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ALAPFOGALMAK

DIFFUZIO: A részecskék hémozgas révén torténd szétterjedése, anyagvandorlasa.

FICK I. TORVENYE: Az anyagaramsiiriiség a koncentracioeséssel aranyos: J,=-D % , ahol a D aranyossagi tényez6 a
X

diffuzios egylitthato.

DIFFUZIOS EGYUTTHATO (D): Aranyossagi tényezé, amely megadja az egységnyi id6 alatt, egységnyi feliileten
atdiffundlt anyag mennyiségét, ha a koncentracidesés is egységnyi volt. Mértékegysége: m?/s.

FICK II. TORVENYE: A diffiizio soran a koncentracio térbeli-idébeli valtozasat irja le:

NEE
Ax) _ac,

AX At

Megadja a koncentracio vdltozdasat térben és idében. (sajnos csak a valtozast, nem pedig a c(x,t) 6sszefiiggést)

BROWN-MOZGAS: a részecskék hdmozgasbol és iitkdzésekbol adodo véletlenszeri, korrelalatlan (a részecskék mozgasa
kozott nincs Osszefliggés) mozgasa.

ATLAGOS NEGYZETES ELMOZDULAS (MSD): a részecskék kezddponttol (xo) valo atlagos elmozdulasanak mértéke:

1 2
|\/|5D=N-Z(x0 -X;)

i=1

PIXEL: egy képpont. A digitalis képek racspontokbdl épiilnek fel, minden egyes ponthoz a kamera meghatarozza a voros,
z061d és kék szinek erdsségét (intenzitasat), és ezt szamszeriien tarolja. A pixelek 0sszessége adja ki a latott képet.

SZURKEARNYALATOS SKALA (GRAY SCALE): egy vilagossig skala, ahol minden pixelhez a fényességet
(Osszintenzitast) egy szamszer(i skalan abrazolunk. Példaul 1024 felel meg a legvildgosabb pontnak, mig 0 a teljesen
sotétnek.
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A részecskék szétterjedését, anyagvindorldsat — a véletlenszerii hémozgas révén
— diffuzionak nevezziik. Diffuizio utjan terjed szét példaul a cukor a kavéban
(keverés nélkiil is), vagy a rozsaillat a szobaban. Ez a folyamat termikus egyensuly
esetén mindaddig tart, amig a részecskék eloszlasa egyenletes nem lesz az egész
terfogatban. A diffuzio rendkiviili jelentoséggel bir az él6 szervezetekben.
Diffuzioval torténik példaul a légzesi gazok (02, CO2) cseréje az alveolusok és a
kapillarisok kozott, illetve a kapillarisok és a felhaszndlo sejtek kozott. A viz, mint
igen kisméreti molekula ugyancsak diffuziéval jut dat a sejtmembrdanon. A
gyakorlat célja a diffuziora vonatkozo térvényszeriiségek megismerése és egy, a
diffuziot jellemzé paraméter (a diffuzios egyiitthato) meghatarozasa képanalizis
segitsegevel.

ELMELETI OSSZEFOGLALAS

A FICK TORVENYEK

A difftzioval kapcsolatosan az egyik alapvetd kérdés az, hogy mitdl fiigg a
diffazié ,eréssége”. Az ,er6sség” jellemzésére hasznaljuk az anyagaram-
sirliséget:
Av
= , 1
Vo AtAA @
ami azt adja meg, hogy egységnyi id6 (At) alatt egységnyi feliileten (AA) hany
mélnyi anyag (Av) jut keresztiil. Mértékegysége mol/(m?s).

Kérdésiinkre a valaszt Fick 1. torvénye adja meg (stacionarius difftizid esetén), ami
a legegyszeribb formaban a kovetkezéképpen irhaté fel:

_p.4¢

AX
ahol Ac/Ax az egységnyi tavolsagra es6é koncentraciovaltozas (az x-tengely
mentén), mas néven koncentracidesés vagy koncentracidogradiens. Tehat az
anyagaram siiriség a koncentracio-eséssel aranyos (lasd 1. abra). A D aranyossagi
tényez6 az n. diffuzios egyiitthatd. D megadja az egységnyi id6 alatt, egységnyi
felilleten atdiffundalt anyag mennyiségét, ha a koncentracidesés is egységnyi.
Mértékegysége: m?/s. A diffiziés egyiitthatd fiigg a diffundald részecske
méretétdl, alakjatol, a kozeg viszkozitasatol, és homérsékletétdl (lasd 1. tablazat).
Gomb alaku részecskékre, szabad 3-dimenzios esetben igaz az Einstein-Stokes
Osszefliggés:

