarowy wymagat precyzyjnej stabilizacji temperaturowej (wystepuje
istotna zalezno$¢ lepkosci od temperatury). W tym celu wykonatem stabilizacje
temperaturowg catego ukiadu: chipu referencyjnego, chipu pomiarowego, zaworéw
sterujacych przeptywem, jak i pojemnikéw zawierajacych fazy wodng i olejows.

Omawiana metoda, pozwalata na wykazanie tego, ze op6r hydrodynamiczny kropli
(woda destylowana) jest najwiekszy dla jej dtugosci z przedziatu 3-4 szerokosci kanatu (dla
kanatu o przekroju kwadratowym 360 pum x 360 um) i maleje ze wzrostem liczby kapilarnej.
Dla mniejszych i wiekszych kropel od wspomnianej ich dtugosci - na prawo i lewo od
ekstremum - opdr hydrodynamiczny jest mniejszy. Ponadto wykazatem, ze krople, ktére
poruszajg sie w pociggu kropelkowym, moga oddziatywa¢ na siebie powodujac to, ze opér
pociggu jest wiekszy, badZ mniejszy, niz by to wynikato ze zwykiej sumy arytmetycznej
oporéw stawianych przez pojedyncza krople. Spowodowane jest to prawdopodobnie przez
wiry, ktére s3 obecne w fazie cigglej pomiedzy elementami fazy rozproszonej (Labrot
et al. 2009; Baroud et al. 2010). Wykazatem, ze dla matych kropel | = 1w (poréwnywalnych
z szerokoscig kanatu), dla odlegtosci pomiedzy nimi mniejszej od 3w, opér hydrodynamiczny
pociggu maleje, a z kolei dla dtugich kropel I = 10w i dla odlegtosci pomiedzy nimi mniejszej
niz 10w, opor pociggu rosnie. W obu przypadkach gdy odlegtosci pomiedzy kroplami byty
wigksze od 10w nie obserwowatem zmian oporu hydrodynamicznego pociagu - byt réwny
sumie arytmetycznej oporéw wszystkich kropel.
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Rysunek 7) Schemat dziatania algorytmu do wyznaczania oporu hydrodynamicznego kropli. a) Uktad eksperymentalny
z zaznaczonymi zbiornikami na fazy wodng i olejowa, zaworami oraz chipami. b) Schemat uktadu wykorzystywanego do
kalibracji kropli referencyjnej poruszajgcej si¢ w chipie referencyjnym c) Schemat uktadu pomiarowego, dzigki ktéremu
wyznaczamy opér kropli poruszajacej si¢ w chipie pomiarowym. d) Funkcja mobilnosci kropli referencyjnej od liczby
kapilarnej. e) Funkcja $redniej predko$ci oleju od predkoéci liniowej kropli  referencyjnej.
f) Wynik eksperymentalny obrazujacy zalezno$¢ zmian oporu hydrodynamicznego kropli od jej dtugosci i liczby kapilarnej.

2.3.8 Gléwne osiagniecia prowadzonych badan:

e stworzenie ultra-precyzyjnej metody pomiaru oporu hydrodynamicznego kropli
w przeptywie,

e wykazanie, ze istnieje maksimum oporu hydrodynamicznego ruchu kropli
w zaleznosci od jej dtugosci (objetosci) w kanale mikroprzeptywowym,

e wykazanie, ze istnieja oddziatywania pomiedzy kroplami poruszajgcymi sie w tzw.
pociggu kropelkowym,

e wykazanie zmiennosci mobilnosci mikrokropli w zaleznosci od jej dtugosci, lepkosci
i szybkosci przeptywu w kanale o przekroju kwadratowym,

e zaobserwowanie zjawiska zmiany topologii rozktadu wiréw wewnatrz kropli wraz ze
wzrostem liczby kapilarnej,

e wykorzystanie znajomosci topologii wiréw w kropli do wykrywania aglutynacji
czerwonych krwinek,

e wykorzystanie znajomosci krzywych mobilnosci kropel do budowania
zaawansowanych zautomatyzowanych uktadéw mikroprzeptywowych.
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3 Omowienie pozostalych osiagnieé¢ naukowo - badawczych

3.1 Tematyka badan bedacych przedmiotem mojego zainteresowania
przed uzyskaniem stopnia doktora

Przed obrong pracy doktorskiej zajmowatem sie zagadnieniami zwigzanymi
z niszczeniem drewna, kamienia oraz cementu, w wyniku zmian mikroklimatu. Do badania
wykorzystywatem nieinwazyjng metode badawcza opartg na zjawisku emisji akustycznej.
Wykazatem, miedzy innymi, ze natychmiastowa zmiana wilgotnosci wzglednej o 30% jest
w stanie spowodowac trwate zniszczenia wewnatrz struktury drewnianej - owocem tej pracy
sa cztery publikacje B1%, B3, C1 i C2. Stworzytem réwniez model numeryczny, by wyjaséni¢ za
jego pomocg wykonane eksperymenty. Efektem obliczen jest jedna publikacja B2. Catos¢
tych prac stanowita moja dysertacje.

