Univerzita Palackého v Olomouci
Fakulta ptirodovédecka

Katedra analytické chemie

Mikrofluidika pro bioanalyzu

DIPLOMOVA PRACE
Autor: Bc. Petra Hubackova
Vedouci: doc. RNDr. Jan Petr, Ph.D.
Studijni obor: Analyticka chemie

Olomouc 2018



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem svoji diplomovou praci napsala samostatné pod odbornym vedenim
doc. RNDr. Jana Petra, Ph.D. Vesker¢ literarni prameny a zdroje, které jsem v této praci

pouzila, jsou uvedeny v seznamu literatury.

Souhlasim s tim, aby ma préace byla zptistupnéna v knihovné Katedry analytické chemie
Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci a v informaénim systému

Univerzity Palackého v Olomouci.

VOIoMOUCIANE .o

Bc. Petra Hubackova



Podékovani

Tim to bych rada podékovala vedoucimu mé diplomové prace doc. RNDr. Janu Petrovi,
Ph.D., za jeho odborné vedeni, cenné rady a piipominky, které mi poskytnul pii vypracovani
této diplomové prace a za jeho optimisticky piistup. Také bych chtéla podeékovat své rodiné

a priteli za velkou podporu po celou dobu mého studia.



Bibliograficka identifikace:

Jméno a pfijmeni autora:
Nazev prace:
Typ prace:

Pracoviste:
Vedouci prace:

Rok obhajoby prace:

Abstrakt:

Kli¢ova slova:

Pocet stran:

Jazyk:

Bc. Petra Hubéackova
Mikrofluidika pro bioanalyzu
Diplomova prace

Katedra analytické chemie
doc. RNDr. Jan Petr, Ph.D.
2018

Tématem diplomové prace je mikrofluidika
V bioanalyze. Prace se zabyva dvéma odvétvimi
mikrofluidiky. Prvnim je studium generovani
segmentované¢ho toku, které je mozné vyuzit
v klinické praxi. Druhym odvétvim je
nizkonakladova mikrofluidika, do niz patfi
koncept laboratot ve stiikacce. Kde se vyvijel

zpusob oddéleni ne¢kolika reakci ve stiikacce.

Mikrofluidika, segmentovany tok,

nizkonakladova mikrofluidika, lab-in-a-syringe
53

Cesky



Bibliographic identification:

Author’s first name and surname:

Title:

Type of thesis:
Department:
Supervisor:

Year of presentation:

Abstract:

Key words:

Number of pages:

Language:

Bc. Petra Hubackova
Microfluidics for bioanalysis
Master thesis

Department of Analytical Chemistry
doc. RNDr. Jana Petra, Ph.D.

2018

The topic of the master's thesis is microfluidics in
bioanalysis. ~ This thesis describes  two
microfluidics case. The first case is the study of
generating segmented flow that can be used in
clinacal practice. The second case is low-cost
microfluidics which belongs the concept of the
lab in a syringe. There developed the way to
separate several reactions in the syringe.

Microfluidics, droplet microfluidics, low-cost

microfluidics, lab-in-a-syringe
53

Czech



5

UV 0D ... . 7
TEORETICKA CAST ...t 8
2.1  MINIATURIZACE V ANALYTICKE CHEMIL ... oiiiitiiaeeeiiiaeeeeei e e eeet e e e et eeeeai s 8
2.2 IMIKROFLUIDIKA .ettiiiiiitititititteeteeeeeee ettt et ettt e et et ee et e e ettt ee ettt ee e e et e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 9
2.2.1 Chovani kapalin v mikrofluidnich zafizenich ....................ccccccvvvennnnnnnn.. 9
2.2.2 Materialy pro vyrobu mikrofluidnich zafizeni ......................cccccvuvunnnnn.. 10
2.2.3  Prvky mikrofluidnich SYStemU ................coiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee 12
2.2.4  SEPAIACE ... ciieiieeiie et 15
2.2.5  DBLEKCE ..t 16
2.3 KONCEPTY MIKROFLUIDIKY .evttttititttiiitiieteeeteeeeeeeeeieeseeeeeeeeeeeeseeeeeeeeseeeseeeeeeeeens 18
2.3.1 Mikrofluidika kontinu&lNino tOKU ...............ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 18
2.3.2  DigitaIni miKrofluidiKa ..............cooiiiieiieiiiieie e 19
2.3.3 Mikrofluidika segmentovaného tOKU ...............ccccueeeeeiiiiiiiiiiiiiiiininnnnnn, 20
2.4 NIZKONAKLADOVA MIKROFLUIDIKA .....uuieeeieitiitiiiiiaeeeeeeeeeeesiniiaseeeeeeeeeessnnnnnnns 25
2.4.1 Materialy pro nizkonakladovou miKrofluidiKu ..................cccccccovveeennnnn. 25
2.4.2 Detekce pro nizkonakladovou mikrofluidiKu ................cccccceeevveeninnnnnnn. 28
2.4.3 Lab-in-a-syringe (LIS)......couuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 28
CILE PRAGE ......cooiiiiiiee ettt 30
EXPERIMENTALNI CAST ..ot 31
4.1 GENEROVANI SEGMENTOVANEHO TOKU ....uuuuuutuuinnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnes 31
4.1.1  PouZité CheMIKAIIE ............cccoeeieieiieiiee et 31
4.1.2 Pouzité vybaveni a PriStrofe ............ccouuiiiuiiiiiiiiiiiie i 31
4.2  LABORATOR VE STRIKACCE ......uuuuuuuuuuuuunnnnnnnnnnnnnnnnnnnnssnnsssssnsssssssnsssnnsnsssnsnnnnns 32
4.2.1 PouZité ChemiKAlIe ............cccoooiiiiiiiiiiiiii e 32
4.2.2 PouZité vybaveni @ PriStrofe ............ccccococouiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieees 32
4.2.3 Priprava smésného roztoku Niz*, Fe3* a NH4* jontu............cccccuvuvnnnn. 32
VYSLEDKY ADISKUZE...........ccoci oo 33
5.1  SEGMENTOVANY TOK ..euttuuuuuuuuunnnnnnnnnnnnnnnnnsnnnsnssnsssssssssnssnssssssnssnnssnsnsssssnsnsnnns 33
5.1.1 Generovani segmentovaného toku v kapilarnim uspofadanim ........... 33
5.1.2 Generovani segmentovaného toku na mikroGipu ..................cccceeee...... 34
5.2 LABORATOR VE STRIKACCE ......uuuuuuuueuuuuusuusneennnnnnsssnnsssnnsssssnsssnssssssssnsssnnnnnnnnns 37
5.2.1 Detekce jednON0 I0NTU..........ciiiiiiiiiiiicie e 37
5.2.2 Detekce dvou ionti v jedné StriKaCce...........cccouuuumuiiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiinns 39
5.2.3 Oddeéleni dvou reakci ve stiikacce teflonovou folii ...............cccccuuvnnne. 40
5.2.4 Oddéleni dvou reakci ve strikacce vrstvou VOSKU ............ccccccceeeeennn... 42
5.2.5 Oddéleni dvou reakci ve stifikacce pomoci prstencového usporadani 44
5.2.6 Oddéleni tfi reakci ve StHKACCEe..........ccccuuiieiiiiieiiiiiieie e 45
ZAVER ........cocooiiiiiioieeee et 50
SEZNAM POUZITYCH ZDROJU..........cocooviiiicieieeeeeeeeee e 51



1 Uvod

Trendem dnes$ni doby je pouzivat miniaturizaci snad témet ve vSech védnich odvétvich.
Jinak tomu neni ani u chemie a biologie. Je zde snaha 0 vyvoj co nejmensich, snadno
ovladatelnych, pienosnych a levnych zatizeni, ktera vii¢i bézné€ pouzivanym laboratornim

pristrojim neztraci na citlivosti a pfesnosti.

Témto vlastnostem odpovidaji zafizeni na bazi mikrofluidiky. Vétsinou se jedna o Cipy,
které maji rozméry jednotek az desitek mikrometri. Vyhodou je nizkéa spotieba reagencii
I samotného vzorku, kterého casto byva nedostatek. Pracuji fadové v objemech piko
az nanolitri. Na Cipech se integruji procesy od predbézné upravy az po detekci vzorku. Tyto

zafizeni se oznacuji jako tzv. laboratof na ¢ipu (lab-on-a-chip).

Podoborem mikrofluidiky je tzv. ,droplet microfluidics neboli mikrofluidika
segmentovaného toku. Kde jsou vytvafeny kapic¢ky kapaliny v proudu jiné nemisitelné
kapaliny. Tato metoda je perspektivni pro klinickou chemii. Vyhodou pouziti je v uzavirani
»hakladu®, jako jsou buniky nebo molekuly, v kapickach. A naslednd analyza jednotlivych
kapek. To umoziuje naptiklad analyzou rakovinnych bun€k najit odlisné buiiky a blize

prozkoumat jejich chovani.

Pro klinickou praxi je perspektivni i vyvoj nizkondkladové mikrofluidiky, ktera by
mohla byt uzite¢na v rozvojovych zemi. Tyto testy nevyzaduji vySkoleny personal, jsou
snadno pfenosné a pomérné levné. Na jednom =zafizeni lze provést i vice operaci.
Nizkondkladové mikrofluidni testy by mohli vést ke zlepSeni zdravotni péce v té€chto

oblastech.



2 Teoreticka cast

2.1 Miniaturizace v analytické chemii
Analyticka chemie se stala dilezitym nastrojem v oblastech od monitorovani zivotniho
prostiedi az po odvétvi, ktera se zabyvaji Zzivou ptirodou, jakou jsou farmacie a klinicka
diagnostika. S rychle se vyvijejicimi védnimi obory rostou i pozadavky na analyticka
zatizeni. Pozadavky se tykaji mnozstvi vzorku, poctu testli na vzorek, asu a rozpoctu.
Miniaturizované analytické systémy na bazi laboratornich C¢ipl, zalozenych na

mikrofluidnich technologiich, se jevi jako mozné feSeni téchto pozadavku [1, 2].

Vyvoj miniaturizovanych zafizeni vznikl z probléma pifi on-line monitorovani
pramyslovych procest. Idealné by mél proces monitorovani probihat s minimalnim casovym
zpozdénim, aby operator mohl vcas zareagovat na pozorované zmény. To vSak vyzaduje
vysoce automatizované analytické systémy. Jednou z mozZnosti jsou chemické a biologické
senzory, které prevadeji analyticky signdl na signal elektricky. Ten je pribézné méfeny.
Snimace maji rychlou odezvu, vysokou reprodukovatelnost a velky dynamicky koncentracni
rozsah. Mezi nedostatky patfi nizka selektivita a omezena zivotnost. Alternativou je
»lotal Analysis System® (TAS). Je zalozen na spojeni vzorkovani, predbézného zpracovani
vzorku (fedéni, filtrace, znaceni, ...), separaci analytu, detekci a ziskavani dat do jednoho
zafizeni. Problémem je, Ze tyto zafizeni maji velikost standardnich laboratornich pfistroji,
aproto je zde prenos vzorkli pomaly a ucinnost separace je omezena difuzi. Celkové je
i velka spotieba vzorku a reagen¢nich ¢inidel. K piekonani téchto problémi byla navrZzena
miniaturizovana verze tzv. ,,Micro Total Analysis System* (WTAS). V uTAS jsou analytické
soucasti integrované na planarni ip. Pro tyto mikrofluidni zatizeni je typicka velikost prvka
vrozsahu mikrometri. Budoucnosti integrovanych systémi by mohla Dbyt
tzv. ,Lab-on-a-chip®, kdy by celé chemické a biologické laboratorni postupy byly

sjednoceny na mikrocipu [1].