Jy = )

D KT 3)
67nr
ahol r a részecske sugara, 1 a kdzeg viszkozitasa, T a kozeg abszolut hémérséklete
k pedig a Boltzmann allando.
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1. dbra. Fick 1. torvényének szemléltetése: egy adott rendszerben a koncentrdcidesés

(Ac/Ax) szabja meg a diffiizio ,, erdsségét”. Az a) és b) abrdan ugyanakkora a
koncentraciokiilonbség, de kiilonbozd tavolsagon torténik a valtozas, a b) és €)
dabran ugyanakkora tavolsagon kiilonbézo mértékii a koncentracio valtozas. Az a) és
¢) dbra dsszehasonlitasabol az latszik, hogy ugyanakkora koncentrdcioesés (azonos
meredekség), ugyanolyan ,,erdsségii” diffiiziot eredményez.
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diffizio
EE= diffusion
=] Ditfusion

= diffiizis egyiitthato

diffusion coefficient

== biffusionskoeffizient

diffundalé részecske | kozeg D
(mol. tdmeg) (m?/s)
H, (2) levegd | 6,4:107°
0,(32) levegd 2-107°
CO, (44) levegd | 1,8-10°°
H,0 (18) viz | 22107
0, (32) viz 1,9-107°
glicin (75) viz 0,9-107°
szérum albumin viz 6-1071
(69 000)
tropomiozin viz 22:-107
(93 000)
dohanymozaik virus viz 46-107%
(40 000 000)

1. tablazat. Nehany anyag diffiizios
egyiitthatoja 20°C-on.
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2. abra. A mérésben hasznalt agar-agar
gélfelszin
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| t=3 perc

t=5 perc

t=10 perc

kozépponttol vald relativ tavolsag

3. dbra. eqy minta-koncentracio eloszlds
c(x,t) alakulasa

A diffuzioval kapcsolatos masik fontos kérdés az, hogy milyen gyorsan megy
végbe a folyamat, pl. egy koncentraciéo kiegyenlitddés. Fick I. térvénye a
koncentracio esetleges idébeli valtozasat nem veszi figyelembe. Fick II. torvénye
éppen ezt, nevezetesen a koncentracié térbeli-idobeli valtozasat irja le:

(&)
5. \Ax) _ac @

AX At

Az egyenlet csupan a valtozast irja le: a koncentracid iddbeli és térbeli
megvaltozasa egymassal szoros kapcsolatban van.

Ez a bonyolult egyenlet nem oldhaté meg altalanosan, azaz a koncentracio id6beli
és térbeli alakulasat leirdo c(x,t) fiiggvény nem mindig kaphato meg képlet
formajaban. Altalanos esetben szamitogépes modszerrel kis Ax és At 1épésekben
oldjuk meg az egyenletet.

A DIFFUZIOS EGYUTTHATO MEGHATAROZASA

Kisérletiinkben Fick Il. torvényét hasznaljuk fel K* és a szines (lila) MnO4™ ionok
vizsgéalatara. A 0,5 m/m%-os agar6z gél hidratalt felszinén az ionok szabad
diffuzidja valosul meg, egy kezdeti pontbdl (a permanganat kristaly) kiindulva. A
(4) egyenlet ebben a specialis esetben zart (képlettel megadhatd) alakban is
megoldhat6. Ennek az a feltétele, hogy a kisérlet kezdetén a diffundalé anyag egy
nagyon kicsi (elhanyagolhatd méret(i) pontban legyen Osszegylijtve. Ebben az
esetben egy haranggorbe jellegli megoldast kapunk (3.abra). A koncentracid
eloszlas forgasszimmetrikus, igy csak a kozépponttdl mért tavolsag (r) a térbeli

paraméter:
_r?
)
e

4Dt

Ez az egyenlet megadja a diffundalé ionok altal elért atlagos tavolsagot is. A gorbe
a kisérlet elején nagyon gyorsan szélesedik, majd a szélesedés fokozatosan lelassul.
A gorbe szélességét jellemz0 o parameter kiszamithato:

o=+2D-t (6)

®)

c(r,t) =

a gorbe fél-érték szélessége (mm)

eltelt id6 (percek)

4. abra. A haranggorbe szélességének alakulasa az ido fiiggvényében négyzetgydk
fliggvényt kévet a (6) egyenlet szerint.