W trakcie trwania doktoratu bylem wykonawcg w dwoéch duzych grantach
europejskich: NOAH'S ARK i SENSORGAN. Pierwszy projekt miat na celu wykazanie jak bedzie
postepowaé degradacja drewna, kamienia i cementu dla réznych scenariuszy klimatycznych.
W projekcie stworzytem model naprezen oparty o réwnania mechaniki oraz dyfuzje. Wyniki
tych prac mozna odnalez¢ w publikacji C3. Z kolei projekt SENSORGAN miat na celu badanie
zabytkowych organéw koscielnych. Obiektem referencyjnym byty dla nas organy znajdujace
w olkuskiej farze. W trakcie trwania projektu bytem odpowiedzialny za montaz urzadzen do
pomiaru emisji akustycznej i kilkumiesigczny monitoring sygnatu. Otrzymane wyniki stanowig
podstawe dwéch publikacji: C5 i C6.

3.2 Tematyka badan bedacych przedmiotem mojego zainteresowania po
uzyskaniu stopnia doktora

Po obronie pracy doktorskiej wyjechatem na roczny staz podoktorski na Uniwersytet
Londyriski, do grupy dr Marianne Odlyha, znajdujacego si¢ w Birkbeck College. W trakcie
pobytu za granica badatem wptyw kwaséw organicznych wydzielajacych sig¢ w gablotach
muzealnych, na zawarte wewnatrz eksponaty: stare monety, obrazy, ptétna. Byt to temat
grantu PROPAINT realizowany przez Birkbeck College. W tym celu zbudowatem urzadzenie
oparte na pomiarze zmiany masy adsorbujacej si¢ na krysztatach piezoelektrycznych, czyli
tzw. mikrowage piezoelektryczng. Urzgdzenie wykorzystywato fakt zmiany czestotliwosci
wiasnej piezoelektryka spowodowang przez zwigkszenie sie masy zgromadzonej na
oktadkach kwarcu. Wstepnie na kwarc napylatem otéw, ktéry ulegat utlenieniu, a nastgpnie
wchodzit w reakcje z kwasami organicznymi, takimi jak kwas mréowkowy, czy octowy. Wyniki
uzyskane podczas badan zostaly opublikowane w pigciu artykutach w czasopismach
naukowych: B4, C5, C6, C8 i C11.

Po powrocie z Londynu czesciowo kontynuowatem badania metodg emisji
akustycznej w Instytucie Katalizy i Fizykochemii Powierzchni PAN w Krakowie. W roku 2009

