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1 UVOD

V dnes$nim svété se témét vSude setkdvame s potiebou miniaturizace a stejné tak je
tomu i v chemii. Pro ruzné aplikace potfebujeme pfenosna zafizeni, ktera jsou lehka,

skladna a idealn¢ i dostatecné vykonna a levna.

Mikrofluidicka zatizeni se vyznacuji malymi rozmeéry a pracuji s velmi malymi
objemy vzorkii a reagencii. Spliuji tedy pozadavek miniaturizace a proto je
mikrofluidika v posledni dobé popularni obor. Stéale se hledaji nové aplikace a moznosti
vylepSeni mikrofluidnich Cipti. Dulezitym faktorem je také cena vyrobeného zatfizeni,
ktera se d4 v mikrofluidice vyrazné ovlivnit volbou materidlu. Piivodné se rozsitily Cipy
z polydimethylsiloxanu, nasledn¢ se ale zacal jako material pro vyrobu pouZzivat i papir
nebo folie. V takovém piipad¢ uz se hovoii o nizkondkladové mikrofluidice. Ta by
mohla byt velmi zasadni mimo jiné pro rozvojové staty, kde by vyrazné zlepsila
zdravotni péci. Poskytla by jednoduché a finan¢né nenaroc¢né testy, které by rychle
detekovaly patologické stavy pacientli. Na jednom cipu lze dokonce provést nekolik

analyz a probiha snaha o zvySeni tohoto poctu a o vytvofeni tzv. laboratofe na Cipu.



2  TEORETICKA CAST

2.1 Mikrofluidika

Mikrofluidika je védni obor, ktery se zabyva proudénim kapaliny v kanalcich, jejichz
rozmery jsou \% fadech milimetrt az mikrometra. Pro
kanalky s rozmérem Vv nanometrech, které se vyskytuji vyjimec¢né, je potieba vzit
na védomi pohyb samotnych molekul a pro popis vyuzit kvantovou mechaniku misto
Klasické mechaniky tekutin. [1] Reakéni objemy se na mikrofluidnich zafizenich
pohybuji v mikrolitrech az nanolitrech, coZ znamena, ze k analyze sta¢i malé mnozstvi
vzorku, malé mnozstvi reagencii a vyhodou je také malé mnozstvi odpadu po analyze.
Délka analyz na téchto systémech je né€kolik sekund az minut. Mikrofluidika
se v poslednich letech masivné rozviji a hledaji se stale nové postupy a moznosti

aplikace.

Separaéni kandlky na mikrofluidnich zafizenich byly na po€atku vyvoje rovné,
postupné se vSak jejich design vyvijel a dnes je mozné pouzit i komplikované systémy
kanalkd, které obsahnou nekolik krokl analyzy. Mikrofluidni analyzatory v sobé kromé
kanalkl slucuji zasobniky na reagencie, sméSovace, pumpy a detektor. Na jednom
zafizeni tedy probiha nékolik kroku analyzy a proto jsou tyto systémy nazyvany ,,micro
Total Analysis System” (U-TAS). Vrcholem vyvoje je laboratof na ¢ipu (,,Lab-on-a-

chip™). [2] Pouzitim mikrofluidnich ¢ipt ziskame také vyhodu snadné automatizace.

Pro vyrobu mikrofluidniho zafizeni je moZné pouZit rGzné materialy. Diive
se vyuzival kifemik a sklo, nyni pfevazuji Cipy vyrobené z polymert. NejrozsifenéjSim
materialem je dnes flexibilni elastomer polydimethylsiloxan (PDMS). (Obr.1) [3]
Dal§im moZnym pfistupem je vyroba mikrofluidnich zafizeni z papiru, protoze jejich

vyroba je levna, oznacuji se jako nizkonakladova mikrofluidni zatizeni.

2.1.1 PDMS &ipy

Polymery se vyznacuji Sirokym rozsahem fyzikalnich a chemickych vlastnosti, je
mozné je modifikovat pomoci aditiv. Vyroba polymerti neni nakladna, takze 1 diky
jejich dostupnosti se staly hojné¢ pouzivanym materialem pro vyrobu mikrofluidnich

¢ipd.



PDMS je nejpouzivanéjsi materidl pro vyrobu mikrofluidnich ¢ipt. Jeho vyroba
je jednoduchd a levna, neni potieba pouzivat vysokych teplot. Pii vyrobé se snadno
tvoii spoje. Jde o elasticky material, ktery je chemicky inertni, problém muze byt pouze
reaktivita s nékterymi organickymi rozpoustédly. Struktura PDMS je porovita, pro
plyny je tento material propustny. PDMS je vhodny i pro biologické vzorky, protoze
neni toxicky. Diky jeho optickym vlastnostem je pouzitelny pro UV/Vis detekci,

ptipradné fluorescen¢ni detekci. [4]

HaC HaC  CHs CHg
H?’C\éi \s"i s'i:/CH3
O O
H,3C CH,4
L 1n

Obrazek 1: Polydimethylsiloxan

2.1.1.1 Vyroba PDMS &ipé

Prvnim krokem pfi vyrob& je navrZeni poZadovaného tvaru kanalk a dale pfeneseni
tohoto tvaru do zvoleného materidlu. Nakonec se kanalky uzaviraji pfilepenim dalsi
vrstvy materialu. Pfeneseni motivu kanalkii na polymer je mozné dé€lat pomoci

fotolitografie a dalSich metod.

Fotolitografie

Fotolitografie je metoda, kterd umoznuje pieneseni motivu z fotomasky na substrat
s vyuzitim latky citlivé na elektromagnetické zareni (fotorezistu). Fotorezist po
vystaveni zafeni zméni svou strukturu bud’ vytvofenim chemicky odolenégjsi struktury
nebo naopak vytvorenim struktury, kterd je rozpustnéjs$i nez piivodni. Pokud vznikla
odolnéjsi struktura, $lo o negativni fotorezist. Pfi vzniku rozpustnéjsi struktury se
jednalo o pozitivni fotorezist. Déle je tfeba pomoci vyvojky odstranit exponované ¢asti
a naleptat povrch leptacim roztokem. Nakonec se opladchne zbyly fotorezist. NejCastéji

se pouziva UV zéfeni a touto technikou je mozné dosdhnout rozliSeni v fadu nanometrt.



Vyrobu ¢ipi pomoci fotolitografie komplikuji prachové ¢astice, je proto nutné pracovat

ve vysoce Cistych prostorach.[5]
Lehka litografie

Pti lehké litografii se Cipy vyrabi odlévanim do formy, ktera se mize piipravit pomoci
fotolitografie nebo vytisknout na 3D tiskarné. Do formy se odleje monomer ve formé

tekutiny s polymerac¢nim iniciatorem a necha se zpolymerovat.[5]
Vstrikovani

Pokud polymer nelze odlévat, da se pouzit metoda vstiikovani. Polymer se po vyhtati

nad teplotu skelného pfechodu pod tlakem vstiikuje do formy a po ochlazeni se vyjme.