A grafikonon lathaté hogy a haranggorbe fél-érték szélessége egy négyzetgyok
figgvényt kovet. Ebbol meghatarozhatdé a diffuzids éallandd (D) értéke. Ahhoz
hogy ezt egyszerlien meg tudjuk tenni, éerdemes a haranggorbe szélességét (w) a
fél-magassagnal megmérni. Ez az a tavolsag, ami a maximalis koncentracio (gorbe
kozepe) felénél behuzva a gorbe két széle kozott mérhetd.
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w=2,In(4)-2-D-t ()

Célszerli ezt a képletet atalakitani ugy, hogy a az id6 helyett annak gydkét tekintjiik
fliggetlen valtozonak (x):

w=2,/In(4)-2-D =X, x =4t (8)

Ez egy egyenes egyenlete amibdl a w-x grafikon alapjan a D diffuziés allando
meghatarozhatdé. Ahogy az egyenletbdl is latszik a diffuzids egyiittheto
mértékegysége tavolsag négyzete osztva az idével (m?/s). Lathatd hogy a fél-érték
szélesség (FWHM , w) a gorbe o paraméterével aranyos (6).

A molekulak altal atlagosan megtett tdvolsag (R) — azaz atlagosan milyen messzire
jutnak t id6 alatt a kezd6ponttdl — a diffuzids allando segitségével kiszamolhatd:

Rigag =V6-D-t 9)

Néhany minta képet az 5. abra mutat be, csak a lila foltra nagyitva:

l 5

5. abra Néhany kép a folrol kiil(')"nbdzé idépontokban felvéve.

A képeket egy usb kameraval vettiik fel, képanalizis segitségével meghatarozhat6 a
koncentracio térbeli eloszlasa. Ehhez a kamerat kalibralni kell, amit a diffizios
edény alatt 1évé mm-skala segitségével lehet megtenni.

A laboratériumi mérés soran az Image] nyilt forraskodt tudomanyos
képfeldolgozd programot fogjuk hasznalni. Minden képet kalibralni kell, a petri-
csésze alatti mm-papir nagyobbik osztaskoze Smm-es mindkét iranyban.
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A kisérlet megkezdése elott
ellendrizni kell a kamera-bealli-
tast, és hogy a teljes agar-gél
lathato a képen. Ha sziikséges
kérjen segitséget az oktatotol.
Ellendrizze, hogy a megvilagitas
egyenletes, és nincs sehol erds
visszaver6dés a képen.

A kalibracios racshalozat
mindkét irdnyban Smm-es
vastag racsozatu.




A kalibracios vonal ne
legyen rovidebb mint 15-25
mm.

[i" Set Scale ®

Distance in pixels: |185.3333
Known distance: |15
Pixel aspect ratio: I‘I.{)

Unit of length: |mm|

Click to Remove Scale |
[~ Global

Scale: 12.3556 pixels/imm

Ok | Cancell Helpl

[rja be a valédi, mm-skalan leolvashato
hosszértéket (a példaban 15mm) a “known
distance” mezGébe, a mértékegységet (mm)
pedig a “Unit of length” mezdbe. Ha a
“Global” jelol6t aktivalja akkor ezt az
értéket fogja a program az sszes képhez
hasznalni.

A kalibralt képen huzzon be egy
vonalat, ami keresztiil halad a folt
kozepén. A vonal iranya, és pontos
nagysaga nem lényeges, de

a vonalnak at kell haladnia a folt
kozepén.

A kép-analizis menete a kdvetkez6:
1. Nyissa meg a vizsgalando képet, és huzzon egy vonalat a mm-raccsal
parhuzamosan.

T s
File Edit Image F‘rocess Ana\yze F'Iuglns Window Help
Dw|51k|\_uT |

#=362, y—213 angle=-85.16, Iength 116.42 Click here to search

2. Hasznalja az ,,Analyze” -> ,Set Scale” funkciot, ezzel lehet a képet

kalibralni. A behuzott vonal hosszat megadva a mm/pixel kalibracios
tényez6t adjuk meg. (Ebben a példaban 15mm a kahbracms hossz)

[ FijilsustImage) o o . O, ==

File Edit Image F'rucess Plugins  Window Help
Measure Ctrl+M Jw[| g | 4 | &| I»

Analyze Particles... Click here to search

ext tool {double-click to conﬁgure

Summarize
Distribution...
Label
Dewces Options  Capture Help | Clear Results

Set Measurements...