2.2 Mikrofluidika
Mikrofluidika se zacala rozvijet na piclomu 80. a 90. let. Zabyva se generovanim
a fizenim pohybti proudici kapaliny v kandlcich a v dutindch mikrofluidnich zafizeni.
Umoznuje manipulaci s malymi objemy kapalin (typicky nl a pl). Dochazi zde k tisice
nasobnému snizeni reak¢nich objeml a také ke zkraceni Casu analyz. Mikrofluidika
predstavuje novy a vykonny nastroj pro provadéni analyz na urovni jedné bunky nebo jedné

molekuly [2-5].

2.2.1Chovani kapalin v mikrofluidnich zafizenich
Tekutiny se v mikrofluidnich zafizenich chovaji jinak oproti kapalinam v makro
systémech. Vyhodou je, ze se mizou uplatnit takové principy, které na makroskopické

urovni nelze pouzit.

Malé rozméry maji vliv na dilezité analytické procesy, témi jsou michani, separace
a detekce v proudu kapaliny, které brani turbulentnimu michani. Dominuji zde visk6zni sily
nad silami setrvaénymi, coz vede k laminarnimu toku, kde dvé kapaliny mohou proudit bez
turbulentniho michani. Zda je tok laminarni nebo turbulentni charakterizuje Reynoldsovo
¢islo (Re). To je vyjadieno vzorcem:

e TPV &)
n

kde 3, je pramér kapilary nebo kanalku, p je hustota kapaliny, v primérna rychlost proudéni
kapaliny a  dynamicka viskozita kapaliny. Reynoldsovo ¢&islo je bezrozmérné. Cim vyssi je
¢islo, tim pravdépodobné;jsi je tvorba turbulentniho proudéni. Pokud je Re <2300, jedna se
o laminarni tok. Pfi hodnotach okolo 2300 zacina tekutina vykazovat znamky turbulence.
V béZznych systémech na makro trovni, V kterych je laminarni tok, ma Reynoldsovo ¢islo
hodnotu vétsi nez 2000. Oproti tomu, V mikrosystémech je jeho typickd hodnota mensinez 1,
protoze jSouU rozmerove stondsobné mensi. Pokud by mélo byt Re zachovano, musela by se

stonasobné zvysit rychlost proudéni, coz je téZko dosazitelné [1, 6].

V dusledku plisobeni laminarniho toku dochazi k tomu, Ze dva nebo vice proudi, které
teCou ve vzajemném kontaktu se michaji pouze difuzi (Obrazek 1). Dalsi technikou, ktera
umoziuje laminarni tok je vytvoteni paketl kapaliny. Z kazdé strany paketu probiha difuze,
ale jinak pakety zustavaji skoro nezménéné. Pakety Ize fidit a pomoci nich je umoznéna

napiiklad buné¢na analyza (Obrazek 2) [6].



proud X

‘ difuze

‘ vystup

f

proud Y

Obrazek 1: Dva proudy (X a Y), které proudi v kontaktu se budou michat pouze difuzi. Cim déle jsou proudy
v kontaktu, tim je vétsi mira difaze [6]

‘1

Obrazek 2: Kapalina proudi ve sméru ozna¢enym ¢islem 1 s minimalnim unikem do kolmého kanalu. Dalsi
tekutina proudi ve sméru 2 a unasi paket v tomto sméru [6]

Jak jiz bylo vySe zminéno difuze zajist'uje michani a transport. Je dana rovnici:

d? = 2Dt (2)

kde d je vzdalenost, kterou se ¢astice pohybuje v Case t a D je difuzni koeficient Castice. Pro
malou molekulu, ktera ma difuzni koeficient 10° m?-s™, je €as difuze 15 min pfi draze 1 mm,
10 s pfi draze 100 um a 100 ms pii draze 10 pm. Krat$i doba difize zvySuje vyménu

molekularnich informaci [1, 6].

2.2.2Materialy pro vyrobu mikrofluidnich zafizeni
Mikrofluidni zatizeni mohou byt vyrabéna z riznych materialti, pomoci riiznych metod.
Vyrabi se ze skla, kiemiku a polymert. Sklo a kiemik, jsou materidly, které byly vyuzivany
hlavné na pocatku vyvoje. Nyni roste vyuziti polymer, z nichz nejvyznamnégjsi je
polydimethylsiloxan (PDMS). Vyvijeji se také mikrofluidni papirové zafizeni, které jsou

dilezité pro nizkonakladovou mikrofluidiku [4, 7].
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Kremik a sklo

Technologie vyroby byla pfevzata z mikroelektronického priimyslu, kde uz byla dobte
zvladnutd. Tyto materidly jsou vysoce chemicky a tepelné stabilni, pevné a v piipad¢ skla
I transparentni. Nevyhodou je jejich kiehkost. Nejcastéjsi vyroba kiemikovych cipu je
pomoci fotolitografie a leptanim motiv smési HF a HNOs. Povrch desticky, ktery nema byt
leptan je chranén vrstvou oxidu kiemicitého. Na tuto vrstvu je nanesen fotorezistentni
materidl, a ten je odstranén na definovanych mistech. Po vyleptani se na kifemikovou
desticku s kanalky necha pisobit vysoka teplota a elektricky proud a tim dojde ke spojeni
se skelnénou destickou. Dochézi k uzavieni kanalkii. Leptani se pouziva i u sklenénych

desticek, ale 1isi se leptacim roztokem. Leptaci roztok obsahuje HF a NH4F [1, 8, 9].

Alternativnim postupem pro vytvoreni kanalki je pouziti laseru. Pfima metoda, u které
neni zapotiebi vyuzivat nebezpecné leptaci chemikalie a neni kladen diiraz na Cisté prostory.

Vyhodou je i jednoducha tvorba kanalkt o rizné hloubce [10].

PDMS (polydimethylsiloxan)

Pozdéji se zacaly vyrabét miniaturizované analytické systémy z polymert. Z divodu
Siroké Skaly dostupnych polymert. Nejpouzivangj§im polymerem je polydimethylsiloxan
(PDMS). Je to opticky transparentni elastomer, ma nulovou toxicitu a je propustny pro
plyny. Této vlastnosti se vyuzivad pfi experimentech s zivymi bunikami. Vyhodou je
schopnost vyroby pomoci replikacnich technologii, coz umoziuje rychlou a levnou vyrobu.
Nevyhodou je naptiklad adheze nékterych organickych latek, nizka elektricka vodivost

a rozpustnost néjakymi organickymi rozpoustédly [1, 11].

U mikro¢ipti vyrobenych z polymert se vyuziva tzv. mékké litografie a existuje nékolik
postupii pro vyrobu. Jednim z nich je metoda vytlaceni za tepla, kde se negativni Sablona
lisuje do tenké vrstvy termoplastického polymeru. Poté se systém vyhieje nad teplotu
méknuti polymeru a Sablona se odstrani. Dalsi technologii je vstfikovani polymert.
Roztaveny termoplasticky polymer se vstfikuje do evakuované komory, obsahujici Sablonu
s vysokou piesnosti. Po ochlazeni komory je pak pfipraveny polymer v poZadovaném tvaru

podle sablony [1].

Nékdy je vyzadovana modifikace mikrokanalového povrchu, tak aby vykazoval urcité
vlastnosti. To lze dosdhnout né&kolika technikami. Jednim znich je ukladani

organosilant [4].
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2.2.3Prvky mikrofluidnich systému

Pumpy

K ¢erpani v mikrofluidnich kanalcich jsou k dispozici rizné typy pump. Lisi se svymi
vlastnostmi, jako je pratok, stabilita, u€innost a spotieba energie. Metod Cerpani je také
nékolik. Nejcastéji pouzivané jsou metody, zalozené na hydrodynamickém

a elektroosmotickém prutoku [4, 6].

Hydrodynamické ¢erpani vyzaduje aplikaci tlaku napt. pomoci injekéni sttikacky nebo
hydrostatickych a odstfedivych sil. Jeho prutok je parabolicky (Obrazek 3). Oproti tomu,
Cerpani na bazi elektroosmotického toku nastava, kdyz je aplikovan rozdil napéti
v mikrosystému, ktery obsahuje nabité plochy. Na povrchu kanélu je vytvofena elektricka

dvojvrstva a vloZzené napé&ti pohani roztok kanalem. Profil toku je zde témét plochy (Obrazek

4) [4].

rd
N
Y
‘
S/
s/

7>/

Obrazek 3: Parabolicky profil toku v mikrokanalu, ktery vytvaii hydrodynamicka pumpa [4]

Negativni povrchova naboj

+ + + + + + + + +
Anoda Katoda
+ + + + + + + + +

Negativni povrchova naboj

Obrazek 4: Plochy profil toku v mikrokanalu, generovany EOF [4]
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Ventily

Integrované ventily jsou dilezitou soucasti mnoha mikrofluidnich systémii. Existuji dvé
skupiny ventild, pasivni a aktivni. Pasivni ventily nevyzaduji pfidanou energii a pouzivaji
se k omezeni pritoku v jednom sméru, k odstranéni vzduchu nebo k do¢asnému zastaveni
toku. Aktivni ventily potiebuji pro svou ¢innost energii, kterou jim vétSinou poskytuji
externi makrosystémy. Nékteré konstrukce zahrnuji naptiklad elektromagneticky ovladany

mikroventil, vzduchovy tlakovy ventil nebo vyuzivaji energie z hnaci kapaliny [4, 6].

Nejbéznéjsim typem je tzv. ,,Quake ventil. Fluidni kanal, vyrobeny z PDMS,
je uzavien pomoci tlaku vzduchu na kontrolni kanal pfitomny ve vrstvé, ktera se nachazi nad
nebo pod nim. Uvolnéni tlaku umoznuje opétovné otevieni ventilu. Tyto pneumatické
ventily umoznuji komplexni a vysoce paralelni zpracovani v mikrofluidické velkoplo$né

integraci [4].
Tlak

Kontrolni kanal

Vg Fluidicky kanal

V4

w4
~

Pevny podkald

Obrazek 5: Jedna se o ,,Quake* ventil. Tlak vzduchu je aplikovan ptes kontrolni kanal, ¢imz se PDMS
fluidicky kanal zavte [4]

Mixéry

Michani je zakladnim procesem, ktery je vyZzadovan pro biologické a chemické aplikace
v mikrofluidice. V mikrométitku, podminky laminarniho toku, dovoluji michani pouze
pomoci difuze. To probiha pomalu a v nékterych analyzach je michéni potieba urychlit.
Proto ke zlepseni miseni reakéni slozek v mikrofluidnich kanalech existuje fada metod.
Slouzi k tomu, aby se dosahlo jeste rychlejsich reakci a vazeb. Tyto metody jsou od navrhi

kanalkt az po pouziti silovych poli, které vyvolavaji turbulenci uvnitf toku [4, 6].