Laserova ablace

Laserova ablace vyuZiva fokusovany svazek UV zafeni, ktery v misté dopadu zvysi
teplotu na stovky stupiii Celsia a materidl se odpaii. Kanalky, které takto vzniknou,

nemaji zcela hladky povrch.[6]

2.1.1.2 Separace

Separace kapilarni elektroforézou

NejcCastéji vyuzivanou separaci v mikrofluidnich zafizenich je separace kapilarni
elektroforézou a to zejména diky snadné miniaturizaci. Tato separace se uskuteciiuje
na ¢ipech ve tvaru kiize, mikrokanalky jsou kratké a dochazi k roz§ifovani piku. Tim je
ucinnost separace limitovana. RozSifovani piku je zpiisobené podélnou difuzi, kterd
probiha béhem separace a detekce. [7]

Separace kapilarni elektroforézou je zpravidla rychld, protoZze se pouziva maly
objem vzorku. Elektrické pole se na ¢ipech kiizového tvaru aplikuje nejdiive smérem
od vstupu vzorku k odpadu vzorku. Nasledné¢ se malé napéti ptfivede 1 do tlumivého
roztoku a do odpadu, aby se zabranilo vytékani vzorku ze separa¢niho kanalu. Nakonec
se do tlumivého roztoku a odpadu ptivede i hlavni elektrické pole, tim se vzorek

nastfikne a za¢ne separace (Obr.2).[3]
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zavadéni vzorku vstiiknuti vzorku

vstup vzorku

Smer smer
toku toku
& O c >
vstup vystup separacni kanal
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odpad vzorku
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Obrézek 2: Zavadéni vzorku do mikrocipu (vlevo) a vstfiknuti vzorku

do separac¢niho kanalu. [upraveno z cit. 3]

Chromatograficka separace

Vyznamnou metodou separace, ktera se v mikrofluidice vyuziva je chromatografie.
Zpocatku byla vysokoucinnd kapalinova chromatografie v mikrofluidnich systémech
Spatné realizovatelna kvili vysokému tlaku, ktery je potfeba pro jeji prib&h. Problém
bylo i zaclenéni vysokotlaké mikropumpy do ¢ipu. Pozdéji se zacalo vyuzivat elektrické
pole, které pomaha separaci. Dal§im vylepsenim bylo vyuziti mikrokanalkti naplnénych
staciondrni fazi, kterou byl porézni polymer. Polymer prostfednictvim inkorporovanych

elektrolyti umoznuje elektroosmoticky tok. [3][7]

Separace bariérou nebo silovym plisobenim

Separace Castic a buniek se stala v mikrofluidice vyznamnou. Buiiky a ¢astice mohou
byt ovladany pomoci bariéry nebo silového piisobeni a toho se vyuZziva pfi separaci.
Buniky nebo c¢astice se zachyti v kandlu, kde dochéazi k separaci, pfipadné vystaveni
¢inidlim. Dal§i moznosti je vyuziti kontinudlniho toku, kdy je vzorek pumpovan pies

mikrokomoru a vychylen pomoci bariéry nebo silového puisobeni. (Obr.3) [3]

11
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Obrézek 3: Zachyceni ¢astic v mikrokanalu pomoci silového pole (vlevo),

kontinualni vychyleni ¢astic, které umoziiuje separaci [upraveno z cit. 3]

2.1.2 Nizkonakladova mikrofluidika

Ptesto, ze néklady na vyrobu PDMS ¢ipl jsou pomérné nizké, je snaha o vyvoj jesté
levnéjSich mikrofluidnich zafizeni. Ptiznivéjsi cena a jednoduchost by umoznily rutinni
pouzivani mikrofluidnich chemickych testi napiiklad v domécnostech nebo v zemich,
kde chybi finance a $koleny personal. Nizkonakladova mikrofluidni zafizeni se vyrabé&ji

pfevazné z papiru, dé se vyuzit i nitrocelul6zova membrana, ptipadné laminovaci folie.

2.1.2.1 Materialy
Papir

Papir byl v minulosti pro analytickou chemii dulezity material a stile se vyuziva pro
nekteré aplikace, jako tfeba chromatografie, imunotesty nebo kvalitativni testy
Vv klinické diagnostice. Pro vyrobu mikrofluidnich zatizeni byva ¢asto pouZzivan diky
jeho cené, ale také dostupnosti. Dulezitou vlastnosti papiru je jeho hydrofilita
a schopnost transportovat tekutiny pomoci kapilarnich sil. Dochdzi na ném tedy

K pasivnimu transportu a neni tieba pouzivat pumpy.

Dalsimi vyhodami papiru jsou jeho fyzikalni vlastnosti - jeho lehkost
a dostupnost v riznych Sitkach. Neni problém ani v jeho skladovani a pfevozu. Jde
0 material kompatibilni s biologickymi vzorky, protoze je tvofen celul6zou nebo smési
celulozy s polymerem. V piipadé potieby je mozné do papiru inkorporovat funkéni
skupiny, které se nasledné kovalentné vazou naptiklad na bilkoviny nebo DNA. Papir

obsahujici kovova vlakna nebo vodivy uhlik mize vést elektricky proud nebo reagovat

12



na magnetické pole. Ve vétsiné piipadii ma papir bilou barvu a s barevnym substratem
tvoii dobfe znatelny kontrast, proto je vybornym médiem pro kolorimetrickou detekci.
V pfipad¢ analyzy biologickych vzorka je vyhodou, Ze mizeme papir zapalit. Dojde

k destrukci a nezustane kontaminovany material. [8][9]

Nevyhodou pouziti papiru pro mikrofluidni zafizeni muze byt jeho nizka
odolnost vii¢i vliviim prostfedi. Snadno se da roztrhnout nebo se zniéi politim. I pfesto

je jeho pouziti pro vyrobu mikrofluidnich testi vyhodné.

Nejlepsi typ papiru pro mikrofluidni zafizeni je filtracni papir (Obr.4).
Filtracnich papirti je mozné sehnat mnoho druhti, které se li§i porovitosti a rychlosti
pritoku tekutiny, pfipadné retenci ¢astic. Pokud filtracni papir neposkytuje pozadované

fyzikalni vlastnosti, je mozné vyuzit napiiklad nitrocelul6zovou membranu.

Nitrocelulozova membrana (Obr.4) je hydrofobni a ma vysoky stupeni
nespecifického vdzani na biomolekuly - enzymy, proteiny a DNA. Diky hladkému
povrchu a uniformni velikosti pori je tok tekutiny na této membrané stabilnéjsi nez na
filtraénim papife a snadnéji reprodukovatelny. Stejné jako u filtraéniho papiru lze
celulozova vldkna chemicky modifikovat, existuji napiiklad iontové vymeénné

celulézové papiry. [10]

FILTER PAPERS
FILTENPAPIERE  PAPIEAS FILTAES -

4

2

e

M

Obrézek 4: Filtraéni papir (vlevo) [11] , nitrocelulézovd membréna [12]
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Fotopapir je dal$i moznosti pro vyrobu nizkondkladového mikrofluidniho
zafizeni. Jde o materidl tvofeny celulézou a anorganickou slozkou. M leskly a hladky

povrch.

Folie

Kromé vyvoje papirovych mikrofluidnich zatfizeni se vyvijeji i laboratofe na cipu
vyrobené z folie. Folie je, stejné€ jako papir, finanén€ nenarocny material pro vyrobu. D4
se pouzit v kombinaci s papirem, kdy folie slouzi jako ochrana papirového Cipu po
zalaminovani nebo se mizou vytvaret mikrofluidni zafizeni ptimo z folie.

