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SOUHRN

Tato diplomové prace si klade za cil vyrobit mikrofluidni zatizeni za pouziti 3D tisku.
Zatizeni tohoto typu by naSlo vyuziti pro testovani 1€¢iv ¢i jedl, at’ uz v klinické nebo
forenzni toxikologii, kde by uSetfilo nejen ekonomické ndklady, ale také Cas nebo taky

prostor, ktery by toto zatizeni zabiralo oproti klasickym instrumentalnim zatizenim.

Préce je rozd¢€lena na teoretickou a praktickou ¢ast. Teoreticka Cast se zabyva nejprve 3D
tiskem, poté mikrofluidnimi systémy a detekci latek z nich vychazejici. Nésledné zde
najdeme taky kapitoly zabyvajici se toxikologii klinickou i forenzni. Nasledn4 kapitola
se zabyvd omamnymi a psychotropnimi latkami, které jsou rozdéleny do jednotlivych
podskupin. Na zavér teoretické ¢asti najdeme piiklady vyuziti mikrofluidnich systémi

ve forenznich védach a mediciné.

V praktické casti se setkdme s ndvrhem vyroby mikrofluidniho systému z PDMS a skla
slepenymi dohromady pomoci plazmy. Nejdiive byly vyrobeny 3 typy jednoduchych
struktur kanalli, na kterych byla vyzkouSena izotachoforéza, segmentovany tok a zadrzeni
magnetickych mikrocastic pomoci magnetického pole. Na zavér prace byl vytvofen
slozit¢jsi Cip, na kterém byla provedena reakce léciva ibuprofenu s kolorimetrickou

detekcl.



SUMMARY

The aim of this diploma thesis is to produce microfluid device using 3D printing.
The equipment of this type would find use in drug or poison testing, both in clinical
and forensic toxicology, which would lead to save not only economic cost, but also time

or space currently used by classical instrumental devices.

The thesis is divided into theoretical and practical sections. Theoretical part firstly
addresses 3D print, thereafter microfluid systems and detection of substance coming out of
them. Consequently, we will find chapters focused on clinical and forensic toxicology.
The following chapter is dealing with narcotic and psychotropic substances, which
are divided into individual subgroups. The end of the theoretical sections shows examples

of microfluid systems in forensic science and medicine.

The practical section of the thesis shows proposal of production of microfluid system made
of PDMS and glass fused together by plasma. Initially 3 types of simple channel structures
we produced, on which isotachophoresis, segmented flow and restraint of magnetic
microparticles we tested. At the end of the thesis, a more complex chip was created

on which the reaction of ibuprofen with colorimetric detection was performed.
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SEZNAM ZKRATEK

u-TAS
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BFM
BVOH
CE
ESI
GSV
HEC

HPLC

ISE
LIT
MALDI
MS
NMR
OPL
PCR
PSD
RIG
SERRS
SLA 1
SPE

STA

Micro Total Analysis System
Akrylonitrilbutadienstyren
Bromfenolovd modft
Butendiolvinylalkohol kopolymer
Kapilarni elektroforéza

Ionizace elektrosprejem
Gray-scale-valuation
2-hydroxyethylcelul6za

High-performance liquid chromatography (vysokoucinna kapalinova
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Nuklearni magneticka rezonance

Omamn¢ a psychotropni latky
Polymerazova fetézova reakce
Jednorozmérny detektor citlivy na polohu
Gradient indexu lomu

Ramantiv rozptyl s povrchové zvySenou rezonanci
Stereolithographic aparatus #1

Extrakce tuhou fazi

Systematicka analyticka toxikologie
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TNT Trinitrotoluen

TOF Time-of-Flight (Praletovy analyzator)
uv Ultrafialova oblast zafeni
VIS Oblast viditelného svétla
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UvVOD

V dnesni dobé¢ je tendence vSechny zafizeni zmenSovat, ale zaroven vyzadovat, aby umély
co nejvice funkci. Tomuto trendu se nevyhnula ani oblast chemie. Na svéte se specializuje
spousta védcti na mikrofluidni systémy a jejich propojeni s dal§imi zafizenimi, tak aby
byly schopny odvést co nejvice prace. V budoucnu by to pak mohlo vypadat tfeba tak, ze

by jeden jediny ¢ip mohl nahradit nékolik zatizeni, ne-li celou laboratof.

Pokud uz mluvime o trendech dnesni doby, nesmime opomenout 3D tisk. Doba kdy, se na
takovych tiskarnach tiskly drobné pfedméty z polymerd, je ddvno pry¢. Dnes najdou tyto
zafizeni uplatnéni v nejriznéjSich pramyslovych odvétvich, at uz mluvime o letectvi,

stavebnictvi, potravinafstvi, nebo dokonce bioinZenyrstvi.

Co se vSak stane, kdyz tyto dva trendy spojime? 3D tisk miize napomoci k vyrobé
mikrofluidnich systémi za zlomkovou cenu, a pfitom funkénost systému zlstane
zachovana. Vice o tomuto tématu se vénuje tato diplomova prace, ve které je popsdna
vyroba mikrofluidniho €ipu za poziti 3D tisku. Tyto Cipy by pak v budoucnu mohly najit

uplatnéni jak uz ve farmaceutické analyze, tak i tfeba ve forenznich védach.
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TEORETICKA CAST

Teoreticka ¢ast diplomové prace je rozdélena do 6 hlavnich kapitol. Prvni kapitola
se zabyva 3D tiskem, jeho historii i vyuziti v soucasné dobé¢, kdy jej mizeme nalézt

v nejriuznéjSich primyslovych odvétvich.

V druhé ¢asti se diplomova prace zabyva mikrofluidnimi systémy, které by
v budoucnu mohly vyrazné zjednodusit a zrychlit praci nejen v laboratofi, ale provadéet
analyzy 1 mimo n¢. Vyroba téchto zafizeni se provadi z riznych materidli a riiznymi
metodami, které jsou zminény v podkapitolach. Dilezitou soucésti analyz jsou také
detekce latek, kterymi se zabyvaji taktéz jednotlivé podkapitoly mikrofluidnich systémii.
Jedna se zejména o detekce optické, elektrochemické, hmotnostni, ale také NMR, pomoci

chytrych telefoni a dalsi.

Dalsi kapitola, v pofadi tfeti, se veénuje toxikologii, kterd tzce souvisi
i s farmakologii. Toxikologii lze rozd¢€lit podle specifikaci, kterym se dany obor
toxikologie vénuje. Jednotlivé obory toxikologie se navzdjem prolinaji, avSak nejcastéji se

predmétem z4jmu této diplomové prace, jsou popsany v jednotlivych podkapitolach.

Predposledni kapitola se zabyvd omamnymi a psychotropnimi latkami. Tyto latky
jsou Casto leéky s urcitymi specifickymi Gc€inky, avSak vyvolavaji urcité stavy, at’ uz euforie

¢1 halucinace, diky nimz jsou €asto zneuzZivany.

Posledni podkapitolou se uzavira teoretickd cast, kdy zde najdeme vyuziti

mikrofluidnich systémil ve forenznich védach a medicing.

13



1 3D tisk

Tato technologie umoznuje vytisknout 3D model pomoci digitalnich dat, které 3D tiskarna
je schopna zpracovat. Tato data 3D modelu miizeme ziskat dvéma zplsoby. Prvnim
zpusobem je pouziti 3D skeneru, ktery vytvaii virtudlni model shodny s naskenovanym
fyzickym modelem. Druhym znich je navrzeni 3D modelu pomoci 3D grafického
softwaru. Pokud bychom se bavili o vyuziti v technickém primyslu, nejvice rozsitené
softwary na navrzeni 3D model pro dané aplikace jsou CAD systémy. Mezi nejznaméjsi
zastupce téchto systémli muizeme jmenovat naptf. SolidWorks, Solid Edge nebo

progeCAD. [1]

1.1 Historie 3D tisku

Prvni experimenty spojené s 3D tiskem se objevily zhruba pted tficeti lety, kdy zacaly byt
dostupné prvni pocitace. Experimenty spocivaly v rozvoji strojii, které by byly schopny
vytvotit skute¢ny model za pouziti riznych materialti. Vznikly tzv. tiskové plotry, které
byly zatazeny mezi nejznaméjsi stroje. Tak jak kdyzZ pero kresli na papir obraz, tak princip
se zakladal v upevnéni noZe vyfezavajici platy z lepenky. Vyfezané platy se na sebe
poskladaly a vznikl tak 3D model. Tato technologie byla vyuZivana napt. v topografickych

studiich pti analyze terénu. [2]

Velky pokrok udé¢lal vroce 1984 americky védec Charles Hull, ktery pfemeénil tisk
klasickymi inkoustovymi tiskdrnami na tisk materidly. Zkoumal zejména fotopolymery,
u kterych zjistil vyjimecné fyzikdlni vlastnosti, kdy pii ozafeni téchto materidld UV
zacal vyvijet technologii, ktera by byla schopna vytisknout redlny 3D model z digitalnich
dat. O dva roky pozdéji slavil tspéch, kdy na svoji technologii stereolitografie ziskal
patent. TentyZ rok 1986 zalozil spolecnost s nazvem 3D Systems a vyvinul viibec
historicky prvni opravdovou 3D tiskarnu s oznacenim SLA 1. Tento prototyp byl vyroben
jen v omezeném mnozstvi pro hrstku vybranych zakaznikl. Diky jejich zpétné vazbé se
technologie mohla dale vyvijet, a tak v roce 1988 byla vytvofena lepsi verze s oznacenim
SLA-250. Od doby, co vysel na trh prvni prototyp 3D tiskarny SLA 1, proslo tohle prvotni

dilo vice nez 260 inovacemi. [1, 2]
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1.2 Soucasné pouziti a budoucnost 3D tisku

3D tisk ma velky potencidl pro vyuziti ve vétSin€ primyslovych odvétvi. V mediciné se
tato technologie muze uplatnit od tisku kloubnich nédhrad, pfes vyrobu snimatelnych
rovnatek v ortodoncii, az k protetice a jednou tieba az po tisk skutecnych organt [3, 4, 5].
Ve strojirenstvi je vyuziti mnohem castéjsi. Napiiklad v letectvi uz nyni existuje spousta
technik 3D tisku nejen pro polymery, ale také pro kovy [6, 7]. I v potravinafstvi najde své
vyuziti. Jiz nyni se tisknou cukrovinky, ¢okolady, zdobi pernicky [54, 55]. Do budoucna
by vsak 3D tisk mohl ozivit jidelni¢ek kolonizatorti na Marsu, jak uvedl Elon Musk [56].