V mikrofluidnich zafizeni existuji dva zptisobi sméSovani proudici kapaliny. Jedna se

0 pasivni a aktivni mixéry. Pasivni mikromixéry pouzivaji ke sméSovani geometrii kanalu,

13



aby se zvétsila plocha, na které dochazi k difuzi. Aktivni mikromixéry potiebuji externi

zdroje pro zvétseni oblasti mezi proudy kapalin [6].

Pasivni mikromixéry maji jednodussi koncept a nepotiebuji k sméSovani externi zdroje
energie. Michani pomoci pasivnich mixéra se diky laminarnimu toku spoléhd pouze na
molekularni difuzi a chaotickou advekci. Pro zlepseni difuze, jak jiz bylo zminéno vyse,
se zvétsuje kontaktni plocha mezi kapalinami a stim spojené zkraceni diftizni drahy.
Chaoticka advekce je realizovana manipulaci laminarniho toku v mikrokanalech.
Jednoduché konstrukce pasivnich mikromixéri jsou robustni, stabilni a snadno
integrovatelné do slozitéjsich systémii. Mohou byt rozdéleny do kategorii podle uporadani
smésnych fazi: laminarni (paralelni a sériové), injek¢éni, kapkové mikromixéry

a mikromixéry zalozené na chaotické advekci [12].

Nejjednodussi a nejcastéji se vyskytujici jsou T-mixér (Obrazek 6 a) a Y-mixér
(Obrazek 6 b), které patii do skupiny paralelnich laminarnich mixéru. Zakladni konstrukci
je dlouhy kanal se dvéma vstupy. Tyto mixéry rozdé€luji vstupni proudy do dilé¢ich tokt
a poté jsou spojeny do jednoho proudu jako lamely. Dal$im zajimavym a neméné dilezitym

pasivnim mixérem je mixér ,,cik-cak® (Obrazek 7), zalozeny na chaotické advekci [12].

Obrazek 7: Planarni konstrukce pro michani chaotickou advekei. ,,Cik-cak™ tvar kanalu [12]

Aktivni mikromixéry pouzivaji externé generovanou energii pro proces michani.

Mohou byt rozdéleny pravé podle typti vnéj$i energie jako je tlak, teplota,
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elektrohydrodynamika,  dielektroforetika, elektrokinetika, = magnetohydrodynamika
a akustika. Aktivni mixéry maji vysokou efektivitu miseni, ale jejich struktury jsou Casto
komplikované a vyzaduji slozité vyrobni procesy. Integrace aktivnich mikromixérti do

mikrofluidnich systému je naro¢na a nakladna [12].

Prikladem aktivnich mikromixérti je T-mixér sériové segmentace, ktery je pohdnény
tlakem. Mixér je integrovan do mikrofluidniho zafizeni spole¢né s mikropumpou, ktera
pohéni a zastavuje prutok v misicim kanalu. Diky tomu, zde dojde k rozd€leni smisené
kapaliny na segmenty. Mikropumpa je dtlezita také proto, aby michani bylo nezavislé na

proudéni [12].

Obrazek 8: Aktivni mikromixér sériové segmentace, pohanény tlakem [12]

2.2.4Separace
Zékladnim tkolem mikrofluidiky je separace a analyza vzorkt smési. Jako prvni byla
pouzita separace pomoci kapilarni elektroforézy na cCipu. Separace je snadno

a nejcastéji pouzivanou aplikaci pro separaci v mikrofluidnich zafizenich [4].

Elektroforeticka separace probihd pfevazné na cCipech kiizového tvaru. Pro kratsi
mikrokanaly je ucinnost separace postupné omezena rozsifovanim pikld. RozSifovani
zpiisobuje vstfikovani vzorku a podélna difiize b&hem separace a detekce. Casy analyzy jsou
kratké, proto je podélnd difize omezena a detekéni oblast odpovida malému segmentu
separaniho kanalu velikosti mikrometru. V kiiZzovém vstfikovani se nejprve aplikuje
elektrické pole v oblasti od vstupu vzorku smérem k odpadu vzorku, tak aby se vyplnil cely
kanal. Malé elektrické potencialy se aplikuji do tlumivého roztoku a zasobniku odpadu,
aby nedoslo k tiniku vzorku do separa¢niho kanalu. Poté je hlavni elektrické pole ptivedeno

do tlumivého roztoku a odpadu. Dojde k nastiiknuti vzorku a nasledné separaci [1].

15



pufr

vzorek odpad vzorku
< -

vstfikovaci ventil

® separacni kanal
odpad

Obrazek 9: CE mikroéip kiizového tvaru [1]

Dals$i vyznamnou separacni technikou na ¢ipu je chromatografie, a to zejména
vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (HPLC). Ze zacitku byla malo aplikovana
z diivodu potieby vysokého tlaku pro analyzu na mikrocipu a s tim spojend slozita integrace
vysokotlakych mikropump do mikrosystému. Pozdé¢ji se zacalo k proudéni vyuzivat
elektrické pole, které pomaha k realizaci chromatografické separace. Elektrické pole neni
ovlivnéno miniaturizaci systému. V systémech se pouZzivaji mikrokanaly plnéné poréznim
polymerem, ktery slouzi jako stacionarni faze. Polymer ma velkou povrchovou plochu,
muze byt selektivné vzorovan a umoznuje elektroosmoticky tok pomoci zabudovanych

elektrolytt [1, 4].

Oddé¢leni castic a bunek je také velmi cennou separaci pro mikrofluidiku. Dochazi zde
k oddéleni cilovych c¢astic od matrice. Tfidéni a pocitani bunék je dilezity proces pro
biologické studie. Jako je naptiklad oddé€leni krevnich bunék od plazmy, coZ je rozhodujici
krok pro analyzu. S ¢asticemi nebo buiiky miiZze byt v mikrokandlu manipulovano pomoci
bariér nebo sil, jako je magnetismus, povrchové akusticka vlna, dielektroforéza a nékteré
dalsi. Techniky se aplikuji na zachyceni ¢astic/bunck, pro oddéleni, vystaveni chemickym
¢inidlim a pozorovani zmén. Dal§im zptisobem je pouziti kontinudlniho toku. Kde se vzorek
cerpa pres mikrokomoru, kterd vychyluje ¢astice. To je zplsobeno opakovanym pouZitim

bariéry nebo pusobenim Silového pole, dokud nedojde k Giplné separaci astic [4].

2.2.5Detekce
Pro mikrofluidiku se rozviji spousta detekénich metod. Detekce probiha on-line, piimo
na Cipu, nebo off-line konvekénimi metodami. Detekce konvekénimi metodami je mozna

pouze tehdy, lze-li odebrat dostate¢ny objem vzorku. Detekce na Cipu se pouziva za tcelem
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plné€ integrovaného systému nebo pii sledovani déje v redlném Case. Aplikuji se metody
optické detekce. Zejména fluorescence, ale také absorbance nebo chemiluminiscence.
Me¢éieni intenzity fluorescence je velmi citlivd metoda a fluorescenéné znacené chemikalie
jsou dobie dostupné. Pomoci fluorescence se méii parametry jako teplota, funkce bunky,
rychlost priitoku a profil pritoku. Detekce miize probihat i pomoci elektrochemickych
metod, kde se integruji elektrody na ¢ip béhem jeho vyroby. Vyznamny vyvoj zaznamenala

také detekce hmotnostni spektrometrii [4, 6].

Nejbéznéjsi detekéni metodou pro separacni systém na mikroCipu je laserova
indukovana fluorescen¢ni detekce (LIF). Je to velmi citlivd metoda, kterd umoziuje detekci
na urovni jedné molekuly. Laserovy paprsek vyvolava fluorescenci z molekul analytu, které
jsou bud’ nativné fluorescenéni nebo znacené. Emitovana fluorescence je detekovana CCD
(charge-coupled device) kamerou nebo fotonasobi¢em. Alternativou drahych a objemnych
laserovych zatizeni se staly svételné diody (LED). Jsou levnéj$i, mensi a mohou byt snadno

integrovany na mikro€ip [1].
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2.3 Koncepty mikrofluidiky
Existuje n¢kolik pod-obort mikrofluidiky. Hlavnimi koncepty jsou mikrofluidika

kontinualniho toku, digitalni mikrofluidika a mikrofluidika segmentovaného toku.

2.3.1Mikrofluidika kontinualniho toku

V mikrofluidice kontinudlniho toku je vzorek nepietrzité ptfivadén do separacniho
kanalu. Neni nutné vstfikovani malého a ptfesného mnozstvi vzorku, jako je tomu naptiklad
u chromatografie nebo elektroforézy. Sila plisobi na komponenty vzorku vétSinou v kolmém
uhlu vzhledem ke sméru toku (Obrazek 10). Proto maji slozky vzorku odlisné cesty pies
separa¢ni kanal a jsou shromazd’ovany v riznych vyvodech. Uéinnost separace mize byt
sledovana v redlném Case a parametry separace se mohou ménit za ucelem optimalizace
podminek. Signal je detekovan v zavislosti na poloze (Obrazek 11). To umoznuje prubéznou
zpétnou vazbu pro separacni parametry a také souvisly sbér vzorkl. Byla pouzita velka skala
sil pro separaci komponent vzorku. Patfi sem elektrické nebo magnetické pole, stojaté

ultrazvukové viny nebo inteligentni konstrukce pritokovych prekazek [13].

silové pole

ke
—

vzorek

}

pufr

Y
}

Obrazek 10: Separace kontinualnim tokem: vzorek se vstiikuje kontinualné spole¢né s nosnou kapalinou do
Siroké separacni komory, piisobi zde sila v kolmém tihlu k proudéni a slozky vzorku jsou odklonény, a tak
prostorové odseparovany [13].
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Obrazek 11: Separace kontinualnim tokem: zavislost signalu na poloze [13]
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Mikrofluidika kontinualniho toku se vyuziva naptiklad pti purifikaci DNA, s malym
objemem vzorku a ¢inidla, pro PCR. Zajimavou aplikaci zvefejnili Brody a kol. [14]
a Crowley a Pizziconi [15], filtrovali plazmu z plné krve prostiednictvim kontinualniho toku.
Ten zabranoval ucpani nebo zaseknuti bunék. Tak jako ostatni mikrofluidiky, mikrofluidika

kontinualniho toku nasla uplatnéni pfi separaci bunék a lyze bilych krvinek [16].