Folie je velice flexibilni, lehky a tenky material, ktery se snadno skladuje. Je
tvofena polymery. Vé&tSinou se jednd o polyetylen, polypropylen nebo polystyren.
Laminovanim je mozné vytvofit vicevrstvé folie z jednovrstevnych. V jednotlivych
vrstvach takto vytvotené vicevrstevné folie mohou byt rozdilné vlastnosti. Tohoto se da
vyuzit, protoze je mozné takto upravovat mechanické a optické vlastnosti. Foélie mohou
byt i tepelné vodivé a to pokud obsahuji kovovy prvek. [13]

Ve fdlii Ize propichnutim vytvofit dirka, vznikne tak otvor, ktery slouzi pro

zavedeni vzorku do ¢ipu. Toto miize byt vyhoda folie v porovnani s papirem.

2.1.2.2 Vyroba mikrofluidnich za¥izeni z papiru

Vyroba papirovych mikrofluidnich zatizeni spociva ve vytvotfeni hydrofilnich kanald,
které jsou obklopeny hydrofobni bariérou (Obr.5). [8] Z téchto bariér se vytvoii vzor,
ktery definuje Sitku a délku mikrofluidnich kanali a tloustka papiru definuje vysku
kanalu. Tyto hydrofobni bariéry v pozadovanych vzorech je mozné pfipravit riznymi
metodami. Postupy se liSi cenou, spolehlivosti a rozliSenim, které mohou poskytnout.
Mezi nejznaméjsi metody vyroby mikrofluidnich zatfizeni z papiru patii fotolitografie,
tisk vosku, stithani papiru, tisk a leptani pomoci inkoustové tiskarny a nebo oSetfeni

plasmou. [8]

14



papir hydrofobni
(hydrofilni cast) kanal bariéra

'200pm 200 um

Obrézek 5: Kanal vytvoieny pomoci hydrofobnich bariér na

papiie [upraveno z cit. 8]

Fotolitografie

Vyroba mikrofluidnich zafizeni s vyuzitim fotorezistu a ptisobeni UV zafeni (Obr. 6)
byla jiz popsana u vyroby PDMS ¢ipt. Timto postupem je mozné pfipravit kandlky o
Sitce 200 um.

1. impregnace
fotorezistem

.. fotorezist

—

2. suSeni
3. vyrovnani

.-maska
4. ozareni UV svétlem
5. suSeni

W

6. vyvijeni

bariéra

C ]

Obrazek 6: Vyroba mikrofluidnich za¥izeni metodou fotolitografie

[upraveno z cit. 8]
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Voskovy tisk

Tisk vosku je metoda, kterd je vhodnd pro vyrobu velkého mnozstvi papirovych
zafizeni (stovky az tisice). [14] Tento proces se skladd z nejmensiho poctu kroki.
Prvnim krokem je nati$téni vosku v pozadovaném tvaru na povrch papiru. Nasleduje
druhy krok, kterym je rozpousténi vosku. Pfi rozpousténi vosk prostoupi celou

tloustkou papiru a vytvoii se hydrofobni bariéry (Obr.7). [15]

_.~papir
L |
1. tisk vosku na testovaci zéna
¢ papir M
vosk :
| ; % .-vosk
¢ 2 zabfétipapire  § Qg | -_

_-bariéra z vosku

A _A A

Obréazek 7: Vyroba mikrofluidnich zafizeni voskovym tiskem (vlevo), ukazka
papirového mikrofluidniho zafizeni vyrobeného voskovym tiskem

[upraveno z cit. 8]

Pro tisk je vyuzivana inkoustova tiskarna, obsahujici misto inkoustu
nizkotavitelny vosk. Vosk se pii tisku roztavi, natiskne se na papir v pozadovaném
vzoru a na papife okamzité ztuhne. Takto natisknuty vosk je pouze na povrchu papiru
apro vytvoreni hydrofobnich bariér je tieba, aby prostoupil celou tloustkou papiru.
Proto se musi papir s voskem jeste zahtat.

Vyroba pomoci tisku vosku je vhodna pro vétsi Cipy a nedosahuje takového
rozliSeni jako fotolitografie. Hydrofobni bariéry jsou Siroké asi 850 um a kanalky
560 um. [8] Vyhodou tohoto postupu vyroby je rychlost, protoze 1ze natisknout nékolik
¢ipli na jeden papir a rychlost tisku je zhruba stejné rychla jako klasicky inkoustovy
tisk. Vosk pouzZity pro tisk mlze mit riznou barvu. Diky tomu, Ze se pii vyrobé
nepouzivaji zadné chemikalie neni papirovy ¢ip nijak kontaminovan. Na vytvofené

papirové zatizeni se do testovaci zony zavedou reagencie, coz je posledni krok vyroby.
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OSetfeni plasmou

Papir je pfi tomto vyrobnim postupu nejdiive upraven silanizaci pomoci
oktadecyltrichlorosilanu, ¢imZz se stane hydrofobnim. Zhydrofobizovany papir se
nasledné osetii plasmou pies masku se vzorem. Cast, kterd neni zakryta maskou, je
vystavena pusobeni plasmy a v disledku toho dochazi degradaci hydrofobnich molekul
oktadecyltrichlorsilanu navazaného na celul6zova vlédkna. Tim se tato oblast stava opét
hydrofobni a vzniknul tak potiebny kanal. [16]

U oSetieni plasmou je potieba sledovat intenzitu a ¢as vystaveni plasmé, aby

bylo dosazeno reprodukovatelnych sitfek kanalt.

DalSi moZnosti vyroby

Mikrokanalky je mozné vyrobit 1 pomoci inkoustového tisku, kdy dochdzi k leptani
polymeru naneseného na povrchu papiru. Inkoustovou tiskarnu je mozné vyuZit i pro
naneseni reagentii do testovacich zon na Cipu.

Laserové oSetieni vyuZziva polymerizaci fotopolymeru a touto technikou vyroby
lze dosdhnout nejuzsich kanalk. Kanalky vyrobené pouzitim laseru mohou byt az
80 um uzké. Hydrofobni bariéry dosahuji Sitky 120 pm.

Pro vyrobu je také mozné filtratni papir nastfihat nizkami do pozadovanych
tvarti. Takto lze vyrobit jednodussi tvary s pfesnosti, kterd zavisi na Sikovnosti ¢loveéka,

ktery vysttihuje.