1.2.1 3D tisk z pisku

Velmi zajimavy projekt, kterému se vénoval student Nizozemské univerzity, se zamétuje
na sestrojeni 3D tiskarny, kterd by vyuzivala pisek jako stavebni material a slune¢ni svit,
jako energii pro slinovani jednotlivych vrstev. Podobné technologie vyuzivajici pisek, jako
stavebni material, uz byly vyrobeny a pouzivaji se napt. v uméni. Cil prace vSak byl
v prozkoumani mozZnosti solarniho tisku pomoci pisku pro vyrobu bydleni hlavné
v rozvojovych zemich. JelikoZ v téchto zemich je voln€ dostupny pisek a vysoké mnoZstvi

slune¢niho zateni, byl by tento zptisob 3D tisku zajimavy pro novy druh podnikani. [11,12]

Nevyhodou vSak je pomérné¢ pomaly tisk, coz umoznuje tisknout pouze malé vyrobky
(Obr. 1). V zavislosti na materidlovych vlastnostech miiZze byt tisknuta spousta véci. Zatim
vSak materidlové vlastnosti, jako je pevnost, tepelnd odolnost nebo vzhled nebyly
testovany. DalSi nevyhodou je cena stroje, kterda je pomérné vysokd diky ndkladim na
objektiv. I kdyZ je v praci navrzena piivétiva cesta, jak ndklady sniZit, i tak jsou ndklady
odhadovéany na ¢astku okolo 1000 euro. I pfes tyto Uspory je tato Castka pfili§ vysoka pro

podnikatele z rozvojovych zemi. [11]
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Obr. 1: 3D tisk pomoci slinovani pisku [12]

1.2.2 3D tisk betonu

Materialy pouzivané s technologii 3D tisku nejsou omezeny pouze na plasty a kovové
materidly. Nedavny vyvoj v oblasti konkrétniho 3D tisku dokazuje, Ze je zde nevyuzity
potencial v rychlém budovani cenové dostupnych domi nebo dokonce celych komunit.
Jakmile architekt nebo designér vytvoii navrh, miZe okamzité pfevést své 3D plany na
g-kod a odeslat je do tiskarny. Tato konkrétni 3D tiskarna pak mulize okamzit¢ premeénit
napad na realitu. To mize byt pouzito nejen pro vyrobu domovi pro lidi bez domova, ale
také pro lidi, ktefi o svilj domov pfisli napt. diky pfirodni katastrof¢. PouZiti by bylo i pro

moderni stavby na jejichZ geometrii jsou tradi¢ni stavebni techniky kratkeé. [13]

I kdyz tato technika skyta velké mnozstvi vyhod, jako jsou nizké naklady, vysoka rychlost
montaZze, neplytvd se zbytecné materidlem (Setrné k zivotnimu prostiedi), diky
pfenositelnosti vystavba na riiznych mistech pomoci jedné tiskarny, i tak nedokaze 3D tisk

pIn¢€ nahradit tradi¢ni stavebni techniky (Obr. 2). [13]
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Obr. 2: Navrh 3D tiskarny na stavbu domii od spolecnosti ICON Vulcan [13]

Hlavnim cilem bylo dosahnout betonové smési, ktera by byla schopna zajistit maximalni
stavitelnost pfi vylévani betonu a zarovenn maximalizovat tekutost betonové smési, aby se
zajistilo, Ze tryska nebude ucpana. JednoduSe feceno, cilem je mit vrstvy, které rychle
ztvrdnou, ale ziistanou dostateéné tekuté, aby se usp€Sné spojily s novymi vrstvami
(Obr. 3). Aby byly splnény tyto podminky, musi takova smés obsahovat nejen mnozstvi
danych chemikalii, ale také pfesné mnozstvi naptf. superplastifikatori pouzivajicich se
k redukci vody ve smési. Zaroven vyrobci do betonovych smési ptidavaji vldkna, aby

docilili vyssi pevnosti. [13]
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Obr. 3: 3D tisk domu — nandseni jednotlivych vrstev na sebe [14]

Zacatkem roku 2018 byl firmou ICON v USA vytisknut dim o rozloze 350 ¢tverecnich
stop za 10000 dolard. Jejich cilem je vSak dostdhnout ceny 4000 dolari za dim
v Salvadoru o rozloze 600800 ¢tverecnich stop. Jednou ze zemi, kterd méa obzvlast’ zdjem
o vyuziti 3D tisku pfi stavbé domti a mostil, je Nizozemi. Na letos$ni rok je planovano
v Eindhovenu postavit pét novych domii pomoci specialnich betonovych 3D tiskaren.
Domy budou obyvéany rodinami a nejvétsi z péti domtl bude mit tii loznice vedle tii pater.

[13]

Nizozemi je také domovem prvniho betonového 3D tisténého mostu pro cyklisty a chodce.
Tato konstrukce byla vyrobena stejnou firmou, kterd poskytuje zatizeni, které¢ bude pouzito
pro stavbu 3D tiSténych doma v Eindhovenu. Most se sklada z n€kolika 3D tiSténych kust

betonu. [13]
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2 Mikrofluidni systémy

Mikrofluidni systémy jsou zafizeni ¢ipového formatu pouzivajici se pro biologické postupy
atesty zejména v oblasti bioanalytického vySetieni. Tato védni disciplina z oboru
analytické chemie se zabyva analyzou xenobiotik, coz jsou latky, které jsou organismu
cizi, a biotik, latek, které jsou organismu vlastni napt. lipidy, nukleové kyseliny, proteiny
a jiné. Jelikoz je mnoZzstvi vzorku vétSinou omezené a ¢asto pomérné dosti malé, pokrok si
zadd vznik novych zafizeni, pro které jsou malé mnozstvi dostacujici, ale zaroven
poskytuji vysledky, které budou robustni a reprodukovatelné. Tyto podminky pomérné
dobfte spliuji mikrofluidni Cipy, jeZ jsou oznacovany jako ,,Micro Total Analysis System*
zkracen¢ také u-TAS. Tento ndzev se snazi vystihnout vlozeni co nejvétsiho poctu
analytickych operaci do jednoho zafizeni, které velikostné¢ odpovida napt. kreditnim
kartam, anebo moznym mensim velikostem. Spi¢kou této technické evoluce by mohlo byt
vytvoteni laboratofe na ¢ipu neboli Lab-on-a-chip. Momentaln€ vS§ak konecnou fazi tohoto

vyvoje jsou mikro a nanoCipy. [15, 16]

2.1 Mikrofluidni ¢ipy

Tyto miniaturni verze s¢itaji mnoho pozitiv, mezi které patii nejen nizké pozadavky na
objem rozpoustédla, ale 1 na dal$i komponenty zahrnuté v téchto systémech, napt. ¢inidla
a bunky. Dalsi vyhody téchto mikrofluidnich systémi jsou nizké néklady spojené s nizkou
spotfebou energie, snadnd ptenositelnost a ovladatelnost zafizeni, kratké reakcni casy,
univerzalni design, ale také moZnosti pro soubézny provoz a pro integraci s dalSimi

miniaturizovanymi zafizenimi. [17]

Razné biologické postupy a testy vyuzivaji miniaturnich systémi, kdy velmi malé objemy
rozpoustédla, ¢inidla a vzorku se pohybuji pomoci mikrokanalii vloZenych do ¢ipu. Mezi
takové postupy a testy mizeme fadit napt. imunologické a enzymatické testy, techniky
typu elektroforézy, sekvencovani ¢i separace DNA, polymerazova fetézova reakce (PCR),

pocitani a kolonizace bunék. [18, 19, 20]
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2.1.1 Cipy z PDMS

PDMS neboli polydimethylsiloxan je organokiemicitanovy elastomer, ktery vynika svymi
neobvyklymi reologickymi vlastnostmi. Proto je to také jeden z materialt, ktery se pouziva
pro vyrobu mikrofluidnich ¢ipti. PDMS se fadi mezi nejrozsifenéjsi organické polymery

obsahujici kiemik. Obecné se tyto slouceniny nazyvaji silikony. [21, 22, 23]

Tento elastomer ¢itd mnoho vyhod. Je inertni, flexibilni, netoxicky, nehoflavy, levny
a transparentni az do 230 nm, coZ je vyhodné pro pouziti optickych metod detekce [17].
Mezi jeho dalsi dualezité vlastnosti patii fakt, ze kromé elasticity ma velmi uzite¢né
vlastnosti pro mékkou litografii. Dosti velkou vyhodou je, ze povrch PDMS ma nizkou
mezifazovou volnou energii, kterd Cini asi 21,6 dyn/cm, s ¢imz souvisi i dobra chemicka
stabilita, ovSem nevyhodou nasledné¢ miize byt, Ze vétSina molekul nebo polymert, které
jsou vzorované nebo lisované, nepiilnou nevratné k povrchu PDMS nebo s povrchem
dokonce reaguji. Dalsi vyhodou u PDMS je, ze pfili§ nebotnd s vlhkosti, a tedy neni
hygroskopicky. Zaroven membrany vyrobené z tohoto materialu povoluji snadny prichod
plynim. Tento elastomer se vyznauje stabilitou az do teploty 186 °C. Vytvarované
prepolymery lze vytvrzovat bud’ tepelné, nebo UV zesitovanim (zejména transparentni
prepolymery). Diky izotropii a homogenit€ mohou byt formy vyrobené z tohoto elastomeru
mechanicky deformované na povrchu za ucelem vytvoreni nejriznéjSich vzori a reliéfnich

struktur. [21, 22, 23]

Pro pouziti elastomeru PDMS v riznych oborech je mozno ménit jeho vlastnosti. Toho lze
docilit napt. modifikaci pre-polymert. Dal§im zplsobem je upraveni povrchu pomoci
plazmy a naslednou tvorbou siloxanli, nebo vhodnymi interferenénimi interakcemi

s materialy, jez samy o sob¢ maji Sirokou Skalu mezitazovych volnych energii. [24, 25]

2.1.2  Cipy z kiemiku

Jako prvni volba pro vyrobu analytickych mikrofluidnich systémt byl kiemik, coz
vychézelo z vyzkumu mikroelektroniky, kde se pouzivaji kifemikové plotny o vysoké
kvalité a Cistoté. Jelikoz je Cisty kiemik také polovodi€, je nevhodny pro elektroforetické
separace. Zaroven, stejn¢ jako u skla, nejsou Cipy z kiemiku vhodné k vytvéreni slozitych
struktur kanald. OvSem oxid kiemicity diky svym vynikajicim elektrickym vlastnostem je
vyuzivan ve vysokonapétovych aplikacich. Takové -elektroforetické mikroCipy vSak
vyzaduji vylozené¢ pouze jednoduché struktury kanalt. NejCastéjSi metoda vyroby
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takovych ¢ipt je fotolitografie. Zejména kiemikové mikroCipy jsou vSak vyzadovany pro
aplikace zahrnujici detekci pomoci ultrafialové adsorpce, protoze sklo pohlcuje UV zafeni.