2.3.2Digitalni mikrofluidika

Digitalni mikrofluidika je technologie, které slouZi, tak jako ostatni typy mikrofluidiky,
k manipulaci s kapalinami. Byla popularizovana poc¢atkem roku 2000 skupinou Faira [17]
aKima [18]. Kapalina je umisténa, ve formé diskrétnich kapek, v integrovanych
mikrofluidnich ~ zafizenich.  Existuje  dvouplastovy nebo  otevieny  systém.
Ve dvouplastovém (uzavieném systému), jsou kapky vloZzeny mezi spodni a horni vrstvu
(Obrazek 13 a). V otevieném systému jsou kapi¢ky umistény na horni plose jediného
substratu (Obrazek 13 b). V integrovanych systémech je kapkami manipulovano pomoci
fady elektrod. Ty jsou pokryty hydrofobnim izolatorem, aby se zabranilo ,,pfilepeni* kapicky
na povrch. Pohyb kapek je fizen za ucelem spojovani, smichéni, rozdéleni nebo separovani.
Stejné jako ostatni mikrofluidiky, vyuziva digitalni mikrofluidika vyhod nizké spotteby
¢inidel a rychlého pienosu tepla. Na rozdil od ostatnich metod, je v digitalni mikrofluidice
kazdé kapka tizend jednotlivé bez potieby kanalku, Cerpadel, ventili nebo mechanickych
michadel. Vyhodou je, Ze mohou byt pouzivané i pevné vzorky, protoZe v systému nehrozi

K ucpani kanalku [19, 20].

Obrazek 12: Obrazek platformy pro digitalni mikrofluidiku [21]
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Obrazek 13: Ukazka digitalni mikrofluidiky. A) Dvoj-plo§né zatizeni. B) Jedno-plo$né zafizeni [21]

Digitalni mikrofluidika nachézi uplatnéni v oblastech chemie, biologie i mediciny. Tim,
7e kazda kapka jde ovladat jednotlivé, 1ze ji pouzit pii praci s butikami, ktera je dalezita pro
biologii a medicinu. Jako je tfidéni bunék, analyza bunéénych lyzatl, testovani biochemicky
intaktnich bun¢k a vyhodnocovani mechanickych a elektrickych bunéénych odpovédi. Také
ji mizeme vyuzit pti PCR, imunitnich testech a klinickych testech. Digitalni mikrofluidika

je vhodnou metodou i pro nékteré chemické syntézy organickych latek [20, 22].

2.3.3Mikrofluidika segmentovaného toku

Mikrofluidika segmentovaného toku se stala obzvlast cennym néstrojem pro chemické
a biologické procesy. Zatizeni pro tvorbu segmentovaného toku produkuji kapky jedné
kapaliny v druhém nemisitelném nosném médiu. Produkce kapek vyuziva fadu geometrii
mikrofluidnich kanali, kde je monodisperzni soustavou voda v oleji (w/0) pfeménéna na
fadu stejné velkych femto aZ nano litrovych kapicek rychlosti az 100 kHz. Kazd4 z kapic¢ek
je mikroreaktor se specifickym chemickym slozenim a zapouzdienym ,,nakladem®. Tim
mohou byt naptiklad ¢astice, buniky a biomolekuly (DNA, proteiny). V ramci kazdé kapky

1ze provést oddéleny experiment, ktery muze odhalit heterogenitu vzorku [4, 23, 24].

Princip tvorby kapek

Pro generovani kapek se pouzivaji aktivni mody, jako jsou piezoelektrické ovladace
a elektricka pole. Ale castéji se pro generovani monodisperznich kapek vody v oleji
uplatnuji tlakové hubice s tryskami s proudovym zaostienim tzv. flow-focussing geometrie

(Obrazek 14), co-flowing usporadani (Obrazek 15) nebo zafizeni ve tvaru pismene T,
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T-junction (Obrazek 16). Jsou znamy i V-junction a dvojité T-junction, které pro zatim
nenasli velké uplatnéni. Tyto metody maji vyhodu v tom, Ze pro zvySeni propustnosti lze
jednoduse piidat paralelni kanal, protoZze nevyzaduji individudlni ovladani. Vznika tak
kaskadovité rozhrani, pomoci néj se generuji kapic¢ky v sérii a jsou vytvoreny komplexné;si

emulze v emulzich. [23, 24].

olej
I S— |
da -
=000
olej

Flow-focussing

Obrazek 14: Flow-focusing mikrofluidni geometrie kanalu pro vyrobu kapicek [24]

olej

olej

Co-flowing

Obrazek 15: Co-flowing mikrofluidni geometrie kanalu pro vyrobu kapicek [24]

‘ voda

- \J O

T-junction

Obrazek 16: T-junction mikrofluidni geometrie kanalu pro vyrobu kapicek [24]
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Zakladni funkéni princip pro kazdou vySe popsanou geometrii je stejny. Rozhrani
je vytvofeno mezi dvéma tekoucimi nemisitelnymi kapalinami, kde se jedna kapalina
odd€luje do kapicek, které¢ jsou obklopeny druhou kapalinou. Jedna tekutina se stava
dispergovanou fazi (ta, ktera tvoii kapicky) a druhd kontinualni fazi (ta, ktera obklopuje
kapicky). To je fizeno pfislusnymi povrchovymi silami kapalin. Ve vétSin€ piipadd, napf.
pii pouzitim hydrofobnich PDMS kanalii a soustavy voda v oleji (w/0), se vodna faze
disperguje a olej tvofi fazi kontinualni. Naopak je to, pokud jsou kanaly modifikovany
a jejich povrch je hydrofilni. Pro vice emulzi je nutné stiidani hydrofilnich a hydrofobnich

povrch kanalu [24].

V geometrii typu flow-focusing a co-flowing, se kapicky vody v oleji odd€luji
od vodného proudu kapaliny tehdy, kdyz smykové napéti oleje pieckona povrchové napéti,
které udrzuje kapicky ptipojené k vodnému hrdlu. Pro trysky T-junction plati, Ze pii nizkych
pritocich oleje, jeho proud tlaci na vodné kapicky v tu chvili, kdy vodny proud blokuje
kontinualni pritokovy kanal. Cimz dochazi k nartstu tlaku, a to vede k tvorb& kapidek.
Pti vySich pritocich oleje vznikd smykové tfeni a kapky se oddé€luji podobnym zpiisobem
jako u flow-focusing a co-flowing geometrie. Velikost a rychlost tvorby kapek zavisi
na kombinaci rychlosti pratoku vodné a olejové faze, geometrii trysek, piislusnych
dynamickych viskozitach (n) a hustotach (p), a mezifazovém napéti (o). Rovnovaha mezi

setrvacnosti, viskozitou a mezifdzovym napétim upravuje tvorbu kapicek a omezuje jejich

tok [23].
Vztah mezi setrvacnosti a mezifazovym napétim je dany Weberovym ¢islem:

_P'UZ'Dh 3
o

We

kde p je hustota vodné kapaliny, U stfedni rychlost, ¢ mezifazové napéti mezi obéma
nemisitelnymi kapalinami a Dn hydraulicky primér kanalu. Pfi stanovovani dynamiky pro
tvorbu kapicek je spolecné s Weberovym ¢islem (We) stéZejni i ¢islo kapilarni (Ca). To
predstavuje pomér viskoznich sil k sildm mezifdzovym a je dan vztahem:

_nvu (4)
B o

Ca

kde 7 je viskozita olejové tekutiny, U stfedni rychlost a ¢ mezifazové napéti mezi obéma
nemisitelnymi kapalinami. We a Ca ilustruji vyznam setrvacnych, viskoéznich

a mezifazovych sil. Weberovo ¢islo vodné faze a kapilarni Cislo olejové taze spolecné
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poskytuji jakési zmapovani rezimu tvorby kapicek a oznacuji pfechod od stalych kapek

K tryskani.

Pii malych pratokovych rychlostech vody a oleje (We <<1 a Ca <<1), vodné formy
kapaliny od sebe oddéluji vodni hrdlo, aby se minimalizovala povrchova energie, a tim dojde
ke vzniku monodisperznich kapicek. Pti vétSich pritokovych rychlostech vody (We ~ 1 nebo
vEtsi) zaCnou setrvacné sily prevladat nad silami mezifazovymi. Pfi kriticky vysokém We se
vodni hrdlo pohybuje jako Siroky nestabilni proud vodné tekutiny z trysky. Pfechod od
kapani k tryskani také nastava, kdyz stoupa prutok oleje (Ca ~ 1 nebo vétsi). V piipadech
kdy je Ca kriticky velké, dochazi k tomu, ze viskozni sily z vnéjsiho nosného oleje tahnou
vodni tok natolik, aby piekonaly sily mezifazového napéti. To zptisobi protahnuti vnitini

kapaliny na bazi vody do dlouhych tenkych proudu [23].

U T-junction, jsou trochu odlisné rozdélovaci mechanismy, které vedou k pfechodiim
od kapani k tryskéni. Pfi nizkych Ca (nizky pritok oleje) se vodna faze pohybuje na rozhrani
s kontinualni olejovou fazi, kde vytvaii ucpani kanalku. Tlak piisobi proti proudu tak dlouho,
az tlakova sila ptekona sily mezifdzové a kapka se uvolni z hlavniho proudu. Pfi zvySujicim
se Ca (vyssi pritok oleje), tok deformuje kapicku tak, Ze vodny proud zcela nezakryva
priatokovy kanal. Podobné jako u rezimu flow-focusing a co-flowing, se monodisperzni

kapicky vytvareji jako smycka oleje tahnouci kapi¢ku z hlavniho vodného proudu [23].

Aby bylo zajisténo plynulé vytvareni kapic¢ek v proudu, v systémech co-flowing nebo
T-junction, musi byt vodné a olejové priitoky dostateéné malé, aby se zabranilo setrvaénému
a smykovému tryskani. To ukldda omezeni pritoku, dosazitelnych pritokovych rychlosti
a pokles frekvenci generovani pro danou trysku. ZvySené priachodnosti se dosahuje ptidanim

paralelnich kanalt, a nikoliv pouze zvySenim prutoku [23].

Vyuziti mikrofluidiky pro bioanalyzu

Schopnost analyzovat obsah v kapkach kvalitativng¢ i kvantitativné hraje velkou roli ve
vyvoji a aplikaci mikrofluidnich systému na bazi segmentovaného toku. Toho lze vyuzit jak
pro chemické, tak i biologické experimenty. V nésledujicim odstavci jsou uvedeny nékteré

z hlavnich aplikaci mikrofluidiky segmentovaného toku [25].

Mikrofluidika segmentovaného toku, byla uspéSné zavedena pro molekuldrné
biologické aplikace. Jednotliva DNA a molekuly enzymti mohou byt zachyceny v ultra
malych kapkach, amplifikovdny polymerazovou fetézovou reakci (PCR) a reakci
katalyzovanou enzymem, a nakonec kvantifikovany digitalnim pocitanim. Takovou metodu
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je mozné pouzit pro kvantifikaci vzorkl s extrémné nizkymi koncentracemi. Zapouzdieny
do kapek mohou byt také jednotlivé buiiky nebo subcelularni organely. Z diivodu rozliSeni
rozdili v enzymov¢ aktivité, genech a expresi proteint. To vSe na urovni jedné bunky. Toho

se da vyuzit pii objevovani 1éku, testovani toxicity a studiu vzacnych bunék [23, 25].