2.1.2.3 Vyroba mikrofluidnich za¥izeni z félie

Zpusob vyroby Cipt z folie se voli podle aplikace mikrofluidniho zatfizeni. Naptiklad
pokud je potfeba, aby mél Cip maly tepelny odpor, zvoli se takova technika vyroby,
kterd umoZzni pfipravit tenky c¢ip. Vyroba zahrnuje utvofeni rtizné komplikovanych
komor a kanaltl ve folii. Nejsnazs§i metoda vyroby je utvoieni otvorti ve folii a nasledné
umisténi dalsi folie jako vrchni a spodni vrstvy. Tak ziskdme uzavieny systém kanald.
Nejpouzivangjs$i metody vyroby jsou fotolitografie, tepelné formovani, vtlaceni vzort,
mokré leptani, stithani a fezéni. Technika vyroby se voli podle jeji aplikovatelnosti,

robustnosti, flexibility, kvality a ceny. [13]
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Tepelné formovani

Tento proces vyroby Cipu z folie je zalozen na formovani polymeru do trojrozmérného
tvaru. Realizuje se pomoci vakuového formovani termoplastickych folii. Pfi tomto
postupu se folie zahieje aby byla dost m&kka a poté se pevné sevie do tvarovaci
formy.Pusobenim vakua nebo zvySeného tlaku se félie formuje podle tvarovaci formy
a vznika pozadovany tvar. (Obr.8) [17] Po ochlazeni se muze folie odd¢lit od formy.
Tvarovaci formy mohou byt vyrobeny naptiklad z polydimethylsiloxanu, ktery diky své

flexibilit¢ umoznuje snadné oddéleni folie a rychlou vyrobu.

. odlitek z PDMS
forma s ryhami \
@ Vyroba ptedlohy @ Tvorba odlitku z PDMS

hlinikovy drzik \ pevné utésnéni drzaku

polymerni f0h€‘ o, : L

PDMS odlitek

@ umisténi odlitku a folie do drzéku, @ Pevné uzavieni drzaku a vyhfivani
piiprava k odsati vzduchu

@ Natlakovani dusikem @ Oddg¢leni folie po vychladnuti

Obréazek 8: Vyroba mikrofluidniho zaiizeni z folie [upraveno z cit.13]

Formovani miize byt bud pozitivni nebo negativni. VyvySena struktura u
pozitivniho formovani vede k pfesnému tvaru vnitini strany povrchu folie. (Obr.9) Dna
dutin jsou tlusta, okraje a bo¢ni stény jsou naopak tenké. Negativni formovéani se
vyznacuje prohloubenou strukturou, kterd vede k pfesnym tvarim na vnéjsim povrchu
félie. (Obr.9) Dna dutin jsou v tomto pfipadé tenka. Pro negativni formovani se vyuziva

plosnd pomiicka s pfekazkami, pomoci které se vytvairi pozadovany tvar prohlubni.
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Proto je tento typ formovani vyhodnéjsi. Nevyhoda negativniho formovani je té, ze
nelze dosdhnout Uplné presnosti povrchu a kraji mikrofluidnich kandlt. Vybér typu
formovani proto urcuje dualezité vlastnosti ziskaného tvaru.

Vyhodou tepelného formovani je to, ze touto metodou se vytvaii trojrozmérna
struktura, kterou Ize vyuzit. V této struktufe je mozné vytvorit komuirky pro uskladnéni
reagencii na ¢ipu. Kritickym momentem pii aplikaci této metody je rychlé zahtati folie

a rychla evakuace prostoru nad folii.[13]

Pozitivni formovani Negativni formovani
vnéjsi strana ¢ipu vitini strana ¢ipu

NN
N

Obrazek 9: Pozitivni a negativni tepelné formovani folie. [upraveno z cit. 13]

forma

RazZeni horkym rota¢nim vilcem

Tato vyrobni technika se vyznacuje velkou produkci folie s mikrostrukturou. Velkého
vykonu je dosazeno pomoci cylindrického valce, ktery vytvaii mikrostrukturu
na rozsalé ploSe folie. Zahraty valec ptendsi vzor na docasné¢ zmekkcenou polymerni
folii, ktera je v kontaktu s podloznim valcem. (Obr.10) Pifi tomto procesu se folie
formuje kontinualnim vtla€enim vzoru do folie, coz je rozdil proti tepelnému
formovani, kde se folie tvaruje jejim prohloubenim do vzoru.

Kritické parametry pii vyrob&é pomoci rota¢niho vélce jsou teplota vélce, jeho
rychlost a tlak. Znac¢né zlepseni vyrobniho procesu mize zpisobit predehrati folie. Mezi
moZné varianty procesu patii napiiklad razba pomoci dvou valci se vzorem, které
vytvoii mikrostrukturu na obou stranach folie. Dale je mozné vyuzit variantu vtlaceni
tvarti valcem a nasledné vystaveni UV zafeni, které zapticini ztvrdnuti folie. Existuje
I varianta, pti které se roztavena folie pfivadi na chladici valec. Konven¢ni prumyslova
vyroba pomoci razeni valcem je velmi rychld, dokaze vyrobit az 10 metra folie za

minutu. V mikrométitku se dosahuje pouze nizsich rychlosti, ¢asto je to pod 0,5 metrd
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za minutu. To je zplisobeno tim, Ze vyroba piesnych vzord vyzaduje delsi kontakt vélce
s folii. [13]

forma

rotacni

) polymerni
valec Bl
[ R
v -
smer
rotace

k S podlozni valec

Obréazek 10: Rotacni a podloZzni valec pro vyrobu mikrofluidniho za¥izeni z folie

raZenim [upraveno z cit. 13]

2.1.2.4 Detekce

Kolorimetricka detekce

Nejcastéji vyuzivanou detekéni metodou u papirovych mikrofluidnich zafizeni je
kolorimetricka detekce. Tato metoda vyuziva intenzitu zbarveni reakéni zony na ¢ipu

Kk ur¢eni vysledku. Vzniklé zbarveni je funkci koncentrace analytu.

Kolorimetricka detekce je zalozena na méfeni svétla, které se odrazi od povrchu
testovaci zony na mikrofluidnim Cipu. Toto odrazené svétlo se da zachytit pomoci
skeneru, digitalniho fotoaparatu, je mozné vyuzit i fotoaparat na mobilnim telefonu.
Ziskame digitalni obraz testovaci zony a na tom je pak mozné zméfit intenzitu barvy.
Pomoci zmétené intenzity a s vyuzitim kalibraéni kiivky miizeme vypocitat koncentraci
sledovaného analytu. [8] Pfipadné se da zbarveni posoudit pouhym okem a nasledné
porovnat s kalibra¢ni kiivkou. V takovém piipadé ma kvantitativni vysledek spiSe
orientacni charakter, jelikoz vniméni barvy je subjektivni. Kalibracni zavislost u
kolorimetrické detekce vétSinou nebyva linedrni (Obr.11), je to diisledek saturace barvy

pfi vyssich koncentracich.
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Pro vyuziti s papirovymi mikrofluidnimi zafizenimi je kolorimetricka detekce
vhodna diky jednoduchému pfiistrojovému vybaveni a jednoduché obsluze. Nevyhodou
je to, Ze muze byt pouzita jen pro barevné vzorky. Také je tieba vzit v tivahu to, Ze pfi
vyuziti fotoaparatu jsou vysledky zavislé na kvalité obrazku a svételnych podminkach
pfi pofizeni fotky. Vysledky pfi pouziti skeneru jsou reprodukovatelnéjsi, protoze jsou

konstantni svételné podminky. [8]
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Obrazek 11: Vysledky papirového testu na glukézu a BSA v riznych
koncentracich v syntetické moci (nahoie), nelinearni kalibra¢ni k¥ivky pro urceni

koncentrace glukozy a BSA v syntetické moci [upraveno z cit. 8]