[26, 27]

2.1.3 Cipy ze skla

Jelikoz v porovnanim se sklem je Cisty kifemik je mnohem drazsi, tak se stalo sklo jasnou
volbou pro vyrobu mikrofluidnich €ipti. Pro vyrobu ¢ipti bylo pouzito mnoho druhti skla,
napft. borosilikatové sklo, sodnovéapenaté sklo, Pyrex sklo aj. Vyhodou je, Ze v zavislosti na
pH mizeme ovlivnit povrchovy naboj skla, coz se v mikrofluidice vyuZziva napt. pro
elektroosmotické pumpy. Tento material ma i svoje nevyhody, jako je kiehkost materialu,
nelze jej pouzivat v alkalickém prostfedi (naleptavani povrchu) nebo taky nakladna vyroba.
I tak jsou vSak stdle casto vyuzivany v mikrofluidice, i kdyz je do znacné miry nahradily

polymery. [27, 28]

2.2 Vybrané typy detekce
2.2.1 Optické detekce

Optické metody detekce se fadi mezi instrumentalni metody, kdy dochézi k interakci mezi
analyzovanou latkou a zafenim. Pfi této interakci mohou molekuly, atomy ¢i ionty
podléhat n€kolika zméndm. Bud' pfi absorpci energie ze zafeni tyto Castice prechazeji
z kvantové niz8ich energetickych stavii do vysSich nebo naopak vyzafuji energii
odpovidajici pfechodu z vysSich energetickych hladin do nizsich. Tyto metody se nazyvaji
jako spektralni metody. Mohou taky podl€hat jingym zménam pfi interakci se zafenim, jako
je napt. zména smeru, optické otacivosti zareni nebo zména rychlosti. Tak se oznacuji jako
nespektralni metody, jelikoz nedochazi k vyméné energie mezi latkou a zatfenim. Podle

téchto interakci mizeme rozdélit spektralni metody na:

1. Absorpéni metody — d¢li se podle toho, zda absorbuji energii zéafeni atomy
¢i molekuly a z jaké oblasti zéafeni tuto energii absorbuji.
a) Infracervena spektrofotometrie — absorpce molekulami, které prechézi z nizsich
vibra¢né -rotacnich stavli do vysSich.
b) Spektrofotometrie v UV a VIS oblasti — absorpce molekulami, které prechazi

z niz§ich elektronovych stavil do vyssich.
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c) Atomova absorpcni spektrofotometrie — absorpce atomy, které piechézi
z niz§ich elektronovych stavi do vyssich.

Emisni metody— d¢li se podle toho, jakym zplisobem se vyvolava emise a zda se

zéafenim interaguji atomy ¢i molekuly.

a) Emisni spektralni analyza — vyuziti termické excitace, kdy dochazi k interakci
atomt, jejichz elektrony piechazi z vyssi energetické hladiny do niZzsi.

b) Rentgenova spektralni analyza — vyuziti proudu elektront k excitaci atoma, kdy
piechazi elektron z vyssi energetické hladiny na misto jiného elektron, ktery byl
vyrazen v niz$i energetické hladiné atomu.

c) Atomova fluorescencni analyza — kexcitaci dochazi elektromagnetickym
vinénim, které pohlcuje atom, a tak pfechazi elektron z vySs$i energetické
hladiny do niZsi.

d) Luminiscencni analyza — opét dochazi k excitaci pomoci elektromagnetického
vinéni, ovSem k pohlceni dochazi molekulou a jak tomu bylo u ptfedchozi
metody, dochdzi k prechodu elektronu z vyssi hladiny na niz8i energetickou

hladinu. [29, 30]

U nespektralnich metody mame n¢kolik druhti méteni, kdy zalezi, jaky je dusledek

interakce vzorku se zafenim. Piiklady nespektralnich metod jsou:

1)
2)

3)

4)

Blize

Polarimetrie — tato metoda je zaloZena na méfeni Uhlu stoceni roviny
polarizovaného svétla u latek, které jsou tzv. opticky aktivni.

Refraktometrie — diky zméné sméru a rychlosti zafeni se méfi index lomu.
Turbidimetrie — méfi se zafeni proSlé vzorkem, jenz je ochuzeno o rozptylenou
slozku zateni. Pouziti je pro roztoky suspenzi a koloidni roztoky ve vysokych
koncentracich rozptylenych ¢astic.

Nefelometrie — méfi se zafeni rozptylené v kolmém smeéru (nejcastéji) vuci
vstupujicimu paprsku. Pouziti je pro roztoky suspenzi a koloidni roztoky v nizsich

koncentracich rozptylenych ¢astic. [29, 30]

bude v nasledujicich odstavcich pfiblizena ze spektralni absorpénich metod

infracervend detekce a detekce pomoci Ramanovy spektroskopie, ze spektralnich emisnich

metod fluorescencni detekce a z nespektralnich metod detekce pomoci indexu lomu neboli

refraktometrie. Speciadlni ptikladem optickych metod je kolorimetrie, kdy jako detektor

nam slouzi oci (vizualni kolorimetrie) nebo piistroj tzv. kolorimetr (fotokolorimetrie) [31].
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U vétSiny z téchto optickych metod bude uveden ptiklad, kdy jsou tyto typy detekce
pouzity pro mikrofluidni zafizeni. Existuji i dal$i typy detekce, napi. UV/VIS
spektrofotometrie, dalsi typy chemiluminiscence, plazmova emisni detekce aj., které lze

také pouzit ve spojeni s mikrofluidnimi ¢ipy. [32]

Kolorimetrie

Jedna se o optickou metodu, pii které se porovnava roztok neznamé koncentrace, ktery ma
uréitou intenzitu zbarveni, s roztokem stejné latky, jejiz koncentraci zname. Jelikoz je
intenzita barevnosti, kterd je charakteristickd pro danou latku, zdvisla na koncentraci
v roztoku, nejcastéji se vytvari kalibracni fady. S takovou fadou se pak roztok o neznamé
koncentraci porovnava. RozliSujeme dva typy kolorimetrie podle méfeni svételné

pohltivosti:

1) Vizualni kolorimetrie — postupy, diky kterym se pomoci zraku zjistuje rovnost
svételnych hodnot.
2) Fyzikalni kolorimetrie (fotokolorimetrie) — postupy, kdy se méfi na kolorimetru pti

dané vinové délce mnozstvi svétla prochazejici vzorkem. [31, 33, 34]

Fluorescencni detekce

Kdyz molekula absorbuje energii zafeni ve formé fotonu z UV/VIS oblasti spektra, dostava
se do excitované¢ho stavu. Jestlize se pfi navratu do zakladniho stavu zbavi prebytecné
energie tim, Ze vyzafi jiny foton, jedna se o (foto)luminiscenci. Tyto latky pak nazyvame
luminofory. Vyzafeny foton mé& mensi energii (tzn. vétsi vinovou délku) oproti
absorbovaném fotonu, ktery zpusobil excitaci. Ke ztraté rovnajici je rozdilu téchto energii
doslo diky rtznym relaxaénim procestim, kdyz byla molekula v excitovaném stavu.

Jakmile se vraci molekula do zdkladni stavu fotoluminiscenci, mizeme ji rozdélit na dva

typy. [30, 35]

Prvnim typem, jak uZz néazev kapitoly napovida, je fluorescence. Tyto latky (fluorofory)
prechéazi zafivym piechodem z excitovaného stavu do zakladniho stavu v ramcil0'? az 107
sekund. Tato kratkd doba je zplisobena tim, Ze zafivy pfechod je pouze mezi singletnimi
elektronovymi stavy. Oproti druhému typu — fosforescenci, kdy se molekula dostava

relaxaci do tzv. tripletového (metastabilniho) stavu, a teda pti navratu do zakladniho stavu
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se méni nejen elektronovy, ale i spinovy stav molekuly (mélo pravdépodobné). Diky tomu

dohasinani luminiscence trva delsi dobu — déle nez 10° sekund. Tyto procesy jsou

schematicky znazornény na Jablonského diagramu (Obr. 4). [30, 35]
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Obr. 4: Jablonskeho diagram [35]

g

fosforescence

Jako priklad Ize uvést fluorescencni detekci v jednokanalovém mikrofluidnim Eipu. Pro

takhle miniaturizovana zatizeni se nejcastéji pouziva k indukci fluorescence laser (LIF) jak

je znazornéno na Obr. 5. Zde bylo pro excitaci pouzito argonové laserové svétlo z ditvodu

zvySeni mefené fluorescencni emise. Pro snizeni mnozstvi excitacniho svétla vstupujiciho

do fotodetektoru se obvykle pouzivaji pdsmové emisni filtry (Obr. 5-6). Laserovy paprsek

se zafokusuje pomoci cocky (Obr. 5-1) na dané misto v separa¢nim kanale Cipu, ktery drzi

na misté drzak Plexiglas (Obr. 5-2). Fluorescencni emise (Obr. 5-3) byla sniména

mikroskopickym objektivem (Obr. 5—4), nasledné zaostiena na prostorovy filtr (Obr. 5-5)

a emisni filtr. Detekce byla provedena pomoci fotonasobice. [32]
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Obr. 5: Schématicky nakres fluorescencniho detekcniho systému LIT [32]

Detekce pomoci indexu lomu

Relativni index lomu znacici se n2; se vypoc€ita jako pomér rychlosti svétla, kdy prochézi
paprsek z jedné latky do druhé. Pokud je tento pomér pocitan z rychlosti svétla ve vakuu
(oznacujici se jako ¢) ku rychlosti svétla v urCitém hmotném prostiedi, nazyva se tento
pomér absolutni index lomu N. Jelikoz je ve vzduchu rychlost svétla blizka rychlosti ve
vakuu, vztahuje se index lomu na vzduch. Znaci se tedy jednoduSe index lomu n. Diky
tomu ze, rychlost vzduchu oproti ostatnim prostfedim je vétsi, jsou indexy lomu téchto
opticky hustSich prostiedich vétsi nez 1. Jednoduse Ize fici, ze index lomu je fyzikalni
konstanta, kterou kdyZ spojime s dalSimi daty ndm poslouZi nejen k identifikaci latky, ale

také k posouzeni Cistoty. [36]
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Me¢teni zalozené na indexu lomu se daji rozlisit dvé metody. Prvni je refraktometrie, ktera
se pouziva zejména pro méieni kapalnych ptipadné pevnych latek. Index lomu se méfi
pfimo. Druhd metoda je interferometrie, ktera je urcend nejcastéji pro plyny, ale také nékdy
pro kapaliny. Nemé&ii se ptimo index lomu, ale vyhodnocuje se rozdil indexu lomu mezi
latkou métenou a latkou srovnavaci. Tento zplisob je mnohem ptesnéjsi a dovoluje zméfit
1 velmi malé rozdily, které jsou mezi indexem lomu pro vzorek a pro standard. Nevyhodou

je vsak, ze tato metoda je komplikovangjsi. [36]