Calibrate...
Histogram
Plot Profile

Surface Plot...
Hele

Ctrl+H
Ctrl+K

3. Huazzon keresztiil egy vonalat a folton ugy, hogy az athaladjon a folt

kozepén..

File Edit Image F'rocess Analyze F'Iugins YWindow Help

7| ~Jslun] 0] 4]6] |»

¥=92.97 (367), v=79.29 (313), angle=-32.57, length=34.72 Click here to search
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4. Valassza ki az “analyze” -> , plot profile” funkciét! A program nyit egy 1j
ablakot, amiben a sziirkearnyalatos profilt mutatja meg. Itt lehet leolvasni
a folt szélességét, majd beirni a tablazatba. A sziirke-arnyalatos
40.14x227 51 (813x355); 6-bit; 213K , LT
skala egy digitalis kép
pixeleit a rogzitett
fotonszammal aranyos
szammal latja el. A
vilagos pixelek nagyobb
szamot kapnak, mig a
teljesen sotétek 0-t.
i 255 (fehér)

Gray Value

e 1128 (50% sziirke)
0 10 20 a0

Distance (mm)

List | Datas | Mores | Live |x-12.92, ¥ixj=s3.6

Az ablakban egy (fekete) célkereszt mozgathato, amivel pl. a 100-as vonal
mentén kijelolhetd a gorbe bal és job széle. (a piros célkereszt azt a helyet
mutatja a fenti abran amit pl. le lehetne olvasni).

Az ablak aljan az “X” koordinatat kell leolvasni, és az excel tablazatba
beirni.

+0 (fekete)
A sziirke arnyalatos skala szines kép esetében a piros, zold és kék szinek

egyiittes intenzitasat adja meg, tehat szines képbdl is elkészithetd.
Esetlinkben ott, ahol nagyobb a szines anyag koncentracioja a kép
soOtétebb lesz mint ott ahol a koncentracio kisebb, tehat a 3.abran lathato
koncentracié profilhoz hasonlé képet kapunk, csak “fejjel lefele”.

8bites sziirke-skala.

5. Az ,x” koordnatak kiillonbségeibdl lehet kiszamolni a haranggorbe o
szélesség paraméterét, majd abbodl a diffizios allandot.
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A KISERLET MENETE

A diffuzié azonnal megkezdddik amint a kicsiny KMnOj kristalyt a gél felszinére
ejtjiik. Ezzel egyidében inditjuk az idémérést is (stopperrel vagy mobiltelefonnal).
Az elére megadott idokozokben képeket készitiink a digitalis kameraval, majd

azokat feldolgozzuk.
A mérési adatok tablazatanak egy lehetséges elrendezése:

a kristaly gélre | a kép készitéséig bal oldali szél job oldali szél folt
ejtése utan eltelt (valodi) id6 koordinataja koordinataja szélessége
eltelt id6 (perc) | (sec) (mm) (mm) (mm)
0,5
1
15
2
2,5
3
4
1. tdablazat: a meérési adatok egy lehetséges elrendezése.
FELADATOK
1. Inditsa el a képrogzitéshez hasznalt programot!.
2. Tegy e petri-csészét a kamera ala.
3. Allitsa be a kamerat Gigy hogy az egész edény, és az alatta lev kalibracios
halozat lathato legyen a képen.
4. Készitsen egy proba-képet, ellendrizze hogy minden jol lathato rajta,
nincsen zavaro tiikr6zédés sehol.
5. Készitse el a stoppert, vagy a mobiltelefont amit az idéméréshez fog
hasznalni.
6. Nyissa fel az eppendorff-csovet, és cstisztassa a kicsiny lila KMnOs
kristalyt a gél kdzepére.
7. Amint a kristaly a gélre keriil inditsa el az iddmérést.
8. Az eldirt iddpontokban vegyen fel egy képet, €s mentse le a szamitégépen
az asztalra.
9. A képek elkésziilte utan végezze el a sziirkearnyalatos profil kiértékelését,

és a folt széleinek koordinatait irja be a tablazatba, a képek készitésének
pontos idépontjaval egyiitt.

10. Készitse el a grafikus abrazolast, hatdrozza meg a meredekséget.

11. Szamitsa ki a KMnOj, gél felszinen megvalosulo diffizios allandojat.
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