Elektrochemicka detekce

Dalsi alternativou kvantitativni detekce pro papirova mikrofluidni zafizeni je
elektrochemickd detekce. Tento typ detekce mize poskytnout lepsi citlivost a selektivitu

a také nizSi detek¢ni limit. [18] Pro papirové mikrofluidni Cipy je elektrochemicka
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detekce vhodnd z né€kolika didvodi. Prvnim divodem je, ze se elektrody daji
miniaturizovat a snadno nanést na papir. Déle je vyhodou elektrochemie, Zze nepotiebuje
komplikovana zafizeni. V neposledni fad¢ je prednosti to, Ze je znam Siroky rozsah
elektrochemikych metod, jsou dobie popsany a jejich pouziti se rozsifuje do riznych
oblasti. [18]

Detekéni systém je tvofen tiemi elektrodami (Obr.12) - pracovni elektrodou,
referenéni a pomocnou. Pro vyrobu elektrod se pouZivaji razné materialy. Pro pracovni
a pomocnou elektrodu se pouziva uhlik, pro referencni elektrodu se nejcastéji vyuziva
chlorid stfibrny. [10] Elektrody pro potieby mikrofluidnich zafizeni jsou
miniaturizované a tento tiielektrodovy systém je pieveden na ¢ip. Ulozeni elektrod na

¢ipu je dilezity krok vyroby.

Obrazek 12: Piiklad papirového mikrofluidniho zaFizeni s tiielektrodovym
systémem pro analyzu glukézy, laktézy a kyseliny moc¢ové. Pracovni a pomocné
elektrody jsou vyrobeny z uhliku, referentni elektrody jsou z chloridu stiibrného.
Do centralniho mista se nanese vzorek a ve tiech reakénich zonach probihaji

enzymoveé reakce. [10]
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Dalsi detekéni techniky

K detekei je mozné pouzit i dalsi metody, 1 kdyz nejsou pftili§ rozsitené. Ptikladem je
vodivostni detekce, ktera je zalozena na principu zmény vodivosti materidlu v
pfitomnosti analytu. Ackoliv je tato metoda jednoducha, vyuziva se pro papirova
mikrofluidni zafizeni jen malo. [10]

Chemiluminiscencni a elektrochemiluminiscen¢ni detekci lze pro papirové Cipy
také vyuzit, navic jsou to metody levné, jednoducheé a citlivé. Kvalitativni analyza je
zaloZena na intenzité piku emitovaného svétla, které je pfimo umeérné koncentraci
analytu. Chemiluminiscenci je mozné spojit s elektrochemickou detekci, spojena
technika se pak nazyva elektrochemiluminiscence a poskytuje lepsi selektivitu a ma

vétsi dynamicky koncentraéni rozsah. [10]

2.1.2.5 Skladané mikrofluidika (origami)

Papirovd mikrofluidni zatizeni je mozné skladanim navrstvit a vytvofit tak 3D
mikrofluidni zafizeni. Podle staré japonské techniky sklddani papiru se toto odvétvi
mikrofluidiky nazyva origami mikrofluidika. [19]Tato tfirozmérna papirova zafizeni
vyzaduji G¢inné tésnéni mezi vrstvami papiru, aby bylo zajiSténo, Ze kapalina nebude
unikat, a aby byl dobry kontakt na mistech spojii. Toto je dilezit¢ pro funkénost
takového zafizeni. K uc¢innému spojeni papirovych vrstev se vyuziva napiiklad
oboustrannd lepici paska, ptipadné adhezivni sprej, ktery také uinné tésni a zajisti
dobry kontakt mezi vrstvami. Ve spojovacich vrsvach se pfipravi mezery tak, aby
se umoznilo tekutiné projit na uréitych mistech. Na trojrozmérmém zafizenidochazi
k transportu kapaliny vertikalné i horizontalné a nedochazi k michani jednotlivych
proudll kapaliny. Kapalina se na takovém tfirozmérmém zafizeni miZe dostat az do
desitek detekénich mist. [19][20] Pti navrhu designu skladaného mikrofluidického
zafizeni se tvoii zrcadlové obrazy, jednotlivé Casti se pres sebe skladaji a vyberou se
potiebné cesty pro kapalinu. (Obr.13)

Proti dvojrozmérnému mikrofluidnimu zatfizeni ma trojrozmérny papirovy cip
nékolik vyhod. Velkym plusem je, Ze se jedna o malé zafizeni, na kterém muze byt
paralelné provedeno velké mnozZstvi testll. Je mozné vyuzit i vicestupiiové reakce nebo
zaradit predipravu vzorkl. Zaroven je vyhodou téchto 3D zatizeni rychlé distribuce

vzorkti pfes nékolik vrstev Cipu. [21] Pro origami mikrofluidiku uz byly popsany
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aplikace napftiklad pro testy na glukozu a proteiny, detekci markerti tumoru [22] a nebo

pro dikazy tézkych kova [23].

krok 1
s

krok 5 zrcadlovy obraz krok 2

B

5 S # -~ felozeni
= — 1
L s
preloZzeni 2

krok 4 krok 3

Obréazek 13: Krok 1 znazoriiuje vytvoreni zrcadlového obrazu papirového Cipu.
Krok 2 je opét vytvoreni zrcadlového obrazu pro vytvoreni dalsi vrstvy. Krok 3
zobrazuje vertikalni kanaly, kterymi mZe kapalina téct. Poti'ebné kanaly pro
transport kapaliny pfes vSechny vrstvy jsou vyznaceny teckované. Odstranénim
casti designu mimo teckované ¢asti je navrh dokoncen (krok 4) a v kroku 5 je

realizovan voskovym tiskem. [upraveno z cit. 19]

2.1.3 Aplikace nizkonakladovych mikrofluidnich zarizeni v klinické analytice

Nizkonakladova mikrofluidika nachazi svéa uplatnéni v riiznych oborech. Lze ji vyuzit
pfi monitorovani kvality Zivotniho prostfedi, pro kontrolu kvality potravin,

i pro klinickou analyzu. Diky vlastnostem papirovych ¢ipi jako jednoduchost pouziti,
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rychlost analyz a nizké naklady na vyrobu jsou nizkondkladovd mikrofluidni zatizeni
vhodna k rychlym orienta¢nim testim a také k vyuziti v rozvojovych zemich. Dosud
byly uskuteénény rizné studie, které vyuzivaly papirovd mikrofluidni zatizeni

pro analyzu realnych vzorkd moéi, slin a krve. [10]
2.1.3.1 Separace plazmy z krve

Mnoho diagnostickych testl v klinickych laboratofich se provadi v krevni plazmé,
protoZze jeji slozeni ¢asto indikuje patologické procesy v téle. Proto je dilezitym krokem
separace plazmy. Yang a kol. [24] popsali separaci plazmy na papirovém mikrofluidnim
Cipu. Tato metoda je zaloZena na shlukovani Gervenych krvinek, dochazi k separaci
plazmy pfimo na papifea nasledné je pouzita kolorimetrickd detekce pro stanoveni
glukdzy. Mikrofluidni zafizeni pro tuto aplikaci bylo vyrobeno pomoci voskoveho
tisku. Cip obsahuje tii zény pro kolorimetrickou detekei, kontrolni zénu s plazmou

a separacni Cast, na které jsou naneseny protilatky.