Navrzeny detektor indexu lomu funguje na principu posunu interference vzorku. Pfi
prachodu kolimovaného laserového paprsku holografickym optickym prvkem se tento
paprsek déli na dva souvislé paprsky. Prvni paprsek tzv. sonda je nasmérovan kanalkem.
Druhy paprsek tzv. referenni neboli srovnavaci paprsek prochdzi pouze sklenénym
substratem a slouzi pouze jako kontrola. Tyto dva paprsky se v dalekém poli rozchazeji
a vzajemn¢ interferuji. Tim vznika interference vzorku, které l1ze detekovat fotodiodovym

polem. [37]

Ptikladem pouziti této detekce mize se zminit zménu gradientu indexu lomu (RIG). RIG
mezi sousednimi laminarnimi proudy se pouziva jako snima¢ molekulové hmotnosti, jak je
znazornéno na Obr. 6. M¢éfi se gradientu indexu lomu (RIG) vychylenim diodového
laserového paprsku na jednorozmérmém detektoru citlivym na polohu (PSD). Proud
analytu (tmavy proud) proudi ze vzorkovaciho kanalu a potkava se s proudem mobilni faze
(svétly proud). Tyto dva proudy proudi spoleéné doli analytickym kandlem a zaroven
dochazi k difuzi analytu do proudu mobilni faze. Vytvaii se tak koncentracni gradient.
K tomuto michani dochazi v ¢ipu PDMS. Laserovy paprsek dopada na strukturu kanalku
v tzv. detek¢nim dobé, ktery je kolmy jak na smér proudéni, tak na koncentra¢ni gradient.
Laserovy paprsek je vychylen z vychozi pozice (¢arkovana ¢ara) pomoci RIG mezi proudy
vzorku a mobilni faze. Uhel vychyleni neboli odméfovaci signal 6 se méii. Uhel vychyleni
je detekovan. Pomér PSD signali ziskanych ve dvou detekénich bodech je snadno
korelovan s koeficientem difuze analytu, a tedy i molekulovou hmotnosti analytu pro

danou tfidu sloucenin. [32]
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Obr. 6: Nakres mereni gradientu indexu lomu (RIG) [32]

Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie se fadi mezi metody z oblasti vibracni molekulové spektroskopie,
kdy zékladem pravé této metody je neelasticky opticky rozptyl zareni. Princip metody
spo¢iva v ozafeni métené¢ho vzorku zéatenim z laserového zdroje. Tohle zafeni musi byt
monochromatické a vinova délka je bud’ z oblasti viditelného svétla nebo z oblasti blizké
infracervené oblasti. Odezvy vzorku, které se méti jsou nejcastéji menici se vinové délky,
které lze pfepocitavat na kmitoCty a vinocty, a rozptylené zafeni. Diky t€émto veli¢inam

muzeme rozliSovat rozptyly:

- Rayleigiiv — neméni se vlnocet do rozptyleného zateni
- Ramanuv — méni se vlnocet Do, pokud je nizsi, znamena to del§i vinovou délku
amluvi se tedy o Carach se Stokesové¢ oblasti. Pokud je to naopak, tak se jedna

o ¢ary lezici v anti-Stokesove oblasti.

Diky témto ¢aram se mohou pfifazovat jednotlivé vibrace v molekuldch daného vzorku.

Rozdily mezi jednotlivymi typy rozptyll 1ze vidét na Obr. 7. [38, 39]
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Obr. 7: Ramaniiv a Rayleiguv rozptyl [38]

Ramantv rozptyl lze také aplikovat pro detekci mikrocCipli. VyzkouSena byla jiz detekce
vody ¢i urcitych herbicidii na sklenénych c¢ipech. Ramanova rozptylu s povrchové
zvysenou rezonanci (SERRS) bylo také dosazeno pouzitim stiibrnych koloidnich agregatt
produkovanych pfimo v Cipu. Stejny postup byl pouzit k detekci azobarviva 5-(2 -methyl-
37,5 -dinitrofenylazo) chinolin-8-o0l. Tohle azobarvivo je derivatem vybusniny, zndmé pod
nazvem trinitrotoluen (TNT). Timto zptisobem bylo mozné detekovat 10 pl obsahujici

10 M barviva. [38, 40]

Infracervena detekce

Infracervend detekce je zaloZzena na méteni a nasledném vyhodnoceni absorpénich spekter
molekul. Tyto molekuly absorbuji zafeni, které méa vlnovou délku mezi 800 nm a 100 pum,
to odpovid4 vino&tu 12000 az 10 cm™'. Diky absorpci zafeni se zvy$uji vibraéni a rotaéni
stavy molekul. Energeticky rozdil mezi jednotlivymi stavy, at uz vibratnimi nebo
rota¢nimi, jsou velmi malé v porovnani s elektronovymi stavy. To znamena, Ze pro zménu
vibracnich a rotacnich stavl postaci absorpce zafeni o nizké energii, a tedy o vétSich

vlnovych délkach (infracervené zatreni), nez ma napi. zafeni ve viditelném spektru. [36]
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Na mikro¢ipu mizeme detekovat pomoci infradervené detekce napft. toluen. Problémem
muze byt to, ze substrat, ze kterého musi byt Cip vyroben, nesmi byt v infraCerveném
spektru vidén. Tuto podminku na vyrobu cipu spliiuje fluorid vapenaty. Do Cipu byly
leptany mikrokanaly pomoci nasycené¢ho roztoku Fe(NH4)(SO4), pii laboratorni teploté po
dobu zhruba 24 hodin. Hloubka mikrokanalt se pohybovala od 18 um, kdyz byl leptaci
roztok michan, do 8 um pfi nehybné vrstvé leptaciho roztoku. Ke slepeni pak byl pouzit
fotorezistni monomer jako lepici vrstva, ktera byla vytvrzena zahiivanim na teplotu 135 °C

po dobu 30 minut. [41, 42]

2.2.2 Elektrochemicka detekce

Elektrochemicka detekce je dalsi z dulezitych typt detekce, kterda mize byt pouzita pro
mikrofluidni systémy. Jak uZ z nazvu vyplyva, méfeni je zaloZeno na elektrochemickych
méfenich. Lze meéfit bud’ napéti (potenciometrie), proud (amperometrie), elektrickou
vodivost (konduktometrie), nebo také zavislost proudu na napéti (voltametrie). Tyto typy

detekci jsou druhé nejpouzivanéjsi viibec. [29, 32]

Potenciometricka detekce

Potenciometrie patii mezi elektroanalytické metody, jejichz podstatou je elektrodova
reakce probihajici na rozhrani elektroda-roztok, kdy se méfi rovnovazné napéti
galvanického ¢lanku ponofeného ve stanovovaném roztoku. Zaroven plati, ze elektricky
proud musi byt prakticky nulovy. Clanek se sklidd z mémé neboli indikaéni elektrody
a srovnavaci neboli referentni elektrody. Referentni elektroda méa konstantni potencial
a rozdil mezi potencidlem z referentni a indikacni elektrody je rovnovazné napéti, coz je
mira koncentrace sledované latky. Pii téchto podminkéach rozliSujeme, zda se jedna
o potenciometrii (elektrodovy potencidl je funkci koncentrace stanovované latky) nebo
o potenciometrickou titraci (elektrodovy potencidl je funkci objemu titra¢niho ¢inidla), kdy

se vyhodnocuje bod ekvivalence. [29, 30]

Pro detekci na mikrofluidnim ¢ipu Ize pouZit potenciometrickou detekci ¢i detekci pomoci
iontove selektivni elektrody (ISE). Piikladem miiZzeme uvést Cip pro barnaté ionty, které
byly detekovany pomoci ISE. Tento ¢ip (Obr. 8) obsahuje dva kanaly. Prvni — rovny kanal

obsahuje tekuty roztok vzorku barnatych iontii. Druhy kanal je ve tvaru U. Ten je vyplnén
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polymerni membranou ionoforem pro baryum [N, N, N’, N'-tetracyclohexylbis(o-
phenylenoxyldiacetamid)]. Oba dva kanaly jsou spojeny tak, aby se vzorek dostal do styku
s polymerni membranou. Aby se zabranilo posunu potencialu, zdsobnik A byl naplnén
internim roztokem (0,1 M BaCly). Toto plnici roztok obvykle u jinych typt
miniaturizovanych ISE chybi. Doba odezvy na zmény barnatych iontl je rychla v fadu

n¢kolika sekund. [43]

A Point B
ISE S
Reservoir (_ -
Valve
Ag/AgCl Point B

electrode
Internal

filling solution Point D

Membrane
contact

Point A
~

Organic membrane Reservo
entrapped in Valve
U-Channel
Referenc
electrode

Sample Channel

Point C

Point E

1 mm

H

Obr. 8: ISE cip (A-schématicky nakres, B-méritko diagramu) [32]
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Pro potenciometrickou detekci dalSich iontd jako jsou draselné nebo dusitanové, byly
jejich ionofory zabudovany do optodové membrany na plastovém disku [44]. Optody
pracuji na stejném principu jako ISE, dokonce i membrana obsahuje stejné ionofory.
Rozdil je v tom, Ze se neméti zmeéna potencialu elektrody, ale zména fluorescence urcitého
barviva, které je v membrané obsazeno [45]. V jiném c¢lanku se mluvi o pouziti tenké
vrstvicky sulfidu méd’natého pro vytvoreni ISE pro méd’, kdy tato elektroda byla pouzita

na Cipu vytvofeného z kombinace kiemiku a skla. [46]

Konduktometricka detekce

Princip této metody, fadici se mezi nejstarsi elektroanalytické metody zalozené na
schopnosti danych roztokt elektrolytu elektricky proud, kdy se méfi tato schopnost-
vodivost (konduktance) analyzovanych roztokd -elektrolytd v rozpoustédle ¢i vodé.
Podminkou je, aby tyto rozpoustédla méla velkou relativni permitivitu. Zarovei neprobiha
zadny elektrochemicky dé&j. Meéfeni pak probihd v sestavé dvou vodivych desek
ponofenych v méfeném roztoku. Na tyto desky je vlozeno stfidavé napéti a méefi se
elektricky proud (Obr.9). Vodivost se pak vypocitd z Ohmova zakonu podilem
elektrického proudu a vlozeného napéti. [29, 30, 47]