Mimo jiné lze tato metoda aplikovat i pro screening krystalickych proteind, 1éka
a katalyzatorti. Vzhledem Kk tomu, ze michani a pfenos hmoty se zvysSuje v ramci kapky,
systémy zaloZené na segmentovaném toku mohou byt pouzity ve studii dynamiky rychlych

reakci a on-line syntézy mikrocastic s jednotnymi rozméry [25].
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2.4 Nizkonakladova mikrofluidika
Analyza biologickych tekutin je nezbytna pro sledovani zdravi obyvatelstva. Tyto
analyzy jsou obtizné realizovatelné v rozvojovych zemi, v mimotfadnych situacich nebo
pti domdci zdravotnické péci. Konvencni laboratorni ptistroje poskytuji kvalitni analyzu
biologickych vzorki, ale v téchto situacich nejsou piili§ vhodna. Protoze jsou velké, drahé,
vyzaduji vySkoleny personal a zna¢né mnozstvi biologickych vzorkl. Platformy na bazi
nizkondkladové mikrofluidiky se staly zajimavou alternativou k t€émto konvencnim

biologickym analyzam [26, 27].

Diagnostické testy, zalozené na principu mikrofluidiky jsou pfenosné a k analyze staci
maly objem vzorkt a reagencii. Zkoumani bylo zaméfeno hlavné na vyvoj a vyhodnocovani
novych substratl, mikrokapacitnich technik a detekénich metod pro dosazeni levnych,
robustnich, jednorazovych a ptrenosnych diagnostickych pfistrojich zaméfenych na POC
(point-of-care). Tato zafizeni jsou moznym feSeni pro zlepseni diagnostiky lidského zdravi

V rozvojovych zemi [27].

Néklady na diagnostiku POC by mé&ly byt co nejmensi. Ale i ptes nizké ndklady, musi
byt substrat biokompatibilni, snadno funkéni, vhodny pro diagnostické metody detekce

a biologicky nezavadny pfi jeho likvidaci [27].

Ptesto ze kiemik a ve vétSi mife sklo, byly primarné pouzivany pro vyrobu
mikrofluidnich zatizeni, souvisejici ndklady a pozadované vyrobni postupy nejsou praktické
pro hromadnou vyrobu mikrofluidnich zatizeni uréenych do rozvojovych zemi. V soucasné
dobé€ jsou papir a plasty povazovany za nejlevnéjsi, jednoduSe pouzitelné a vSestranné

materialy pro velkovyrobu levnych pfistroju s mikrofluidnimi vlastnostmi [27].

2.4.1Materialy pro nizkonakladovou mikrofluidiku
Papir
Uzite¢nost papiru nejen v mikrofluidice vyplyva jiz z jeho fyzikalnich vlastnosti. Jedna
se o0 vysoce sofistikovany materidl, ktery mtze byt vyroben tenky, lehky a pruzny
Vv zavislosti na zpracovani. Hlavni sloZkou jsou celul6zova vldkna. Ty umoziluji, aby
kapalina pronikla do hydrofilni vlaknové matrice bez potieby aktivni pumpy nebo externiho
zdroje. Kromé toho, mohou byt celul6zova vldkna funkcionalizovand, ¢imZ se méni jejich

vlastnosti, jako je hydrofilita, propustnost a reaktivita [28].
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Papir je potencialni materidl pro senzory a pfistroje v analytické a klinické chemii, kvili
své vSestrannosti, vysoké hojnosti a nizkym nédkladim. Tyto analytickd zafizeni jsou

flexibilni, pfenosné, jednorazové a snadno ovladatelné [28].

Existuje cela fada papirovych materidlii. Jejich vybér je zaloZzen na vyrobnich krocich,
které jsou nutné pro vyvoj zafizeni a také na konkrétni oblast pouziti. Nej€astéji pouzivanym
se stal filtracni papir. Typy filtra¢niho papiru se rozliSuji podle parametrii jako jsou

poréznost, zadrzovani ¢astic a prutok [28].

I kdyz je filtracni papir Siroce pouzivany, nema vzdy pozadované fyzikalni vlastnosti.
Proto byly zkoumény i jiné typy papiru. Pfikladem jsou hydrofobni nitrocelulézové
membrany, které vykazuji vysoky stupen nespecifické vazby k biomolekuldm a jsou vhodné
pro imobilizaci enzymil, proteinli a DNA. Nitroceluldzové membrany jsou hladké a maji
pomémé rovnomérnou velikost pord (0,45um), coz vede ke stabilngjSimu

a reprodukovatelnéjsimu proudéni kapalin v papiru [28].

Dalsi moznosti je chemickd modifikace celul6zovych vldken. Existuji iontoméni¢ové

celuloézové papiry a kompozitni papiry slozené z celulozy a polyesteru [28].

Vhodnou platformou v senzorovych technologiich je i fotopapir. Leskly papir je
flexibilni substrat vyrobeny z celuldozovych vlaken smichanych s anorganickym plnidlem.
Vzhledem k nedegradovatelnosti a relativné hladkému povrchu lesklého papiru je dobrou

nahradou filtraniho papiru [28].

Principem vyroby mikrofluidickych zafizeni na bazi papiru je tvorba hydrofilnich
kanald, které jsou uzavieny hydrofobni bariérou. Pomoci téchto bariér je vytvofen vzor,
ktery charakterizuje Sitku a délku mikrofluidniho kanalu, a vySku kanalu definuje tloustka
papiru. Vysledné kanaly mohou byt bud’ oteviené nebo uzaviené tenkymi vrstvami
polymeru. Mezi nejpouzivangjsi techniky vyroby papirovych mikrofluidnich zatizeni patii
fotolitografie, inkoustovy tisk, fezdni papiru, oSetieni plazmatem, voskovy tisk
a dalsi [28, 29].
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Obrazek 17: Mikrofluidicky kanl na papife, ktery je vytvofeny pomoci hydrofobnich bariér [29]

Folie

DalSim dtlezitym materidlem pro nizkonakladovou mikrofluidiku jsou félie riiznych
polymert. Ty jsou charakterizovany nizkou spotfebou materidlu a malymi néklady na né;.
Folie 1ze definovat jako polotovar z jakéhokoliv materidlu, ktery je tenci nez 500 um a ma
pruzny charakter. Tenké a flexibilni folie maji i dal8i uzitecné vlastnosti. Témi jsou vysoka
ohebnost a moznost folii ¢astecné prorazit, jako je tomu napiiklad ve farmaceutickém
pramyslu U blistrovych obalti na tablety. Vyhodu oproti papiru je moznost propichnuti folie

a zavedeni vzorku do ¢ipu [30].

Folie jsou tvoteny polymery rizného typu. VétSinou se jedné o termoplasty, duromery,
fotorezistivni polymery a polymery obsahujici kov. Termoplasty jako polyethylen,
polystyren, polypropylen a dalsi, jsou Siroce dostupné jako jednovrstvé folie. I duromery
jako polyimid byly pouzity pro vyrobu folii. Kromé jednovrstvych folii mtze mikrofluidika
snadno vyuzit vicevrstvé nebo slozené foélie. Dva nebo vice polymerd jsou spolecné
vytlaCovany nebo laminovany na sebe tak, ze vysledna folie ma na svém prifezu rizné

vlastnosti. Tim Ize regulovat optické, mechanické a ochranné vlastnosti [30].

Vyroba Cipa z folie vyzaduje vytvoreni rizné¢ komplikovanych kanali a komor. To
muze byt provedenou s odliSnou slozitosti. Nejjednodussi zptisob pro tvorbu vzort na folii,
je vyrobeni sady otvort do foliového substratu v kombinaci s naslednym umisténim horni
folie. Mezi nejvyznamnéjsi patii tvarovani za tepla, fotolitografie, fezani, mokré leptani
a tvofeni vrypli. Vybér techniky se voli v zavislosti na jejich aplikovatelnosti, flexibilité,

ceng, robustnosti a kvalité [30].
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2.4.2Detekce pro nizkonakladovou mikrofluidiku
Pro zachovéni jednoduchosti, cenové dostupnosti a prenositelnosti jsou jako detektory
vhodné techniky s nizkou spotiebou energie. Jako jsou optické a elektrochemické metody.
Mezi nejpouzivanéjsi techniky patii kolorimetrie, elektrochemie, chemiluminiscence,

elektrochemiluminiscence a elektricka vodivost [28].

Kolorimetrie

V nizkonakladové mikrofluidice je nejcastéjsi metodou detekce Kkolorimetrie.
Ta je zaloZena na méfeni intenzity zbarveni reak¢ni ¢asti v zavislosti na koncentraci. Mé&fi
se svétlo, které se odrazilo od povrchu testovaci zony. Odrazené svétlo mize byt zachyceno
napiiklad pomoci fotoaparatu. Zachyceny obraz se pienese do pocitace a interpretuje se
pomoci zobrazovaciho softwaru. Prostfednictvim kalibra¢ni kiivky a zméfené intenzity

se vypocita koncentrace analytu [28].

Elektrochemicka detekce

Dalsi velmi vyuZzivanou technikou v nizkonakladové mikrofluidice je elektrochemicka
detekce. Ta Casto vyuziva tiielektrodovy systém, tj. protielekrodu, referen¢ni elektrodu
a pracovni elektrodu. Tento systém se pievadi na papirovy Cip ve forme vodivych barev. Pro
voltametrické experimenty je nutny potenciostat, ktery ma maly vykon a miize byt prenosny.
Pro tvorbu elektrod se vyuzivaji rizné inkousty. BéZné jsou uhlikové inkousty pro pracovni

elektrody a protielktrody. Pro referen¢ni elektrody se pouZziva stiibro/chlorid sttibrny.

2.4.3Lab-in-a-syringe (LIS)
Piikladem nizkonakladové mikrofluidiky je 1 laboratof ve stfikacce neboli
lab-in-a-syringe (LIS). Pfedstavuje novou metodu pro biosenzory. Ty jsou zalozeny na
konceptu testii s postrannim (LFA) nebo vertikalnim (VFA) priutokem a na principu

mikrofludickych zafizeni, které jsou vyrobeny na bazi papiru (uWPAD) [31].

Prikladem testli LFA je béZny t¢hotensky test, pfi kterém se zjist'uje piitomnost lidského
choriogonatropinu (hCG) v moci. Ve VFA zatizenich, jak uz nazev napovida, je prutok
kapaliny vertikalni ve srovnani s LIF. Tyto testy jsou tvofeny z vrstev, které jsou umistény
na sob¢. EXistuji mikrozafizeni pro vertikalni proudéni, které se skladaji z kazety ptipojené
k injekeni stifkacce. Kazeta se sklada z testovaciho prouzku s reakénim mikrocipem. Dalsi
variantou jsou zafizeni s dvéma spojenymi kazetami a jednou z nich spojenou s injekéni
sttikackou. Tyto kazety byly pouzity jako drzaky filtrii, konjugacnich a detekénich podlozek.
Autofi pro tyto testy pouzili termin LIS. Tato metodika se pouzila pfi oddéleni

28



D od L-alaninu. Jako LIS byla nazvana i metoda automatizované disperzni mikroextrakce
kapalina-kapalina. Terminem LIS jsou v této praci oznaCovany zafizeni s vertikalnim

prutokem na bazi papiru [31-35].