Pro analyzu pouzili autofi jednu kapku krve, coz je dostate¢né mnoZstvi,
a nanesli ji na ¢ip. Cervené krvinky se v separaéni &asti plisobenim protilatek shlukuji
(Obr.14) a plazma pokracuje dale pomoci kapilarnich sil separa¢ni ¢asti do vystupnich
¢asti, kde reaguje s Cinidly a prob¢hne barevnd zména. Barevnou skvrnu naskenovali

a vyhodnotili v digitalni podobé pomoci kalibra¢ni kiivky.

Obrazek 14: Vzorek krve na papii‘e upraveném fyziologickym roztokem

pufrovanym fosfatem (vlevo), vzorek krve na papire s

protilatkami[upraveno z cit. 24]
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2.1.3.2 Detekce krevnich skupin

Khan a kol. [25] publikovali studii, ktera se vénuje vyuziti papirového mikrofluidniho
zafizeni pro detekci krevnich skupin. Studie je zaloZzena na faktu, ze shlukovani
cervenych krvinek, které je spusSténo specifickou interakci antigenu s protilatkou,
drasticky snizuje prosakovani a transport krve na papiie. Proces shlukovani zaroven
vyrazné¢ zvysSuje separaci krevnich slozek, zejména separaci Cervenych krvinek od

plazmy.

Autoti smichali vzorky krve s roztoky protilatek v riznych pomérech (25:75,
50:50 a 75:25). Smési ve vialkach 20 sekund jemné¢ tiepali a poté nechali 2 az 3 minuty
odpocinout. Papirové prouzky ponofili nejdiive do pufrovaného fyziologického roztoku
a po tomto oSeteni do centra kazdého prouzku kapli ptipraveny vzorek krve o urcitém
poméru krev/protilatka. Rychlost transportu zaznamenali autofi na kameru a analyzovali
na pocitaci. Pozorovali rozdilnou rychlost transportu krve v zavislosti na tom, zda
dochazelo ke shlukovani ¢ervenych krvinek nebo ne. Mira separace ¢ervenych krvinek

se sniZzovala se snizujicim se pomérem krev/protilatka. (Obr.15) [25]

pomeér
krev/protilatka

0:100 .

100 : 0 oo arme cermes

Obrazek 15: Papirové prouzky 10 minut po naneseni vzorku krve s protilatkou v
ruznych pomérech. Krev skupiny B+ se specifickou protilatkou.

[upraveno z cit. 25]
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2.1.3.3 Detekce ketonu v moci

Klasner a kol. [26] popsali mikrofluidni test na detekci ketonli v moci, ktery poprvé
demonstruje moznost online chemické derivatizace na takovém zafizeni. Tento test se
sklada ze dvou casti, coz umoznuje chemickou modifikaci pted detekci. Acetoacetat v
mocCi nejprve reaguje s glycinem za vzniku iminového derivatu. Iminovy derivat
pokracuje kandlem déle az se dostane do detek¢ni Casti, kde reaguje s nitroprusidem
sodnym za tvorby fialového komplexu. (Obr.16) Uspéch online reakce mezi
acetoacetdtem a glycinem je potvrzen skutecnosti, ze kdyz jedna z téchto dvou slozek
pfijde do styku s nitroprusidem sodnym jednotlivé, tak barevna zména neprob¢hne. Obé

¢inidla musi byt smichany a zreagovat nez prob&hne reakce s nitroprusidem.[26]
c 0o
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Obrazek 16: Papirovy test na ketony, koncentrace acetoacetatu jsou uvedeny v
mM. Cast A slouZi pro naneseni vzorku, ¢ast B je derivatiza¢ni zéna, ¢ast C je

deteké¢ni zéna. [26]

Intenzita zbarveni se méni s Casem a optimalni doba odecitani vysledku je asi
50 minut po naneseni vzorku. Pokud je vSak nutné rychlé provedeni testu, je mozné
vysledek odecist i diive na ukor intenzity signélu. Intenzita barvy v detekéni zoné€ neni
jen funkci koncentrace ketond ve vzorku, ale také zavisi na ucinnosti reakce, pii které

vznika iminovy derivat. [26]
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2.2 Cile préace

Cilem této diplomové prace bylo vyzkouset a popsat rizné moznosti vyroby a pouziti
nizkonakladovych mikrofluidnich zafizeni z papiru a félie. V této praci bylo snahou

poukazat na jednoduchost vyroby a pouziti takovych zatizeni v Klinické analytice.
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3  EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pomicky

Pro vyrobu nizkondkladovych mikrofluidnich zatfizeni jsem jako hlavni pomicky

pouzivala fitracni papir Whatman, laminovaci folii a injek¢ni stiikacky.
o filtracni papir Whatman 1 - tloustka 180 um, velikost port 8 um
e filtra¢ni papir Whatman 2 - tloustka 190 pm, velikost port 8 um

Dale jsem pii praci na vytvofeni Cipu pouzivala nizky, dérovacku, pinzetu, zehlicku,
fén, magnety, automatické pipety, analytické vahy, injekéni stiikacky, eppendorfky,

Petriho misku, kadinky a odmérné barnky.
3.2  Pristroje

Béhem prace jsem pouzivala tyto pfistroje:
e voskova tiskarna Xerox ColorQube
e automaticky laminator Fellowes Cosmic A4 (Obr.17), ktery byl vyuzivan pro
zalaminovani papirovych Cipt

e centrifuga (Labicom, s.r.0., Olomouc)

/ . Fellowes Cosmic (A&

Obréazek 17: Automaticky laminator Fellowes [27]

3.3 Chemikalie

Pfi praci jsem pouzivala tyto chemikalie:
e 1,10-fenanthrolin

e destilovana voda
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e dimethylglyoxim

e eriochromc¢ern T

e fluorid sodny

e hexahydrat dusi¢nanu nikelnatého

e hydroxid amonny

e hydroxid sodny

e chelaton 3 (disodna siil kyseliny diaminotetraoctoveé)
e chlorid Zeleznaty

e Kkyselina octova

Pouzité chemikalie byly analytické Cistoty (p.a.), vSechny od firmy Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA.
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4  VYSLEDKY A JEJICH DISKUZE

4.1 Centrifugacni mikrofluidika

Prvnim z testovanych zpusobi nizkonakladové mikrofluidiky bylo vyuziti centrifugy
pro urychleni analyz na papirovém podkladu. Byly nastiihany prouzky filtraéniho
papiru Siroké asi 3 az 4 mm a kazdy prouzek byl umistén mezi dvé laminovaci folie. Na
horni folii byl vzdy u jednoho konce prouzku dérovackou vytvofen kruhovy otvor.
Takto pripravend prodéravéla folie s prouzky papiru se opatrné¢ nechala projet
laminovackou. Naésledné¢ byly nizkami vystiihany jednotlivé mikrofluidni Cipy.
(Obr.18)

folie

Y

filtra&ni papir — |

Obrazek 18: Navrh mikrofluidniho ¢ipu z papiru a folie (vlevo), pouzity ¢ip pro

centrifuga¢ni mikrofluidiku.