Tak jako u potenciometrie rozliSujeme, zda je jednd o pifimou konduktometrii, nebo
o konduktometrickou titraci. U pfimé konduktometrie lze z naméfené vodivosti roztoku
ur¢it koncentraci stanovovaného elektrolytu, ovSem pouziti je dosti omezeno. Diivodem
tohoto omezeni je jen malo rozlisitelna vodivost iontd vyjma OH a H3O". Mizeme tedy
fici, Ze vodivost je vlastnosti nespecifickou ¢i aditivni. To nam urcuje, Ze piima
vSak 1 svoje vyhody a tim je to, Ze touto metodou Ize stanovit velmi malé az ptimo stopové
mnozstvi elektrolytii pfitomnych ve vod¢, ¢ehoz se vyuziva napi. ke kontrole Cistoty vody

¢i jako ukazatel kvality destilované vody. [30, 47]

Konduktometricka titrace pracuje na principu méfeni zmény vodivosti roztoku, ktery je
titrovan odmérnym roztokem. Nutnosti je, aby dochazelo pted bodem ekvivalence nebo za
bodem ekvivalence k vyrazné zméné vodivosti. Tuto podminku spliiuji zejména titrace
neutralizani, ale dale také napf. srazeci ¢i nékteré komplexotvorné titrace. Metodu nelze
pouzit pro chelatometrické a redoxni titrace. Ve vysledku ziskdme konduktometrickou

kiivku, coz je zavislost mémé vodivosti ¢i celkové vodivosti na objemu piidavaného
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odmérného roztoku. Z této kiivky lze pak ziskat bod ekvivalence pruseCikem dvou
pfimkovych vétvi ziskanych z méfeni. Z priseciku vycteme spotifebu odmérného roztoku.

[30, 47]

k méridlu odporu

¢i vodivosti
(konduktometru)
zdroj
stfidaveho
proudu
/ V-metr ponorna
A . vodivostni
nadobka
U=I.R
| ‘ analyzovany
roztok
R
vodivostni
elektrody

Obr. 9: Schéema méreni vodivosti [47]

2.2.3 Hmotnostni spektrometrie

Jednad se o separacni techniku ptevadéjici vzorek do plynné faze v ionizované formé.
Vzniklé ionty se nasledn¢ déli podle toho, jaka je hodnota jejich podilu hmotnosti
ku nédboji (m/z). Na pocatku hmotnostni spektrometrie (MS) byl vyzkum Thomsona. Ten
studoval elektrické vyboje za nizkého tlaku v plynech. Molekuly latky byly bombardovéany

elektrony, diky nimz vznikalo zéfeni vytvofené kladné nabitymi Casticemi (ionty). lonty
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vznikajici v daném prostoru piichdzely do uzké trubice, kde byly urychlovany a nasledné
prochazely prostorem s magnetickym a elektrickym polem, které se paralelné prolinaly.
Na fotografické desce vznikly série parabolickych kiivek vytvorené dopadajicimi ionty.
Kazd¢ kiivce byla piifazena jedna Castice, kterd méla stejnou hodnotu hmotnosti ku naboji,
lisila se ale rznou rychlosti. Pro ptfedstavu, kdybychom méli molekulu COCl», ziskali
bychom parabolické kiivky, které odpovidaji ionthim O, C*, CO", Clx" a jako posledni
COCI". [30, 48]

Od té doby sel vyvoj kupfedu a hmotnostni spektrometrii dnes nalezneme témeét v kazdé
laboratofi. Bézn¢ je hmotnostni spektrometr rozdélen na oblasti vstupu vzorku, nasleduje
iontovy zdroj, hned za nim se vyskytuje hmotnostni analyzator. Na konci se nachazi
detektor, ktery je propojeny s vyhodnocovacim zatfizenim (Obr. 10). Detekce pomoci MS
je ovlivnéna nejen riznymi moznostmi ionizace ze sty¢né plochy, jako je napf. ionizace
pomoci elektrospreje ¢i MALDI pouzivané u mikrofluidnich ¢ipt, ale také volbou
hmotnostnich analyzatort. Nejcastéji je ionizace vzorku zpisobena narazem rychle leticich
elektronii. Lze vyuzit také chemickou ionizaci, kdy pomoci chemické reakce vznikaji
ionty. Hmotnostni analyzatory mohou byt napt. jednoduchy kvadrupdl, iontova past, trojity
kvadrupdl atd. Pti aplikaci na mikrofluidni Cipy zaleZi, zda ma ¢ip pouze jednoduchy kanél
nebo je tzv. multikandlovy. Zarovenn muze byt spojen s nejriuznéjSimi procesy zpracovani

vzorku jako je napft. prekoncentrace nebo také separace. [30, 32, 48]

ionty
uréitého
| MZ o
———_b

detektor

vstup :
vzorku iontovy hmotnostni

hod.nxocovac'
Zdroj analyzator vy '

zalizeni

Obr. 10: Schématicky nakres hmotnostniho spektrometru [30]

Hmotnostni spektrometrie poskytuje piimou, vysoce specifickou a pfesnou charakterizaci
a kvantifikaci poZadovanych analyti. MiZeme tedy fict, Ze se jednd o nejvykonngjsi
vysokorychlostni a vysoce vykonnou detekéni techniku vyvinutou doposud pro analyzu

vzorku komplexniho biologického pivodu a diky tomu ziskava stale vétsi vyznam jako
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metoda detekce mikrofluidnich ¢ipli. Nicméné pokud bychom porovnali MS s optickymi
a elektrochemickymi metodami, které mohou byt integrovany do Cipli, je ve spojovani
mikrofluidik s hmotnostnim spektrometrem hlavnim problémem konstrukce emitoru.
V navaznosti na Uspésnost propojeni hmotnostni spektrometrie s kapilarni elektroforézou
(CE) se zvysil zajem o spojeni MS s mikrofluidnimi systémy. lonizace elektrosprejem
zustava nejoblibenéjSim modem pro propojeni detekce s mikrofluidnimi systémy, jako
je tomu v piipadé HPLC a CE. Ne¢kolik specializovanych vyzkumnych skupin Gspésné
prokazalo propojeni mikrofluidnich kapiladrnich elektroforetickych zafizeni s hmotnostni

spektrometrii. [27, 49, 50]

Ionizace elektrosprejem - EST

Jako ptiklad pro ionizaci elektrosprejem muze uvést vyzkum, kdy védei pouzili na
testovani tetrabutylamoniumjodid jako modelovou slou¢eninu. Ve c¢lanku je popsano
spojeni mikrofluidniho ¢ip s hmotnostnim spektrometrem, ve kterém byla jako analyzator
pouzita iontova past. Dodavani analytu pies mikrofluidni kanédly bylo provedeno
elektroosmoticky pomoci indukovanych tlaki. Elektrostatického rozpraSovani na konci
kanalu bylo docileno vloZenim potencidlu mezi mikro¢ip a vodi¢, jenz byly oddé€leny

mezerou velkou cca 3-5 mm od konce kanalu. [27, 51]

MALDI — Matrix Assisted Laser Desorption Ionization

Vyuziti MALDI-TOF MS se silikonovym ¢ipem popsala vyzkumna skupina pod vedenim
védce Little. Na ¢ipu bylo vyleptano 100 individualnich jamek pro analyzu syntetickych
oligonukleotidi a DNA diagnostickych produktii. Nizkoanalytické podily matrice a DNA
se davkovaly piezoelektrickou pipetou do jamek. Bodové mutace v alelach apolipoproteinu
B, které jsou spojeny s abnormalnim transportem cholesterolu a metabolismem, byly
detekovany naddvkovanim 5 nl polymerazové tfetézové reakce (PCR) produktu do jamek
aanalyzou pomoci MALDI-TOF MS. Heterozygotni mutace v kodonu 3500 byla
potvrzena piitomnosti druhého piku v mutantni alele ve srovnani k alele divokého typu.
Mikrosatelitové genotypovani bylo také prokazano. NejenZe bylo mozné identifikovat
mozné opakované jednotky diky prodlouzeni baze oligonukleotidi zpiisobem, ktery je

srovnatelny s elektroforézou, ale také byla nalezena a oveéfena mutace. [27, 52]
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2.2.4 Ostatni typy detekce

vvvvvv

v souvislosti s detekci na mikroc¢ipech. Existuji vSak dalsi typy metod, které se vymykaji
z tohoto Clenéni, avSak mohou stejné tak dobife poslouzit pti detekci latek ve spojeni
s mikrofluidnimi systémy. Jmenovat mizeme napi. detekci pomoci akustickych vin,
tepelnou detekci nebo nukledrni magnetickou rezonanci, ¢i vyuziti chytrych telefont.

Posledni dvé jmenované metody jsou popsany nize v podkapitolach. [27]

Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Princip této metody je zaloZen na piechodu jadra atomu na vyssi energetické hladiny diky
absorpci elektromagnetického zareni. Toto zafeni musi mit vlnovou délku z oblasti
kratkych radiovych vin, aby doslo k absorpci. Zaroven musi mit jadra atomd magneticky
moment, aby se mohly ve vnéj§im magnetickém poli orientovat do poloh, kterym urcité

energetické hladiny odpovidaji. [30, 53]

Pokud stejné atomy jsou v molekule vazany riznym zplisobem, miizeme urcit tyto vazby
diky tomu, ze absorbuji zafeni o rtizné frekvenci (kvalitativni udaj). Jelikoz k absorpci
prispiva kazdé jadro stejnych atomi stejnou mérou, je mozné v urcité vazbé nebo skupiné

urcit pocet atomd, a to diky intenzité absorbovaného zateni (kvantitativni udaj). [30, 53]

Na obrazku (Obr. 11) je vidét schéma planarni sonda, zaloZena na zdklad¢ mikro civky,
uréend pro méfeni '"H NMR spekter sachardzy v deuteriu. Sonda se sklada z vice otackové
elektrolytické planarni mikro civky integrované na sklenény substrat s vyleptanymi
mikrofluidnimi kandly pro zadrZeni vzorku. Civka ma typické rozméry 2 mm nebo méné,
pfi¢emz schopnost zadrzovani vzorku se pohybuje v rozmezi od né€kolika nanolitrli do
mikrolitrl v z&vislosti na velikosti civky. Jako reference lezi civka v rovin€ yz se statickym

magnetickym polem By podél osy z. [32]
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Obr. 11: Schema mikrofluidniho systému urceného k mereni pomoci NMR [32]