Hlavni problém LIS spociva v detekci. Pii testovani LFA je detekéni podlozka pro
uzivatele snadno viditelnd, naopak je tomu u LIS. Pfi detekci musi uzivatel oteviit kazetu,
ve které je umisténa detekcni podlozka. Tato skutecnost piedstavuje velky problém pfi

analyze potencialné Skodlivych nebo infek¢énich vzorku [31].

VysSe zminovany problém sdetekci byl vyfeSen vyvinutim ,,pravého testu
lab-in-a-syringe*. V tomto zatizeni jsou, na rozdil od ostatnich metod, konjugacni a detekéni
podlozky umistény piimo ve valci stiikacky. A detekéni podlozky jsou zde pro uzivatele

snadno viditelné a detekovatelné [31].

smér
toku

I detekéni ast
| pratokova &ast
| konjugacéni cast
| filtragni ¢ast

L]

Obrazek 18: Ukazka pravého LIS testu [31]
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3 Cile prace
Prvnim cilem této diplomové prace bylo generovani segmentovaného toku. Pro
generovani byla vybrana dveé usporadani. Kapilarni se stiikackovymi pumpami a usporadani

na ¢ipu s pumpou MFCS Flex.

Druhym cilem bylo stanoveni latek ptfitomnych ve vzorku pomoci nizkonakladové
mikrofluidiky. Pro tyto ucely byla pouzita tzv. laboratof ve stiikacce. Ziskané¢ informace

by mohly byt uzite¢né pro stanoveni iontti v moci i pro imunoanalyzu.
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4 Experimentalni €ast
Experimentalni ¢ast je rozdélena na dv¢ ¢asti. Prvni se tyka generovani segmentovaného
toku a druhy lab-on-a-syringe neboli laboratofe ve stiikacce, ktera patii do oblasti

nizkonakladové mikrofluidiky.

Chemikalie, s kterymi se pracovalo, byly zakoupeny u firmy Sigma Aldrich, (St. Louis,
USA) Vv p.a. Cistoté.

4.1 Generovani segmentovaného toku

4.1.1Pouzité chemikalie
Pti vytvareni segmentovaného toku byla pouzita olejovd a vodna faze. Roztoky
fluorohexanu a fluorinertu® FC-770 reprezentovaly olejovou fazi a roztok bromfenolové

modii fazi vodnou.

4.1.2 Pouzité vybaveni a pfistroje
Pro kapilarni uspotfadani byly zapotiebi injekéni stiikacky Omnifix® Luer Lock Solo
oobjemu 5 ml (Braun). Dale T-spojka Micro Tee PEEK 360 um w/Fittings (IDEX)
a elektroforetické kapilary o wvnitinim praméru 50 pm a vné&j§im 360 pum pokryté

polyimidem. Dale bylo pouzito podlozni skli¢ko a izolepa.

Z piistroji byly potiebné dvé stiikatkové pumpy NE — 1000 (New Era Pump System,
Inc. Syringe Pump.com) a mikroskop Motic BA 310. Obraz z mikroskopu byl sniman
kamerou a pienasen do pocitace, kde byl monitorovan pocitacovym programem Motic
Images Plus 2.0.

Pro uspofadani na ¢ipu byl hlavni pomiickou mikrofluidicky ¢ip, spojky a zaslepky
(microfluidic ChipShop), hadicky z PTFE a plastova nadobka na odpad.

V usporadani na Cipu se pracovalo s témito pfistroji. Pumpou MFCS Flex (Fluigent),
ktera byla ovladana pocitaCcovym programem Maesflo (v 2.1.3). Ke zobrazovani slouzil

fluorescencni invertovany mikroskop FLIM. Z néhoz byl obraz zobrazovan, focen

a nahravan pomoci pocitatového programu DinoCapture 2.0.

V obou uspofddani se pracovalo s analytickymi véhami, automatickymi pipetami,

kadinkami, odmérnymi bankami a nizkami.
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4.2 LaboratoF ve stiikaéce

4.2.1PouZzité chemikalie
Pro dikazové reakce ve stiikacce byly pouzity tyto roztoky: 2 M hydroxid amonny,
0,1 M dimethylglyoxim, 0,1 M hexakyanoZeleznatan draselny, Nesslerovo ¢inidlo
(tetrajodortutnatan draselny) o koncentraci 1,16 g/ml, 0,1 M chlorid zelezity, 0,1 M siran
nikelnaty a 0,1 M chlorid amonny.

4.2.2 Pouzité vybaveni a pfFistroje
Pro experimenty ve stiikacce byly pouzity 2 ml injekéni stiikacky s luerovym
zakoncenim (Chirana, Stara Tura), Xcut Docrafts dérovacka s kruhovym nozem, ktery ma
prumér 9,5 mm (Artea trading, Ostrava). Podlozky z celulézového vldkna CFSP203000
Milipore (Labicom, Olomouc), biopsy punche s primérem 1,5 mmm a 4 mmm (Electrom

Micrscopy Sciences) a teflonova folie o tloust’ce 0,05mm (BOLA, Bohlender, Némecko).

Dale byly pii praci se stiikackami pouzity Petriho misky, kadinky, pinzeta, fén,

zehlicka, pecici papir, nizky a odmérné barnky.

4.2 .3Priprava smésného roztoku Ni**, Fe®" a NH," iontd
Roztoky 0,1 M NiSQOg4, 0,1 M FeClz a 0,1 M NH4Cl byly smichany v poméru 1:1:1.
Ze smésného roztoku byly pfipraveny roztoky pro kalibraci. Koncentrace jednotlivych iontii

Vv kalibra¢nich roztocich byla 0,033 M, 0,01 M, 0,005 M, 0,0025 M a 0,001 M.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Segmentovany tok
Mikrofluidika segmentovaného toku je velmi ptinosna pro bioanalyzu. Segmenty slouzi
jako samostatné ,,reaktory*. Toho lze vyuzit napiiklad v mediciné, pfi analyze rakovinnych
bunék. Mikrofluidika segmentovaného toku fesi problém heterogennich nadorovych bunck
tim, Ze buiky jsou uzaviené do segmentt a lze je analyzovat jednotlivé [36]. Tyto divody

nas vedly k tomu, abychom se zabyvali generovani segmentovaného toku.

Pro generovani segmentovaného toku byly zvoleny dvé metody. Generovani
sttikaCkovymi pumpami a uspotadani s pumpou MFCS Flex. Pro generovani stiikackovymi
pumpami byly pouzity kapilary a T-spoj Micro Tee Peek. Naopak pti generovani MFCS

Flex pumpou se pracovalo s mikro¢ipem.

5.1.1Generovani segmentovaného toku v kapilarnim usporadanim
Jak jiz bylo zminéno vySe, prvni experimenty generovani segmentovaného toku byly

provedeny v kapilarnim uspotadani pomoci stiikackovych pump (Obrazek 19).

Dulezitou ¢asti uspofadani je tvar T-spoje. Prostor, kde se vytvaii kapky musi byt co
nejmensi, aby mély kapky stejnou velikost. Pokud by uprostied T-spoje vznikal pfili§ velky
prostor, mohlo by dochazet k tomu, ze vychazejici segmenty nebudou stejné velké. Také je
potieba aby okraj kapilar, které jsou upevnény do T-spoje, byl co nejrovnéjsi. Na hrubém
okraji by mohla zGstavat tekutina, a 1 v tomto pfipadé¢ by kapky nemusely mit stejnou
velikost. Zde byl pouzit T-spoj Micro Tee Peek o vnitinim priméru 360 pm, ktery spliioval

tyto pozadavky.

Nejprve se injekéni stiikacky naplnily roztoky potfebnymi pro vytvoieni
segmentovaného toku. Jedna byla naplnéna fluorohexanem (olejova faze) a druhd roztokem
bromfenolové modfi (vodna faze). Stiikacky byly upevnény do pump. Z kazdé byla vedena
kapiléra o vnitfnim priiméru 50 um a vnéj$im 360 um, ktera byla s durhou kapilarou spojena
T-spojem Micro Tee Peek o vnitinim priméru 360 um. T-spoj vyust'ovala tieti kapilarou,
kde se jiz mél tvorit segmentovany tok. Asi ze 2 cm této kapilary byla odstranéna vnéjsi
vrstva polyimidu, aby se v tomto mist¢ mohl mikroskopem pozorovat vznikajici
segmentovany tok. Kapilara byla upevnéna izolepou na podlozni sklicko tam, kde byla
odstranéna vrchni vrstva polyimidu. To bylo udélano opatrné, aby nedoSlo ke zlomeni,
protoZe kifemenna kapilara je bez vnéjsi vrstvy polyimidu velmi kiehkd. Poslednim krokem

pii sestavovani pfistrojii a pomuicek pro pokus bylo piipojeni mikroskopu k notebooku.
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Po sestaveni byl nastaven pritok olejové a vodné faze. Pritok byl zvolen podle ¢lanku
M. Volného a kol. [37], ktefi pouzili priitok olejové faze 2,5 pl/min a vodné faze 0,75 ul/min.
Tento pokus byl né€kolikrat opakovan, ale vzdy s negativnimi vysledky. Z tohoto diivodu byl
experiment zopakovan s riznymi prutoky, ale nepovedlo se vygenerovat segmentovany tok.

Toto uspotadani se stiikackovymi pumpami nevedlo k Gspéchu.

To ze se segmentovany tok nepodafilo vytvoifit mohlo byt zpisobeno problémem

s ekvilibraci pump. Odezva pumpy pii zméné nastaveni trvala dlouho. Tato metoda se nejevi

jako vhodna pro vytvafeni segmentovaného toku, ani pro rutinni vyzivani v praxi.

Obrazek 19: Sestava pro generovani segmentovaného toku v kapilarach stiikackovymi pumpami

5.1.2Generovani segmentovaného toku na mikroCipu
Druhou metodou pro generovani segmentovaného toku, které byla vénovana pozornost
je na mikrofluidnim ¢ipu. Tento experiment kladl vétsi naroky na pumpu, kterd méla

mnohem rychlejsi odezvu.

Mikrofluidicky ¢ip (Obrazek 21), z n€hoz byly vedeny hadi¢ky do rezervoaru pumpy,
byl umistén pod mikroskop. Rezervoary, které byly soucasti pumpy, se naplnily. Prvni
fluorinertem FC-770 (olejova faze) a druhy roztokem bromfenolové modfi (vodna faze).
Kanaly mikrocipu, kde nebyli ptipojeny hadicky do reagencii a do odpadu, byly zaslepeny.
Mikroskop i pumpa MFCS Flex byli pfipojeny k po¢itaci. Tim byla sestava nachystana pro

experiment. Poté byl Cip promyt fluorinertem a zacala se privadét i vodna faze.
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Obrazek 20: Usporadani pro generovani segmentovaného toku na mikro¢ipu

Pro experiment bylo dilezité zvolit spravny tlak pii pfivadéni obou roztokd do
mirkrocipu tak, aby vznikaly vhodné dlouhé segmenty. Bylo vyzkouseno nékolik riznych
tlakd pro ob¢ faze, které jsou popsané v tabulce nize (Tabulka 1). Pfi tlacich 50 mbar vodné
faze a 54 mbar olejové faze byla rychlost tvorby segmenti nejpomalejsi, ale mezi stfedné
dlouhymi segmenty byl moc velky interval, neZ vznikne dal$i segment. Nejvhodnéjsi byla
tvorba segment pfi tlaku 85 mbar vodné faze a 100 mbar olejové faze (Obrazek 22) a taky
pii tlaku 95 mbar vodné faze a 100 mbar olejové faze (Obrazek 21).