Byla testovana rychlost transportu obarvené vody &ipem. Cipy byly vloZeny
do eppendorfky naplnéné obarvenou vodou, eppendorfky se uzaviely a dvé z nich byly
vlozeny do centrifugy na pozice proti sobé. Tteti eppendorfka zlstala na stole. Po jednu
minutu se nechalo centrifugovat a poté se Cipy ze vSech tii eppendorfek vyjmuly
pinzetou a polozily do vodorovné polohy vedle sebe na stil. Nasledné se porovnavalo
jak daleko kapalina na cipu dorazila a sledoval se piipadny rozdil mezi
centrifugovanym ¢ipem a Cipem, ktery centrifugovany nebyl. Bylo provedeno mnozstvi

pokust, pfi nichz senejprve jevilo vyuziti centrifugy jako vyhodné. (Obr.19) Bylo ale
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I mnoho pokust, kde se toto nepotvrdilo. Pii pokusech se vyzkousSelo vloZeni Cipu
do eppendorfky dirou pro vstup vzorku nahoru a nasledné i dold. Problémem tohoto
¢ipu byly mezery kolem papiru mezi dvémi foliemi, které cCasto vznikaly pii
laminovani. Tyto mezery umoziovaly kapaliné proniknout ¢ipem jinak neZ zamyslenou
cestou pies papir. (Obr.20) Zdalo se, ze velikost mezery ovliviiovala rychlost transportu
kapaliny vice nez centrifuga. Nepodafilo se tedy prokazat rychlejsi transport kapaliny

¢ipem v centrifuze.

Obrazek 19: Jeden z uspésnych pokusii, kdy na necentrifugovaném ¢ipu kapalina

nedorazila do takové vzdalenosti jako na ¢ipech, které prosly centrifugou.

Obréazek 20: Pokus, kde jsou patrné velké mezery mezi féliemi.
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Na tomto designu Cipu bylo také vyzkouseno bezdotykové vytahovani Cipli pomoci
magnett. Cip byl opét vytvofen vloZenim papiru nezi dvé folie, v tomto piipadé
se pridal jest¢ kousek magnetického prouzku. Po zalaminovani a vhozeni cipu
do roztoku bylo testovano bezdotykové vytahovani pomoci magnetu. Silny magnet
se prilozil ke stran¢ eppendortky a pohybem vzhiiru byl z roztoku vytazen Cip. Tento
zpusob by teoreticky umoznil automatizované vytazeni takového Cipu z eppendorfky,
resp. jakékoliv jiné nadobky, po centrifugaci. Nicméng¢, jak bylo napsano vyse, pouziti
centrifugy jako nastroje pro urychleni analyz v papirové mikrofluidice, nebylo

potvrzeno.

4.2 Polickova mikrofluidika

V této Casti prace byl vyvijen €ip na urceni tvrdosti vody s vyuzitim reakce Ca®* a Mg**
iontli s chelatonem 3. Nejprve probihal vybér vhodného papiru, vyzkousena byla
i nitrocelul6zova membrana. Vybér probihal z filtraénich papird ruzné tloustky
Whatman (dodano firmou Labicom). Na kazdém papife byla provedna orienta¢ni
,litrace na papite" tak, ze se nakapl chelaton 3 a na né&j kapka barviva, coz vytvofilo
modrou skvrnu. Na tuto skvrnu se nasledné kapl roztok hofecnatych ionti a skvrna
se zbarvila do riizovofialova. Na nékterych filtracnich papirech tato reakce nefungovala
spravné a pro dal$i pokusy byly zvoleny filtracni papiry Whatman Grade 1 a 2.
U nitrocelul6zové membrany dochazelo k velkému rozmyvani barev ze stfedu do stran,

proto nebyla vybrana jako vhodna pro tento ucel. (Obr.21)
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Obréazek 21: Rozmyvani barev na nitrocelul6zové membrané

Byly pfipraveny roztoky chelatonu 3 0 koncentracich
10;5;4;3;2;1,5;0,5;0,1 mmol/l a roztoky hote¢natych iontt o stejnych koncentracich. Na
vybrané filtra¢ni papiry byl natistén pomoci voskové tiskarny (Xerox ColorQube)
voskovy vzor (¢tverecky o velikosti 4 x 4 mm, viz fotografie testu nize). Papir se vlozil
mezi dva pecici papiry a po dobu asi 30 sekund se ohtival pomoci zehlicky (nastavené
na 205°C). Tim doslo k prostoupeni vosku pies celou tloustku papiru. K 200 pl roztoku
chelatonu 3 bylo ptidano 20 ul hydroxidu sodného (0,5 M), promichano a 5 pl se
naneslo do jednoho polic¢ka. Thned poté byla nanesena kapka indikatoru. Fénem byl ¢ip
opatrné vysusen do sucha a pak bylo nakdpnuto 5 pl roztoku hotec¢natych ionti o stejné

koncentraci. Takto se vyzkousela reakce pfimo na ¢ipu pomoci nakapnuti pipetou.

Déle bylo testovano ptivedeni kapaliny. Chelaton 3 s hydroxidem sodnym a s
indikatorem byly naneseny a vysuseny fénem jak bylo popsano vyse. Poté byl umistén
filtra¢ni papir, ktery mél slouziit pro transport kapaliny na vrchol testu. Bylo
vyzkouSeno nékolik moznosti umisténi tohoto prouzku papiru.

Nejprve byl saci prouzek umistén vedle detekénich okének, se kterymi byl

spojen malymi kanalky. (Obr.22) Prouzek byl pfipevnén po strané oboustrannou lepici
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paskou. Byla vytvofena varianta s prouzkem pod testem i s prouzkem nad testem. Tento
design testu nepfinesl o¢ekavané vysledky, reakce byla pomala.

Takeé se zkouselo umisténi saciho prouzku piimo pod detekéni okénka a zajisténi
izolepou a také obaleni celého testu izolepou. (Obr.23) Kapalina se v tomto piipadé
dostala do hornich policek rychleji nez u predchoziho ptipadu. Nejrychleji fungoval
test, ktery mél saci prouzek ptichycen izolepou, ale nebyl ji obalen. Dal$iho zrychleni
pribéchu testu bylo dosazeno zatizenim celého testu tézkym predmétem.

Problémem u tohoto testu na tvrdost vody byla hiife patrna zména barvy v
detek¢nich polickach, jelikoz se barva ménila z modré na fialovou. Tento ptechod by
byl pro uZivatele $patné rozpoznatelny. (Obr.24) ReSenim by bylo pravdépodobné
analyzovat tento barevny piechod pomoci vhodného software, napt. pomoci chytrych

telefontl. Nicméné toto nebylo cilem této diplomové prace.

Obrézek 22: Test na tvrdost vody se sacim prouzkem umisténym vedle detekénich
policek.
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Obrazek 23: Test na tvrdost vody se sacim prouzkem umisténym pod detek¢énimi
okénky.