Vyhodnoceni pomoci chytrych telefonii

Vyuziti chytrych telefonii pro detekci a fizeni mikrofluidnich systému se postupem casu
stava ¢im dal tim vic zajimavéjsi. Vyhodou tohohle spojeni je, Ze miize byt pouZito
v zemich tfettho svéta v souvislosti s pééi o pacienty, hlavné diky jejich rychlosti,
dostupnosti, pfenositelnosti, specificnosti, citlivosti a uzivatelsky piivétivou kontrolu

vysledki. [54]

Jedna se o pfenosna zafizeni, které maji vestavéné fotoaparaty a interni mikroprocesory,
jenz zpracovavaji obraz. Telefony mohou poskytovat rychlé a piesné vysledky, diky tomu
nejsou externi pocitae potfeba. Konektivita chytrych telefonli navic poskytuje moznost
sdilet a poskytovat vysledky v redlném Case v piipad€ potieby, at’ uz ve zdravotnické
diagnostice, monitorovani Zivotniho prostfedi, imunotestech nebo bezpe¢nosti potravin.
Spojeni chytrych telefoni a mikrofluidnich systémt ma urcit€¢ skvélou budoucnost pfi

budovani nizko nakladovych a snadno ovladatelnych systémt pro analyzu v terénu. [54]

Prikladem vyuziti chytrych telefond pro detekci lze uvést optickou platformu pro
kolorimetrickou analyzu krevniho hematokritu. Jak je vidét na Obr. 12, vyvinuta platforma
je slozena z bilého boxu, ktery je vyroben z PMMA, a svételného difuzoru z PDMS.
Chytry telefon se umistil na horni stranu bilého rdmecku a mikrofluidni zatfizeni na spodni
¢ast. Princip difuze svétla je zndzornéno na Obr. 12—-A. Efekt rozptylu Obr. 12-B
a schématické znazornéni celé¢ vyvinuté platformy je zndzornéno na Obr. 12—C. Snimky
krve, ktera byla obsazena v mikrokanalech, byly pofizeny integrovanou kamerou

smartphonu a analyzovany mobilni aplikaci pro zpracovani obrazu vypoctem relativniho
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GSV kazdého obrazového pixelu. Zkratka GSV znamena gray-scale-valuation, neboli
vyhodnoceni ve stupnich Sedé barvy, kdy se pfevadi barevné obrazy na stupné Sedi.
Hlavnim diivodem, pro€ je zobrazovani ve stupnich Sedi ¢asto pouzivano, je, Ze stupné Sedi

zjednodusuji algoritmus a snizuji pozadavky na vypocet. [28, 54]
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Obr. 12: Schéma zarizeni pro kolorimetrickou analyzu krevniho hematokritu pomoci
chytrych telefonii [28, 54]

3 Toxikologie

Toxikologie je vé&da, vyuZivajici poznatkii z biologie a chemie, aby popsala vlivy
chemickych latek na Zivé organismy a ekosystémy. Toxikologie se tedy ¢aste¢né piekryva
s farmakologii. Vlivy chemickych latek mohou byt pozitivni 1 negativni, avSak nejcastéji se
zkoumaji praveé vlivy negativni. Obecné lze tedy fici, Ze toxikologie je v&da o jedech.
V $irsi roving je jed chapan jako latka, ktera Clovéka poskozuje, ¢i dokonce zabiji, at” uz
pomalu nebo rychle. Pro pojem jed se uziva n¢kolik synonym jako je Skodlivina, noxa
¢i xenobiotikem. Je tedy ziejmé, Ze je nutné se latkam s témito ucinky vyvarovat. Avsak jiz
na zacatku 16. stoleti Svycarsky astrolog, alchymista a lékar Paracelsulsus konstatoval,

ze jedy jsou vSechny latky a pouze davka urcuje to, kdy latka prestava byt jedem. [55, 56]
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V toxikologii se zkouma nejen jaky je mechanismus ucinku rtiznych Skodlivych latek, ale
zabyva se 1 analyzou téchto Skodlivych latek, jejich prevenci i 1é¢bou pfi jejich otrave.
Toxikologii mizeme rozdélit na nékolik skupin neboli podoborl, a to zejména podle
zaméieni. Jednotlivé podobory se navzajem prolinaji, a tak nelze piesné ur€it vymezit co
pfesné patii pod ktery podobor. Nejéastéji tyto podobory urCuje Skala nox, ktera je

pfedmétem zajmu. [55, 56]

Obecna toxikologie se zamétuje zejména na obecné poznatky, ale také na zakonitosti,
teorie ¢i dokonce souvislosti ohledné¢ plsobeni jedii na zivé organismy. Zkouma
mechanismy, jakymi se jedy dostavaji do organismi, jak se metabolizuji, ale také jak

a v jaké forme jsou vylu¢ovany.

Analyticka toxikologie vyuzivd metod analytické chemie ke zjistovani a stanovovani
mnozstvi toxickych chemikalii, které jsou pfitomny v tkénich, at’ uz zivoc¢isnych nebo

rostlinnych, nebo ptirodnich materialech, jako je voda ¢i ptda.

Experimentalni toxikologie méa hlavni tlohu stanoveni toxickych déavek na urcité
organismy a zaroven popsat nejen metabolismus toxické latky, ale také jak se projevuje
otrava pravé danou latkou u daného organismu. Tyto U¢inky toxind se zkoumaji

z vysledk, které byly ziskany z pokust na zvifatech provedenych in vivo a in vitro.

Farmaceuticka toxikologie ma za kol zkoumat, jaké jsou nezadouci Gc¢inky jednotlivych

leka.

Klinicka toxikologie se nejcastéji zabyva akutnimi otravami, kdy se Casto analyzuji otravy
jak alkoholem, tak rozpoustédly ¢i 1é¢ivy. Nutna je v€asna diagnodza otrav a jeji nasledna

lécba.

Forenzni (soudni) toxikologie hraje diilezitou roli Casto také pfi policejnim vySetfovani,

kdy dochazi ke zkoumani télesnych vzorki po imrti ¢lovéka a hledani pficin tmrti.

Ekotoxikologie mapuje plsobeni latek, které jsou Skodlivé pro piirodu a ekosystémy.
Nejen Ze zkouma pohyb riznych kontaminantl v ptirodé, ale také se zabyva prevenci

a eliminaci téchto Skodlivych latek z Zivotniho prosttedi. [55, 56]

Dal$im c¢lenénim toxikologie muzou byt obory jako napi. vojenskd toxikologie,

potravinaiska, epidemiologicka, predikéni, veterindrni toxikologie, neurotoxikologie

a dal$i. Zejména v klinick¢é a forenzni toxikologii se vyuzivd postupl systematické

analytické toxikologie (STA). Pfi STA jsou analytické postupy logicky fazeny tak, aby ze
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pomoci prvnich dil¢ich vysledkli se voli nésledujici postupy analyzy. Nutnosti je umét
interpretovat ziskané vysledky a znat nejen rizné xenobiotika, ale i jejich projevy ale
i jejich metabolismus. Resenim STA je vyhledani a identifikace ptivodnd nezndmé noxy
potencionalné obsazené v biologickém vzorku jak uz v ptivodni formé, tak i tfeba ve forme

metabolitu. [55, 56]

Klinické a forenzni toxikologii se trochu vice vénuji nasledujici podkapitoly, jelikoz prave
tyto obory také spadaji pod moduly Farmaceutickd analyza a Analytickd chemie

ve forenznich védach, které souvisi s touto diplomovou praci.

3.1 Klinicka toxikologie

V klinické toxikologii se vySetfuji nejen vzorky lidi, u kterych se ptedpoklada, ze pozil
néjaky jed. Vysetiuji se také vzorky u lidi, u kterych se zjistuje, jestli dodrzuji rezim
terapie nebo napf. pfi kontroldch drogové abstinence. V takovych piipadech je odbér

materialu ziZen jen napf. na moc¢ nebo krev. [55, 56, 57]

Pokud je podezieni, ze pacient byl intoxikovan at’ uz imyslné nebo netimyslné, je potieba
udélat chemicko-toxikologické vySetfeni, které je povaZovano jako jediny objektivni
vysledek. Ani takova analyza vSak neni zrovna jednoduchym ukolem. Tim, ze je velice
obtizné diagnostikovat otravu, nejcastéji se diagnodza opird o anamnestické udaje. Ty vSak
nebyvaji pfili§ spolehlive, protoZe ptiznaky otravy nebyvaji specifické, dokonce mohou byt
zkombinované rizné noxy. Nutnosti je tedy zjistit, nejen jaka latka otravu zptsobila, ale
také jakd byl pficina této otravy. Poté je nejvEtsi pozornost vénovana 1écbé takovych otrav.

[55, 56, 57]

Pro dokazéani nebo vyvraceni otravy u Zivych lidi jsou odebirany biologické vzorky jako
zalude¢ni obsah, mo¢ a krev. Neméné dulezité jsou i tkan¢, ale ty nejsou moc casté.
U vzorkl je nutné dodrzovat spravny odbér, ale také uchovavani a preduprava vzorku pred
samotnou analyzou. T¢€lni tekutiny jsou odebirany do chemicky inertnich a Cistych nadob
urCenych pravé pro dany vzorek. K popsanému vzorku je pfiloZzena Zadanka
o toxikologické vysetfeni, které musi obsahovat nezbytné udaje, které mohou napomoct ke
spravnému nasmérovani vySetieni. Zadanka obsahuje informace jako anamnestické udaje,
doba odbéru vzorku, 1éCiva, které pacient uziva, klinické ptiznaky, ale také napt. jaka byla

pouzita dezinfekce pti odbéru vzorku. [16, 55, 56, 58]

39



3.2 Forenzni toxikologie

Historie forenzni toxikologie saha do 18. stoleti. Jiz tenkrat Joseph Plenic prohlésil, Ze pro
dokézani otravy musi byt v organech doty¢ného detekovan a identifikovan jed. Az roku
1813 bylo publikovano prvni celistvé dilo zaobirajice se jedy a soudni medicinou, jehoz
autorem byl Mathieu Orfila. Dal§im pokrokem byl vyvinuty test roku 1836, ktery v tkdnich
dokazoval ptitomnost arsenu, za coz se zapiiCinil James M. Marsh. Ale az v roce 1918
v New Yorku teprve vznikla prvni svého druhu Lékaiska vysetfovatelska kancelar

a toxikologicka laboratot. [57, 59]