Bylo vyzkouseno nékolik rtiznych kombinaci tlakt. V tabulce jich je uvedeno sedm.
Vsechny uvedené kombinace vedly k Gspé$nému vzniku segmentovaného toku. Tyto

experiment lze povazovat jak pilotni studii pro generovani segmentovaného toku.
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Tabulka 1: Pouzité tlaky olejové a vodné faze pro tvorbu segmentovaného toku.

Tlak (mbar) Délka segmentt Rychlost Frekvence
Vodna faze | Olejova faze (v porovnani tvorby toku (Hz)
S ostatnimi) segmentu
1. 116 124 Ruizna Rychla 10
2. 91 100 Stiedni Rychla 6
3. 95 100 Stfedni Stiedni 3
4. 85 100 Dlouhé Stiedni 2
5. 73 85 Kratké Stredni 3
6. 71 85 Dlouhé Pomala 0,5
7. 50 54 Stiedni Pomala 1

Obrazek 21: Tvorba segmentovaného toku na mikruflidickém ¢ipu. Tlak vodné faze 95 mbar a olejové faze
100 mbar.

Obrazek 22: Snimek segmentovaného toku z mikroskopu, pfi tlaku vodné faze 85 mbar a olejové faze
100 mbar.
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5.2 Laborator ve stfikacce
Dalsim tématem této prace byla mikrofluidika v injek¢ni stiikacce. Jedna se o ,,pravou
metodu lab-in-a-syringe, kde vyhodnoceni probiha piimo ve valci stiikacce a neni nutna
dalsi manipulace se vzorky. Je to prospésné predevsim u vzorkd potencionalné toxickych

nebo v pripadé biologickych tekutin, jako je mo¢ a krev, které mohou byt infekéni.

V této praci jsme se zabyvali vice reakcemi v jedné stiikacce. To je vyhodné z hlediska
cenové dostupnosti. Protoze pokud se umisti tfi reak¢ni ¢asti do jedné stiikacky, je cena nizsi
nez pii pouziti tii stiikacek pro diikaz stejnych reakci. Také se analyza zkrati o Cas, pti kterém

se natahuje roztok vzorku do sttikacky. Tento krok se provede pouze jednou misto tfikrat.

Bylo piipraveno nékolik druht testi ve stiikacce. Pro vSechny byly pomoci Xcut
dérovace vyfezané kulaté celulézové podlozky o praiméru 9,5 mm. Primér byl zvolen podle
velikosti vélce stiikacky. Pouzité stfikacky Chirana maji prumér valce 9,0 mm a podlozky
0 rozméru 9,5 mm zde byly dobfe uchyceny. Kulaté celul6zové podlozky tvorily ve stfikacce
prutokovou a detekéni ¢ast zatizeni. Celul6zové podlozky pro detekci byly pak vlozeny do
reakcnich roztoki a usuSeny fénem. Suché podloZzky byly naskladany do valce stiikacky
pomoci pinzety a peclivé zatlaceny pistem stiikacky do konecné podoby. Pocet podlozek
pro kazdou ¢ast byl zvolen podle druhu testu, a tak aby detek¢ni barevna ¢ast méla dobrou
viditelnost pro analyzu uzivatelem. Idedlni pocet celul6zovych podlozek pro detekéni ¢ast

byl 3-5 kusii.

5.2.1Detekce jednoho iontu
Jako modelové reakce se pouzila detekce Ni?* jontii dimethylglyoximem, ktery je zndm

jako tzv. Cugajevovo &inidlo.

Do reak¢niho roztoku 0,1 M dimethylglyoximu v methanolu byly vlozeny celulézové
podlozky. Tyto kulaté podlozky s primérem 9,5 mm napusténé dimethylglyoxiem slouzily
jako detekeni ¢ast. Dalsi podlozky byly vlozeny do 2 M roztoku hydroxidu amonného, ktery
byl pouzit jako pufr. VSechny podlozky byly vysuSeny fénem a naskladany do valce
stiikacky.

Prvné bylo do valce sttikac¢ky vlozeno pét podlozek s hydroxidem amonnym, ktery mél
funkci reakéniho pufru. Tato ¢ast byla od detekéni oblasti odd€lena Cistou podlozkou
(prutokova vlozka) a na ni bylo naskladano pét podlozek s diemthylglyoximem, jako cast

detekéni. Priitokova vlozka oddélovala detekéni Gast a zonu s reakénim pufrem. Sitka jedné
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celulézové podlozky je asi 1,5 mm. To znamen4, Ze Site detekéni ¢asti, ktera se sklada z péti

podlozek je 7,5 mm. Tento rozmér je vhodny pro béznou vizualni detekci.
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Obrazek 23: Stiikacka pro detekci nikelnatych iontl

Do takto pfipravené injekéni stiikacek byly nasaty Ni%* ionty jako 0,1 M roztok NiSOsa.
Doslo k barevné reakci v detekéni ¢asti. Kde reagovali Ni?* s dimethylglyoximem za vzniku

rizového zbarveni. Zbarveni v reakéni ¢asti bylo dobfe vizualné detekovatelné (Obrazek

24).

Obrazek 24: Stiikacky pro detekci nikelnatych iontd. A) Strikacka pfipravena k pouziti, B) Stiikacka po
reakci s Ni%* ionty
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5.2.2Detekce dvou ionti v jedné strikacce
Pro detekci dvou iontil v jedné stiikacce byly vybrany Ni?* a Fe** ionty. Nikelnaté ionty
se dokazovaly jako v ptedchozim piipad¢é pomoci dimethylglyoximu a Zelezité ionty reakci

s hexakyanozeleznatanem draselnym za vzniku berlinské modii.

Polovina kulatych podlozek byla vlozena do Petriho misky s hexakyanoZeleznatanem
draselnym a druha polovina do dimethylglyoximu. Podlozky byly vysuSeny fénem
anaskladané do valce stiikacky. Jako prvni bylo vlozeno pét podlozek
s hexakyanozeleznatanem draselnym, které slouzili coby detekéni cast zelezitych iontt.
Na nich byla umisténa jedna pratokova podlozka. Ta oddélovala obé detek¢ni ¢asti. Nakonec

bylo umisténo pét podlozek s dimethylglyoximem pro detekci nikelnatych iontd.
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Obrazek 25: Stiikacka pro detekci nikelnatych a zelezitych ionth

Stiikatka byla nachystina k pouziti. Do stiikacky byl nasan roztok Ni%* jako
0,1 M NiSOs a roztok Fe®* jako 0,1 M FeCls. Po prob&hnuti reakci vzniklo riizové zbarveni
zptsobené reakci dimethylglyoximu a Ni?* a toto zbarveni bylo piekryto vznikajici

berlinskou modii, ktera je disledkem reakce Fe3* s Ka[Fe(CN)s] (Obrazek 26).
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Obrazek 26: Stiikacky pro detekci nikelnatych a zelezitych iontd. A) Stfikacka piipravena k pouziti, B)
Stiikacka po reakci s Ni%* a Fe3*ionty, doslo ke smichéni reak&nich zén.

Tento vysledek vedl k myslence, Ze je potfeba detekéni vrstvy fadné oddélit. Protoze
pouze jedna pratokova podlozka nestacila. Pro oddéleni vrstev bylo provedeno nékolik
pokusi, které jsou popsané v nasledujicich oddilech. Reakce ve stiikacce byly nejprve
oddgleny teflonovou folii, voskem, a nakonec pomoci prstencové usporadanych podlozek.

Kde jsou dvé kolecka riizné velikosti vloZena Vv sobg.

5.2.30ddéleni dvou reakci ve strikacce teflonovou félii
Prvni moznosti oddé€leni dvou detekénich vrstev bylo pouZiti teflonové folie. Teflonova
folie byla vysttizena dérovackou Xcut a uprostied byl pomoci biopsy puncheru vyfezan

otvor s primérem 1,5 mm.

Jako v predchozim ptipadé byly podlozky namoceny v hexakyanozeleznatanu
draselném a Vv dimethylglyoximu. Tyto podlozky byly vysuSeny fénem a naskladany do
valce stiikacky. Prvni bylo pét podlozek pro detekci zelezitych iontd, teflonova folie a Cisté
celulézové kolecko s 1,5 mm otvorem, a nakonec pét detekénich podlozek pro nikelnaté
ionty. Do nachystané stiikacky byl nadavkovan roztok Ni?* (0,1 M NiSQ4) a Fe** (0,1 M

FeCls). Poté bylo pozorovano vzniklé zbarveni.
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Obrazek 27: Stiikacka pro detekci nikelnatych a Zelezitych iontll. Detekéni vrstvy jsou zde oddéleny
teflonovou folii.

Pokud kolecko z teflonové folie mélo stejny prumér jako celulézové podlozky
t]. 9,5 mm, dochéazelo k michani barevnych reakci kolem stén, kde teflon Gplné nedoléhal.
Vysledek byl takovy, ze se detekéni zony nedaly vizualné vyhodnotit (Obrazek 29 B). Proto
byla teflonova folie vyfezana s piesahem. Tim Ze je mé&kka, nebyl problém tento presahat

vyfezat stejnou Xcut dérovackou (Obrazek 28).

Obrazek 28: Teflonova kolecka: 1. teflonové kole¢ko o priméru 9,5 mm, 2. teflonové kolecko s piesahem

Kdyz teflon piesahoval pies celulozovou podlozku (Obrazek 29 C), byl prostor okolo
stén valce stfikaCky utésnén a roztoky se do druhé detekéni ¢asti privadely pouze 1,5 mm
otvorem ve stfedu teflonové folie. K miseni barevnych produkti dochazelo jen od stiedu

a na okrajich stfikacky toto miseni nebylo viditelné.
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Tohoto vysledku bylo dosazeno jen v nékterych ptipadech. Bylo obtizné teflonovou
folii umistit do stfikacky tak, aby dobfe tésnila ze vSech stran. Proto oddéleni pouze

teflonovou f6lii nebylo uplné ideélni.

asm 3‘@}\”> =

1)

@s5) DI2ERNS N

Obrazek 29: Stiikacka pro detekci nikelnatych a Zelezitych iontli s oddélenymi reakénimi zénami teflonovou
folii. A) Stifkacka p¥ipravena k pouziti, B) a C) Stifkacky po reakci s Ni?* a Fe3*ionty, B) Teflonova folie
s prumérem 9,5 mm C) Teflonova fdlie s piesahem

5.2.40ddéleni dvou reakci ve stfikacce vrstvou vosku
Dal$i moznosti pro oddéleni dvou detekénich ¢ésti bylo naneseni voskové vrstvy na
celulézové podlozky. Byly pouzity dvé moznosti. Pii prvni se pouze nanesla voskova vrstva

a pfi druhé byla nanesené voskova vrstva zazehlena do celul6zové podlozky.