Obrazek 24: Test na tvrdost vody, kde je intenzita zbarveni problematicky
vyhodnotitelna.
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4.3 Strikackova mikrofluidika

Poslednim ze studovanych zptisobti analyzy bylo vyuziti tzv. stfikackové mikrofluidiky
(tzv. lab-in-a-syringe). Tento zpisob analyz byl pfedstaven v roce 2015 skupinou prof.
Merkociho [28], ktera na injekéni stiika¢ku umistila dva zasobniky (patrony) na drZeni
filtratnich papird. Do jednoho umistili konjugacni roztok a do druhého detekéni
reagencii. Injekéni stiikackou zpUsobili podtlak, ktery nasal ptfes konjugacni Cést
(konjugacni patronu) vzorek, pres detekcni Cast do stiikacky. Detekéni ¢ast pak autofi
rozSroubovali a analyzovali zbarveni. Takto pfipraveny test pfedstavuje ale zdsadni
problém v piipadé analyzy biologické tekutiny, napf. moce nebo krve. V tomto piipadé
totiz uzivatel musi po provedeni testu pracné rozsroubovat patronu a dotykat
se (v rukavicich) reak¢énich mist.

V této praci byl testovan novy zpusob stiikackové mikrofluidiky — tzv. prava
stiikackova mikrofluidika (,,true lab-in-a-syringe®), kde jsou vSechny reakéni roztoky
umistény piimo do vlastni injekéni stiikac¢ky. Byly pfipraveny dva druhy testt, které se
lisily uspotadanim detekce. Nejprve byly dérovackou s primérem 9,5 mm vyfiznuty
z papiru kolecka. Primér byl urcen podle Sitky pouzité injekeni stfikacky, v tomto
ptipadé se jednalo o injekéni stiikacku od firmy Chirana o praméru 9,0 mm. Papirova
kolecka byla pozdéji vloZzena do injekcni stfikacky, kde takto vytvotily filtracni,
konjugacni a pratokovou ¢ast zatizeni. Pro prvni druh testu tato vlozena kolecka tvotila
i detekéni ¢ast. Pro druhy druh testu byl z papiru vyfiznut obdelnik 27 mm dlouhy
a8 mm vysoky, ktery byl nasunut do injekéni stiikacky (Obr.25). Kolecka
pro konjugaci a detekci byla ponotena do konjugacniho roztoku nebo reakéniho roztoku
a pak byla vysuSena fénem. Pist injek¢ni stfikacky se vytdhnul ven a pomoci pinzety
byla kolecka opatrné vloZena do stiikacky. Kolecka byla jedno po druhém zatlacena
do stiikacky pistem. V piipadé druhého typu testu s obdelnikovou detekci byl obdelnik
srolovdn a pomoci pinzety byl nasunut do stiikacky a opatrné rozlozen tak, aby

se dotykal vnitfniho povrchu injekéni stiikacky. (Obr.26)
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Obrazek 25: Prvni druh testu s detek¢ni ¢asti tvoienou kole¢ky (vlevo), druhy typ
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testu s obdelnikovou detekéni ¢asti.

Obrézek 26: Vyroba lab-in-a-syringe testi
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Byl ptipraven 60 mM roztok dimethylglyoximu v metanolu. Déle byl pro studium
maskovéni Fe** pripraven maskovaci roztok smichanim 0,5 M fluoridu sodného a 6,3 M
kyseliny octové (pH 4,5) v proméru 1:1. Jako pufr byl pouzit roztok hydroxidu
amonného (pH 9,5). Roztok Zeleznatych ionti o koncentraci 1 pg/ml byl nabran
do injekeni stiikacky a prosel pres maskovaci Cast (4 az 5 kolecek). Proslé zeleznaté
ionty byly poté detekovany pomoci reakce s 1,10-fenanthrolinem (8mg/ml)
v acetatovém pufru (pH 4,5). Pii pouziti 4 a 5 papirovych kole¢ek v maskovaci ¢asti
bylo zamaskovano vice nez 90% Zeleza.

V testu byly pouzity 3 papirova kolecka pro prutokovou ¢ast. Ta méla za kol
odd¢lit maskovaci a detekéni ¢ast. V nékterych ptipadech mize slouzit i pro oddé€leni
matrice.Pro samotny test se do injek¢ni stéikacky nasal roztok dusi¢nanu nikelnatého.
Pro detekci byla pouZita reakce Ni** iontii s dimethylglyoximem. V pfipadé prvniho
druhu testu bylo v detekéni Casti 5 papirovych kolecek, jejichz celkova vyska byla asi
7,5 mm, coz je dostacujici pro vizualni detekci. Intenzita barvy zavisela na koncentraci.
Mezi jednotlivymi kolecky byla vidét svétlejsi barva, ale v celkovém pohledu oko
vyhodnoti intenzitu barvy spravné. (Obr.27) Byl proveden i test druhého typu
s obdelnikovou detekci. Detekéni ¢ast ma v tomto piipadé vysku asi 8 mm. (Obr.28)

U obdelnikové detekce mlze kapalina ze vzorku vyplavit srazeninu nikelnatého
komplexu, ktery zté¢Zuje hodnoceni. Pfi pouZiti tohto testu v praxi by pro zjednoduSeni
mohla byt umisténd barevnad kalibra¢ni fada pfimo na injekéni stfikacku, coZ by

umoznilo snadnou orientaci uzivatele. (Obr.29)
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Obrézek 28: Druhy druh testu s obdelnikovou detekci.
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Obréazek 29: Fotografie lab-in-a-syringe testu s kalibraé¢ni fadou pro snadnou

orientaci uzivatele.
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5 ZAVER

V této dilomové praci byla otestovana moznost vyuziti centrifugy pro urychleni

pruchodu kapaliny ¢ipem. Pfistup vyuzity v této praci nevedl k pozitivnim vysledkiim.
Dale byl vytvofen papirovy test na tvrdost vody, u kterého se podafilo zménou

umisténi saciho prouzku zvysit rychlost transportu kapaliny testovacim prouzkem,

avSak problematicka byla kolorimetrickd detekce. Proto vysledek této studie je také

negativni.

S vyuzitim injekénich stiikacek byl vyroben test ,lab-in-a-syringe". Ptipraveny
byly dva druhy tohoto testu, které se liSily usporddanim detekce. Ta byla v obou
pfipadech kolorimetrickd a u prvniho druhu testu byly v detekéni casti kolecka
z filtra¢niho papiru, u druhého typu testu byla detekéni ¢ast tvorena filtraénim papirem
obdelnikového tvaru. Vyuziti ,,lab-in-a-syringe" bylo v této praci ukdzano na detekci
niklu, ktery je ¢astym alergenem. Tento test miize byt vSak vyuzit pro rizné aplikace
apti uvazeni jeho nizké ceny ma potencial byt velkym piinosem pro klinickou

analytickou chemii.
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6 SUMMARY

In this diploma thesis the use of centrifuge for speeding up the liquid flow in a chip was
tested. The approach tested in this work did not lead to positive results.

Next, a paper test for water hardness was made. We managed to optimize
the position of a flow strip and to increase the speed of liquid transport through the strip.
However, there was a problem with colorimteric detection. That is why the outcome

of this study is negative.

With using syringes the ,lab-in-a-syringe™ test was made. Two types of tests
which differed in detection arrangement were prepared. The first type was colorimetric
detectionwith using rounded pads-based detection. The second type was also
colorimteric detectionwith using rectangular detection pads. We proved that this test can
be used for determination of nickel levels but generally it can be used for any assay.

Considering the low cost of this test, it can be a great benefit for analytical chemistry.
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