Forenzni véda (tedy také forenzni toxikologie) se vztahuje ke véd¢, jenz je aplikovdna na
pravo, véetn¢ vysetfovani trestnych ¢inl. Tyto vysledky jsou pak prezentovany jako
dikazy u soudu. Forenzni toxikologie spada pod forenzni chemii, coz je jedna z disciplin
forenznich véd. Jako dalsi forenzni vé€dy miZeme jmenovat napt. balistiku, daktyloskopii,
forenzni antropologii, forenzni medicina, forenzni psychologie, forenzni genetika.
Forenzni chemie se povazuje za aplikaci analytické chemie (analyzy sloucenin a prvki)
v pravnich zalezitostech. Forenzni chemici maji za ukol analyzovat vzorky, které maji byt

pouzity jako diikazni material, z nichz musi vyvodit vhodné a ptesné zavéry. [56, 57, 60]

Predmétem zajmu forenzni toxikologie je vyhledavani noxy, jenz vétSinou neni znama, jeji
identifikace a kvantifikace. Poté mohou byt vysvétleny toxikologické ucCinky ptipadné
pfi¢ina smrti. Kromé identifikace latek, které zplisobuji smrt nebo poranéni jak u lidi
¢i zvifat, jsou dal$i aktivity forenzni toxikologie testovani moc¢i na uziti 1é¢iv, pracovni

nemoci, svédectvi v soudni sini, ale také konzultace tykajici se otrav. [57, 60]

Rozdil mezi klinickou toxikologii a forenzni toxikologii neni v metodologii piistupu
a zasad. Ty mohou byt stejné, ovSsem ne vSechny klinické toxikologické laboratoie jsou
zpusobilé vykonavat funkci pro forenzni toxikologii. Stanovovat latky v biologickém
materidlu, které maji byt pouzity pro pravni ucely, mohou pouze vybrané toxikologické
laboratofe. Jejich seznam lze najit ve Véstniku MZ CR 2012, &ast 9. Zde jsou také
upraveny zékladni metodologické postupy. [61]
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4 Psychotropni a omamné latky

Jsou to pfevazné xenobiotika, at’ uz syntetizovana, nebo pfirodniho pavodu, které
vyvolavaji fyziologické zmény organismu. Drtiva vétSina piisobi na receptory ptipadné na
iontové kanalky, kde v disledku ovlivnéni dochazi ke kognitivné-behavioralnim
zménam chovani. Ve vétsSing piipadi vyvolavaji zavislost na lécich - adikci, ktera je
vysvétlena zvySenym poctem receptori. Pokud mluvime o adikci, mluvime v podstaté
o schopnosti xenobiotik zptisobovat v lidském organismu fyziologické zmény, které jsou
nejcastéji spojené se zmeénou poctu receptori nebo pozméneéni metabolickych cest latek.

Adikce byva psychického nebo fyzického rdzu nebo kombinaci obou. [62]

Co presné¢ omamné a psychotropni latky jsou, definuje zakon ¢. 167/1998 Sb. a novely
¢. 106/2011 a 273/2013, které obsahuji seznamy ndvykovych latek a jejich klasifikaci,
jenz vychazi zejména z mezinarodnich imluv. V téchto seznamech jsou pfesné vymezeny
a definovany chemické latky, pfirodni latky ¢i smési majici psychoaktivni ucinky.

Nakladani s nimi je pfisné regulovano vyse psanym zakonem. [61]

Navykové latky mizeme rozdélit né€kolika zplsoby. Nejcastéji se rozdéluji podle toho,
jakou vyvolavaji adikci. Bud’ se déli na vysoce adiktivni latky, coz jsou latky schopny
vyvolat zavislost dokonce 1 po prvni davce, napt. heroin, nebo méné€ navykove,
kam se fadi tfeba THC (cannabinoidy). Xenobiotika lze rozd¢lit i podle dostupnosti. Ty,
které jsou dostupné klegilnimu prodeji, jsou pouze na piedpis od Iékare. Dalsi
déleni je podle nejriznéjSich priznakd. Pfiznakem lze oznacit i zménu, jak clovek
vnima svét. Tento piiklad patii mezi psychologické piiznaky. Dal§im rozd€lenim
muze byt napt. tékavé omamné a psychotropni latky (OPL), cannabinoidy,
psychostimulanty, opioidy ahypnotika. Zastupce téchto jednotlivych  skupin

jsou popsany v nasledujicim textu. [61, 62]

4.1 Tékavé OPL

Jako vyznamné zastupce t€kavych OPL v toxikologii miiZeme jmenovat uhlovodiky
alifatické, aromatické a halogenované, ethery, estery ¢i dosti vyznamné alkoholy. Pokud se
jedna o otravy tékavymi OPL, nejcastéji se vyskytuji otravy ethanolem a methanolem.

Jako dalsi pficiny otravy mohou byt dal$i produkty kvaseni rGznych druhti ovoce,
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napfi.isoamylalkohol, n-propanol nebo n-butanol. Z toxikologického hlediska jsou

vyznamné taktéz dioly (ethylenglykol, toluen ¢i 1,3-propandiol). [61]

4.2 Opioidy

Siroka skupina téchto latek je odvozena od zakladni latky — morfinu. Je to nejvice
zastoupeny alkaloid v opiu, coz je Stdva latexové konzistence z nezralych makovic maku
set¢ho. Opium je zlatava az nahnédld amorfni hmota ziskana zaschnutim S$téavy maku
anaslednym preciSténim pomoci macerace ve vodé. Opioidy se pouzivaji zejména
k tlumeni bolesti, avsak jejich nekteré jejich derivaty vykazuji i antitusické t¢inky. Mohou
se delit na pfirodni opiaty (morfin, kodein), semisyntetické derivaty (heroin,
dihydrokodein, normorfin, oxykodon) nebo piimo syntetické opioidy (methadon,
pentazocin, meperidin, tramadol). U téchto latek se rychle rozviji zavislost a diky rychle
vznikajici toleranci uzivatelé zvySuji davky k navozeni stejnych ucinku. Jelikoz je aplikace

prevazné injekéni, dochdzi Casto k predavkovani. [61, 63]

4.3 Cannabinoidy

Tyto latky nejcastéji najdeme v rostlinach z celedi konopovitych, rodu Cannabis. Jejich
ucinkl se vyuzivalo jiz zhruba 3 tisice let pf.n.l, kdy v ¢inské mediciné se pouzivali
zejména pro lécbu malérie nebo revmatickym bolestem aj. V indii bylo konopi dokonce
zafazeno mezi posvatné byliny. Zminek o konopi je nescetné mnoho uz z davnych dob
a ruznych koutli svéta. AvSak zneuzivani se masoveé rozmohlo az ve 20. stoleti, a tak bylo
uzivani omezeno na lékarské ucely ¢i vyzkum, ptipadné Upln¢€ zakdzano. Od roku 2015
byly v Ceské republice stanoveny podminky pro lé&ebné pouzivani, piedepisovani,
pfipravu, distribuci a vydej nejriiznéjSich 1écivych piipravki, které obsahuji konopi.

[61, 64]

4.4 Hypnotika

Hypnotické Gc¢inky nejsou jediné Gi¢inky, které tato skupina lé¢iv vykazuje. V zavislosti na
struktufe maji nékteré latky i1 jiné GcCinky, napf. antikonvulzivni, sedativni, anxiolytické

nebo myorelaxaéni. Dnes hypnotika podle struktury miazeme =zatradit do tii
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nejvyznamngéjsich skupin. Jako prvni se na trhu lé¢ivych piipravkl objevily barbituraty,
ato uz vroce 1903 (Veronal). Byt tato skupina 1éka byla dlouhou dobu nenahraditelna,
u pacientii se objevovaly sebevrazedné tendence, zavislost a dost Casto také dochazelo
k zneuzivani téchto 1€ka. Jelikoz bylo dosti snadné se barbituraty piedavkovat, po
uvedeni na trh prvnich benzodiazepinii pokleslo jejich pfedepisovani. Az v 70. letech
minulého stoleti benzodiazepiny témét nahradily barbituraty uzivané pro hypnotické
a sedativni ucinky. I kdyz tato skupina 1é¢iv ma vyssi terapeuticky index nez predesla,
1 tak je zde Casté zneuzivani 1éCiv a potencial vzniku zavislosti dosti vysoky. To je dalsi
divod, pro¢ jsou benzodiazepiny a barbiturdty nejcastéjsi volbou pro uUmyslné

predavkovani. [61, 65]

Tteti skupinou jsou Z-drugs, fadici se mezi hypnotika tzv. III. generace. Ty se fadi mezi
nejmodernéjsi hypnotika, jelikoZz maji vysoky terapeuticky index, nizky potencial vzniku
zavislosti a tolerance. Dokonce lze fici, ze nejvice zachovavaji spankovou architekturu
amaji pomémné kratkou dobu pusobeni. I tak by mélo byt jejich podavani omezeno
nejdéle na dobu 6 tydnd, jelikoZ s masovym uzivanim v poslednich letech jsou ¢im dal
Castéji popisovany nezadouci ucinky. Tyto latky neobsahuji benzodiazepinové struktury,
ale jsou to latky obsahujici riizné strukturni motivy, jako je pyrrol, pyridin, pyrimidin,
pyrazin, nebo imidazol. Nejznamé&jsi tyto 1é¢iva zndme pod ndzvem Zopiclon, Zolpidem

nebo Zaleplon. [61, 66]

4.5 Psychostimulanty

Jedna se o latky povzbuzujici duSevni funkce, jako je zvySovani pozornosti, zrychleni
mysleni atd. OvSem ve vétsich davkach mohou zpilisobit az nespavost, tfes, kiece nebo také
vzruSeni. Bézné se tyto latky uzZivaji k odstranéni Unavy nebo také k vSeobecnému
povzbuzeni. Kazdy den se témét kazdy clovek setka s nejbéznéjsim a lehce dostupnym
psychostimulantem — kofeinem, ktery je obsazen nejen v kavé, ale taky v €aji. Oproti tomu
nékteré z nich mohou zptlsobit silnou drogovou zéavislost (amfetamin, pervitin). Tyto latky

mohou pii akutnich otravach vyvolat i tézké dusevni poruchy. [61, 67]

Psychostimulanty jsou rbznorodé latky, avSak lze je rozdé¢lit na nckolik typt.
Z methylxanthini lze jmenovat jiz zminény kofein, déale teofylin, teobromin. Latky
amfetaminového typu muzeme rozdélit na pfirodni (cathion, efedrin, pseudoefedrin)

a syntetické (netamfetamin, amfetamin, methylfenidat). Mezi pfirodni psychostimulanty
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patii také kokain, ktery je produkovan kefovitou rostinou, zniz muze byt nasledné

izolovan. [61]