Obrazek 30: Podlozky pokryté voskem, A) zaZehlena vrstva vosku, B) nezazehlena vrstva vosku

Stejné jako ve dvou poslednich ptipadech byla stiikacka naplnéna péti podlozkami pro
detekci Fe*" iont, ¢istou kulatou podlozkou s nanesenou vrstvou vosku a péti detekénimi
podlozkami pro stanoveni Ni?* iontél. Do pfipravenych stiikadek byly nasaty roztoky Ni?*

(0,1 M NiSO,) a Fe** (0,01 M FeCls). Vizualné se hodnotila vznikl4 zbarveni.
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Obrazek 31: Stiikacka pro detekci nikelnatych a Zelezitych iontl. Reakce zde byly oddéleny vrstvou vosku.

V ptipade kdy byla vrstva vosku zazehlena ptes pecici papir do celuléozové podlozky,
doslo k promichani barevnych produktt reakce. A vysledek se nedal vyhodnotit (Obrazek
33 B). Doslo k tomu protoze, n¢ktera celuldozova vlakna podlozky nebyly pokryty voskem a

barevny roztok nimi prosel i do druhé detekéni zony a tim se barvy smisily.

U experimentu, kdy byla nanesena souvisla vrstva vosku byl vysledek o poznani lepsi
(Obrazek 33 A). Tato neptetrzita voskova vrstva zabranuje michani barevnych vyslednych
produkti. U téchto stiikacek §lo vizualné vyhodnotit o jaké ionty se jedna. Barvy zde byly

nepatrn¢ smichany.

Obrazek 32: Stiikacky pro detekci nikelnatych a zelezitych iontl. A) Podlozka s nezazehlenou oddélovaci
voskovou vrstvou, B) Podlozka se zazehlenou voskovou vrstvou
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Obrazek 33: Stifkacky po reakci s Ni?* a Fe3*ionty, A) Podlozka s nezaZehlenou oddélovaci voskovou
vrstvou, B) Podlozka se zaZzehlenou voskovou vrstvou

5.2.50ddéleni dvou reakci ve stfikaéce pomoci prstencového usporadani

Jako nejlepsi varianta pro oddéleni dvou detekénich zon se jevilo prstencové
usporadani. Zde bylo ve vyfezané podlozce o priméru 9,5 mm vykrojeno dalsi kolecko

pomoci biopsy puncheru o priiméru 4 mm a v ném jest¢ jedno o pruméru 1,5 mm. Nejmensi

kolec¢ko bylo vyhozeno a s ostatnimi se pracovalo dale (Obrazek 34).

5)
\ s/

Obrazek 34: Celuldzova podlozka s primérem 9,5 mm, do které byly vyfezany kolecka o pruméru 4,0 mm
(Zluté) a 1,5 mm (bilé). Dale se pracovalo s podlozkami a vnéj§im praméru 9,5 mm (fialové) a 4,0 mm
(Zluté).

Cast vétsich koledek (o priméru 9,5 mm) byla namoéena do dimethylglyoximu a jejich

vnitini ¢asti (o priméru 4 mm) do hydroxidu amonného. Dalsi podil vétSich kolecek byl dan

do hexakyanozeleznatanu draselného a jejich vnitini koleCka zlstala Cista. VSechny casti
byly vysuSeny fénem.
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Podlozky byly naskladany do stikacek, tak ze kolec¢ka o priméru 9,5 mm a 4 mm byly
vlozeny ve stiikacce do sebe a tvorili v podstaté jednu podlozku. Jako prvni se do stiikacky
vlozilo pét kolecek s hexakyanozeleznatanem draselnym s ¢istymi vnitfnimi podlozkami.
Dale jedna podlozka, jako prutokova. Tato vrsva byla Cista, ale také vyfezana. A posledni
vrstva byla tvofena péti podlazkami, kde vétsi kolecko bylo napusténo dimethylglyoximem

a vnitini kole¢ko hydroxidem amonnym.

Pfipravené st¥ikacky byly naplnény roztoky Ni?* (0,1 M NiSO,) a Fe** (0,01 M FeCls).
V tomto piipad¢ vznikly barevné produkty, které se nesmichaly. Vysledek tohoto pokusu
byl velmi pozitivni (Obrazek 35).

Obrazek 35: Stiikacka s prstencovym uspofadanim po reakci s nikelnatymi a Zelezitymi ionty.

Tim Ze se podlozka skladala ze dvou vlozenych kolecek, byla difuze z prostfedni Casti
do stran pomalejsi nez v piedeslych piipadech. A k okrajum valce stiikacky, do ¢asti, ktera

se hodnoti vizualng, se nedostal druhy produkt barevné reakce.

5.2.6 Oddéleni tfi reakci ve strikacce
Pro detekci tfi reakci v jedné stiikaéce byly vybrany NH4", Ni?* a Fe*" ionty. Nikelnaté
ionty se dokazovaly reakci s dimethylglyoximem za vzniku rdzového zbarveni, zZelezité
ionty s hexakyanozeleznatanem draselnym za vzniku berlinské modti a amonné ionty reakci

S Nesslerovym ¢inidlem za vzniku hnédého zbarveni.

Pro oddéleni tii reakci v jedné injekéni stiikacce bylo pouzito vice vySe zminénych
metod. Teflonové folie s presahem a prstencové usporadanych podlozek pro pomalejsi difazi

do stran.

Tento pokus byl realizovan stejné jako ty pfedchozi. VEtsi podlozky o vnéj§im praméru
9,5 mm byly napustény reakénimi ¢inidly pro ditkaz nikelnatych, amonnych a zelezitych
iontl. Prostfedni mensi kolecka o vnéj$im priméru 4 mm byla Cistd az na kolecka, kterd
slouzila k diikazu nikelnatych iontl. Ty byly ponofeny v hydroxidu amonném, ktery slouzil

jako pufr. VSechny podlozky byly vysuSeny fénem nebo na vzduchu.
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Podlozky byly vlozeny do valce stiikacky v néasledujicim potadi. Po filtra¢ni podlozce
byla prvni reakéni vrstva tvofena tfemi koleCky S Nesslerovym c¢inidlem pro dikaz
amonnych iontd. Déle teflonova folie s jednou cistou podlozkou, které mély vprostied
otvor 1,5 mm, jako oddélovaci ¢ast. A tfi podlozky s hexekyanoZeleznatanem draselnym pro
dikaz Zelezitych ionttl. Tato ¢ast byla znovu oddélena prodéravénou teflonovou folii a Cistou
podlozkou. Posledni vrstvou byly tfi kolecka pro dikaz nikelnatych iontli napusténé

dimethylglyoxime.
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Obrazek 36: Stiikacka pro detekci amonnych, nikelnatych a Zelezitych iontl. Detekéni vrstvy jsou zde
oddéleny teflonovou folii a pomoci prstencového usporadani.

I 23

Obrazek 37: Pripravena strikacka pro detekci amonnych, Zelezitych a nikelnatych iontt

U nékterych experimentti bylo pofadi reakénich vrstev pfeménéno, tak jak je tomu
v ukazce na obrazku (Obrazek 38). Prvni byla vlozena vrstva pro detekci Zelezitych iontu,

druha pro detekci nikelnatych ionti a tieti pro detekci iontti amonnych.

Vysledkem vyse popsanych experimentt, jsou dobife oddélené zony, které 1ze vizualné

vyhodnotit.
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Obrazek 38: Stiikacka po reakcei s Zelezitymi, nikelnatymi a amonnymi ionty.

Obrazek 39: Postup piipravy ,,Lab-in-syringe®. S teflonovou folii a prstencovym uspotfadanim podlozek pro
tii reakce v jedné stiikacce.
47



Dukaz NH4*, Ni?* a Fe3*iontd v mog¢i
Laboratof ve stfikacce by mohla slouzit v klinické praxi k analyze ionti v moci. Pro tuto
analyzu jsme pouzili usporadani, kde detek¢ni ¢ast oddéluje teflon a jsou pouzity prstencové

podlozky. Protoze tato metoda byla nejspolehlivé;si.

Do sttikacky, ktera byla naskladana tak jako v pfedchozim piipadé, byla nasata moc.

Pozorovalo se zbarveni detek¢nich podlozek.

Pro tento experiment byla sestavena kalibra¢ni fada Sesti roztokd o rizné koncentraci
a stanovovala se intenzita zbarveni podlozek ve valci stiikacek. Koncentrace jednotlivych
iont byla 0,001 M, 0,0025 M, 0,005 M, 0,01 M, 0,025 M a 0,033 M. Kalibra¢ni fada se
ptipravovala v moci zdravého dobrovolnika. Vysledkem jsou nasledujici grafy zavislosti

intenzity zbarveni na koncentraci jednotlivych iontt.
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Graf 1: Zavislost intenzity zbarveni na koncentraci zelezitych iontt v mogi.
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Graf 2: Zavislost intenzity zbarveni na koncentraci nikelnatych iontd v mo¢i.
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180 -

160 -
140 | y=3994,6x+60,525
R?=0,9933

120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

0 T T T T T T 1
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035

Koncentrace (mol/l)

Graf 3: Zavislost intenzity zbarveni na koncentraci amonnych ionttt v mo¢i.
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6 Zaver
V této diplomoveé praci, ktera se zabyva mikrofluidikou, byl generovan segmentovany
tok dvéma metodami. Prvni metoda se stiikackovymi pumpami v kapilarnim uspotadani
s T-spojem nevedla K aspésnému generovani. Druhd metoda, kde se generoval
segmentovany tok pumpou MFCS Flex, jiz vedla ke generovani segmentovaného toku.

Tento vysledek se d& povazovat za uspéch pii pilotni studii.

V injekénich stiikackach byl vyroben test tzv. ,,prava“ lab-in-a-syringe. Zkoumalo se
oddéleni dvou a vice reakci v jedné stiikacce. Oddéleni pouze pomoci teflonové folie nebylo
uplné uspesné. Proto byla vyzkousena metoda oddéleni detekénich casti vrstvou vosku.
I U tohoto uspotradani doslo k mensimu smichani vrstev. Tretim zptisobem bylo oddéleni
prstenci, které se jevilo jako nejlepsi. Protoze ani jedno oddéleni nebylo stoprocentni, pouzili

4

se prstence v kombinaci s teflonovou fo6lii. To bylo nejspolehlivéj$im feSenim.

Vyuziti laboratofe ve stiikacce bylo v tomto piipadé demonstrovano na nikelnatych,
zelezitych a amonnych iontech. Ty byly v posledni kapitole dokazovany v moci.
Ale ve stiikacce mohou byt pouzita jakékoliv reakéni roztoky. Budoucnosti by mohla byt

imunochemie. Kde se daji do stiikacky umistit podlozky obsahujici protilatky nebo antigeny.

Lab-in-a-syringe s jednoduchosti analyzy, rozmanitosti vyuziti a z divodu nizké ceny

mize byt velkym ptinosem pro klinickou analytickou chemii.
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