? publikacje oznaczone przez Bxx (z listy filadelfijskiej) i Cxx (spoza listy filadelfijskiej) odnoszq sig do zatacznika
numer 3.
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wygratem ogtoszony przez prof. Piotra Garsteckiego konkurs na stanowisko postdoca
w ramach grantu TEAM Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej. Po przeprowadzce do Warszawy,
zaczatem zajmowac sig badaniami ruchu fazy rozproszonej w uktadach mikroprzeptywowych,
w Instytucie Chemii Fizycznej (ICHF) PAN. Rownoczesnie zaczatem planowaé z innymi
osobami z grupy prof. dr hab. Piotra Garsteckiego eksperymenty wymagajace petnej
automatyzacji eksperymentu. Dzieki zdobytym umiejetnosciom w dotychczasowej edukacji
i hobbistycznemu podejsciu do elektroniki, zaczatem organizowaé¢ i budowaé ztozone
eksperymenty mikroprzeptywowe. Od tamtej pory moim podstawowym "narzedziem" pracy
stata sie mikrokropla.
Wynikiem mojej kreatywnej pracy w grupie Mikroprzeptywdw i Plyndw Ztozonych
ICHF PAN jest 23 publikacje naukowe: BS - B11, B14 - B20, C7, C9 - C16. Wsrdd nich mozna
wyrozni¢ nastepujgce wezsze tematy badawcze:
e badania wysokoprzepustowych uktadéw mikroprzeptywowych - BS, B6, C7, C12,
e zastosowanie uktadéw mikroprzeptywowych do diagnostyki medycznej - B6, B16, C7,
C12,
e badania emulsji wielokrotnych - B7, B9, B11, C9, C10, C15, C16,
e zastosowanie uktadéw mikroprzeptywowych do wyznaczania wykreséw fazowych
krystalizacji biatek - B8,
e wytwarzanie kroplowych putapek  hydrodynamicznych w uktadach
mikroprzeptywowych - B10,
e badania dwuwarstwy lipidowej i transportu biatek przez nig - B15,
e badania efektywnosci reakcji chemicznej zachodzacych w mikrokroplach - B17, B18,
e badanie zachowania sie duzej liczby kropel w uktadach mikroprzeptywowych - B19,
o konstrukcje zaworéw przeptywowych do wytwarzania kropli na zadanie i do
kontrolowanie przeptywu - B14, B20,
e konstrukcja elektronicznego uktadu sterujacego do zaworéw piezoelektrycznych -
C14,
Podczas pracy w Instytucie Chemii Fizycznej PAN zajmowatem si¢ réwniez wraz
z grupa prof. dr hab. Roberta Hotysta zagadnieniami transportu czgstek koloidalnych i biatek
w roztworach. Wykonane przeze mnie autorskie projekty doktadnego pomiaru lepkosci
wspomnianych roztworéw zaowocowaty dwoma wspdlnymi publikacjami B12 - B13.

3.3 Perspektywy dalszego rozwoju - wiasna grupa badawcza

W roku 2014 wygratem konkurs na stanowisko adiunkta w Katedrze Fizyki Szkoty
Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie kierowanej przez prof. dr hab. Krzysztofa
Dotowego. W Katedrze Fizyki rozpoczatem wspdlne badania z dr hab. Magdaleng Stobiecka
nad biosensorami przy wykorzystaniu wagi piezoelektrycznej. Dotychczasowe wspdine
badania zakoriczyly sie dwiema publikacjami B21 i B22. Réwnoczesnie rozpoczatem
tworzenie wlasnej pracowni i grupy badawczej. MOj pomyst badan oporu
hydrodynamicznego kropli, a nastepnie jego aplikacja w urzadzeniu stuzacym do diagnostyki
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medycznej pozwolit pozyska¢ grant Opus8 w roku 2015. Realizowany projekt umozliwit
rozwoj mojej pracowni mikroprzeptywdw, czego efektem jest publikacja A6. Uzyskane wyniki
umozliwiajg dalsze badania nad chemostatem kropelkowym, a takie pozwalaja wdrozyé
nowg metode badawczg do diagnostyki medyczne;j.

Obecnie jestem promotorem pracy magisterskiej studentki Kierunku Biotechnologia
SGGW, ktéra realizuje méj temat badawczy oraz intensywnie poszukuje kandydata na
stanowisko postdoca, ktéry spetni moje wymagania dotyczace pracy eksperymentalnej, badz
teoretycznej w dziedzinie mikroprzeptywéw kropelkowych.

3.4 Podsumowanie dorobku naukowego:

M¢j dorobek naukowy obejmuje 43 recenzowane publikacje, w tym 27 prac
opublikowanych w czasopismach z listy filadelfijskiej, wspoétautorstwo jednej ksigzki i jednej
monografii. Ponadto do mojego dorobku mozna zaliczyé 6 przyznanych juz patentéw oraz 36
komunikatéw konferencyjnych zaprezentowanych w formie referatu, badz posteru.

Publikacje z badar wykonanych przed obrong pracy doktorskiej
Artykuly w czasopismach z listy filadelfijskiej 3
Artykuly w recenzowanych anglojezycznych czasopismach bez | 3
wspolczynnika oddzialywania IF

Komunikaty konferencyjne - postery i wystapienia ustne 2
Publikacje z badan wykonanych po obronie pracy doktorskiej
Artykuly w czasopismach z listy filadelfijskiej 24

Artykuly w recenzowanych anglojezycznych czasopismach bez | 11
wspolczynnika oddziatywania IF

Monografie 1
Ksigzki 1
Komunikaty zawierajace wystapienia ustne i posterowe 34
Sumaryczny wspélczynnik oddzialywania IF 122.3
Sumaryczne punkty MNiSW 932
Indeks Hirscha 10
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