5 Vyuziti mikrofluidiky ve forenznich védach a mediciné

Jako prvni vyuziti 1ze uvést z onkologického vyzkumu. DNA ¢ipy jsou schopny paralelné
stanovovat miru exprese az desetitisici gend a zaroven mezi dvéma vzorky detekovat
zménu exprese téchto gent. Tyto vzorky mohou byt napft. tkan nadoru vs. zdrava tkan, dve
stddia nadoru nebo tkan nddoru pied a nasledné po terapii. Prozatim bylo vyvinuto nékolik
technologii téchto DNA ¢ipt neboli microarrays. I pfesto, ze se v mnoha parametrech lisi,
1 tak zGstava jejich zakladni princip funkénosti zachovan. Potencidl vyuziti v onkologii je
u téchto DNA ¢ipt obrovsky a dodnes byly tyto Cipy vyzkouSeny napt. pro klasifikaci
nadord ledvin, prsu, ¢i ke sledovani uc€innosti 1écby u nadorového onemocnéni prsu.
Bohuzel, zatim jsou ¢ipy zkouseny pouze v oblasti vyzkumné, ovSem s rychle vyvijejici se
technologii mikrofluidnich zafizeni a ruku vruce jdouci se snizujici néklady, lze

predpokladat, Ze tyto zatizeni brzy budou béZnou praxi i v klinickych aplikacich. [68]

Mikrofluidni Cipy lze vyuzit taky pro PCR — polymerazovou fetézovou reakci. Tato
metoda by naSla uplatnéni nejen v medicin€, ale pravé 1 ve forenznich védach. Touto
metodou lze vytvofit jiz z jedné molekuly DNA 1 nékolik miliont kopii této molekuly.
Pocet kopii zalezi na poctu teplotnich cykll. V jednotlivém cyklu pak pii rGznych
teplotdch probiha denaturace dvojSroubovice DNA, nésledné hybridizace primeru na
specifické misto, a nakonec pomoci DNA polymerazy probihd syntéza komplementarniho
fetézce. A pravé fizeni tohoto teplotniho reZimu byva kdmen urazu. V mikrofluidice je to

vSak umoznéno diky vysokému poméru teplosténné plochy vici reakénimu objemu. [1]

Miuizeme rozliSit tii typy mikrofluidnich ¢ip pro PCR. Jako prvni jsou c¢ipy pro
dynamickou PCR, kdy kandlem v ¢ipu protéka roztok obsahujici DNA, primery, baze
1 DNA polymeraza. Kanal je navrZzen tak, aby stfidavé prochazel zénami s danou teplotou
(Obr. 13—-A). Abychom dosahli zhruba 30 cykli, bude PCR na tomto ¢ipu trvat zhruba 30
minut. Druhym typem je dynamicka PCR v zafizeni se segmentovanym tokem, jenz se fadi
mezi sériové kontinualni uspofddani. Amplifikace probihd v jednotlivych cEervenych
kapkéach obsahujici DNA, které jsou rozdéleny olejovou fazi (Obr. 13-B). Poslednim

typem je Cip pro stacionarni PCR, kde se vzorek umistuje do mikrofluidni komory. V této
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komote je diky topnym téliskiim piizptisobovana teplota jednotlivym fazim cyklu (Obr.
13—C). Tyto typy ¢ipt jsou dnes jiz komeréné dostupné. [1]

, =
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>
E

Obr. 13: Jednotlive typy mikrofluidnich cipii pro PCR [1]
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CiL PRACE

Cilem této prace bylo vytvofit mikrofluidni ¢ip z PDMS za pomoci 3D tisku a vyzkouset
novy zpusob lepeni pomoci plazmy. Nésledné na novych cCipech s jednoduchymi kanaly
vyzkouset zachyceni magnetickych mikrocastic pomoci magnetického pole, vytvorit
segmentovany tok a vyzkouset separaci pomoci izotachoforézy. Dalsim cilem vylo vytvofit

vvvvvv

analyza s kolorimetrickou detekci.
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PRAKTICKA CAST
5.1 Design mikrofluidniho zarizeni

Cilem této prace bylo vytvofit mikrofluidni ¢ip z PDMS za pomoci 3D tisku a to tak, ze se
pomoci 3D tisku vytvofi vlastni kanalek, ten se nésledn¢ ,,odleje” do PDMS (tak, aby
kanalek bud’ ,,plaval na vrstvé PDMS nebo naopak byl ,,na dn¢€*), vytisknuté struktura se

odstrani a vytvoifeny PDMS ¢ip se nalepi na sklo pomoci plazmového vyboje.

Design kandlku byl vytvofen ve volné dostupném softwaru. Struktura byla nejprve
nakreslena v programu Autodesk Fusion 360 a dile byla pomoci programu Autodesk
Meshmixer pievedena do formy ,,stl kodu“. Tento pak byl v programu KISSlicer v 1.5
preveden ,,ovladaci kod“ pro 3D tiskarnu. Jako 3D tiskarna byla pouzita tiskarna TRILAB
DeltiX Mini od firmy TriLAB Group, s.r.o. (Brno), viz Obr. 14.

Po vytisténi 3D struktury byla tato struktura ,,odlita do PDMS* nasledujicim postupem.
K bézi (zalévaci hmota) PDMS bylo pfimichano do kadinky polymerac¢ni ¢inidlo v poméru

10:1 a vSe bylo pofadné promichano pipetovaci §pickou nasazenou na tuzce.
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Obr. 14: 3D tiskarna a detail tisku rovnych struktur kanali
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Po promichani byla smés vlozena do ultrazvukové lazn¢ zhruba na 5 minut pro ¢aste¢né
odstranéni vzduchovych bublinek. Poté byla smés ptelita do ¢isté a suché Petriho misky
vymyté methanolem, tak aby vrstva vysledného PDMS byla zhruba 0,5 cm. Nejvétsi
vzduchové bublinky byly odstranény pomoci pipetovaci Spicky. Nésledné¢ byla miska
vlozena do exsikatoru pod vakuem opét zhruba na 5 minut, poté vyjmuta a ponechéna
v klidu. Vlozeni do exsikatoru a nasledné kroky byly nckolikrat za sebou opakovany,

dokud se nedocililo vysledku, Ze nebyly vidét Zadné vzduchové bublinky.

Po odstranéni viditelnych bublinek bylo mozné do PDMS vlozit struktury, které po
zatuhnuti PDMS a vyloupnuti budou tvofit strukturu kanalu. Jakmile se PDMS se

strukturami nechava ztuhnout, musi se dbat na to, aby misky byly ve vodorovné pozici.

Nejdiive se struktury zkousely vytisknout z materidlu BVOH (butendiolvinylalkohol
kopolymer), jehoz velikou vyhodou je rozpustnost ve vod¢, coz by mohlo znamenat snadné
odstranéni struktury z PDMS. Jelikoz v8ak po zatuhnuti PDMS bylo zjisténo, ze se
struktura zna¢n¢ zdeformovala, a to by znamenalo lepeni mikroskopickych skel z obou

stran, bylo od tohoto materialu upusténo (Obr. 15).

Obr. 15: Zdeformovand struktura z BVOH
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Dal$im materidlem, ktery se zdal byt vhodnym, byl ABS (akrylonitrilbutadienstyren).
Tento material se jiz nedeformoval pfi tuhnuti PDMS. OvSem dosti zalezi z kolika vrstev
je struktura vytiSténa. Jestlize je vytiSténa jen z nékolika vrstev, tato struktura ziistane
plavat na PDMS a neponoii se. V tomto piipad¢ by mohl pozdé&ji nastat problém pfi lepeni,
kdyby pfi tvrdnuti PDMS s miskou né¢kdo manipuloval a vytvofil by se tak nerovny povrch
diky postupnému tuhnuti PDMS. Proto je lepsi struktury tisknout z vice vrstev, aby doslo
k ponofeni struktury ke dnu misky (Obr. 16). Dno misky tim zajisti, Ze povrch, ktery se
bude lepit bude vzdy rovny, a i struktura bude snadnégji vyjimatelnd. Pokud je struktura
dosti silna, pfi vyjimani z PDMS se struktura nedeformuje a je tak mozné ji znovu pouzit
pro vyrobu dalSiho ¢ipu, coz je z pohledu Zivotniho prostiedi ekologictéjsi. Dalsi vyhodou
oproti BVOH je to, Ze stejné mnozstvi filamentu do 3D tiskéarny stoji asi jen Ctvrtinu ceny.
Na druhou stranu ¢im vice vrstev je vytisknuto, tim je kandlek v prifezu vEtsi a méné

homogenni, coz mize pro urcité aplikace (napi. analyza bun¢k) predstavovat problém.

1

Obr. 16: Struktury v PDMS drzZici se u dna a povrchu

Do Petriho misky s PDMS byly vloZeny struktury, které byly zatlateny az na dno misky.
Opct se opakovaly kroky s exsikatorem pro odstranéni veskerych bublinek. Pro objasnéni,
co mohou zpisobit bublinky byly zjedné misky odstranény bublinky pouze v okoli
struktury, ale na okrajich misky bylo ponechano n¢kolik drobnych bublinek. Po pfipraveni
misek se vyzkouselo vlozeni do suSarny vyhiaté na 60 °C. Ukazalo se ale, Ze nejspise
vlivem tepla struktury se zacaly pohybovat v PDMS a mohlo by tedy dojit ke zkiizeni
nejen kanalkl v ramei struktury ale taky mezi kanalkami dvou struktur vlozenych do jedné
misky. Proto byly misky pouze ptikryty hodinovym sklickem a ponechdny minimélné
24 hodin do tplného ztuhnuti PDMS. Po uplynuti této doby, byl pomoci Spachtle vyjmut
PDMS se strukturami z Petriho misky (Obr.17).
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Obr. 17: Vzniklé kanaly s PDMS po vyjmuti struktur

Pokud struktury nesly samy lehce vyjmout, byl PDMS nad nimi lehce nafezan podél
struktury. Nasledné Sly struktury bez problému vyjmout. Takhle vzniklé kandlky v PDMS
byly ofezdny odlamovacim noZem na takovou pozadovanou velikost, aby mohly byt
nalepeny bez presahti na mikroskopické sklo. Na konce kanalii byly pro vstup a vystup
vzorku vyfezany otvory kruhovym skalpelem (trepan) o priméru 3 mm. Pfi vyjmuti PDMS
se strukturou z Petriho misky, kde byly pfi okrajich bublinky ponechéany, byla zjiSténa
Spatna soudrznost polymeru. Ta méla za nasledek lamani PDMS pfi vyjmuti z Petriho
misky (Obr.18).

Obr. 18: Nekompaktni PDMS
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Nasledné bylo provedeno ,,lepeni PDMS cipu na sklo. Aby doslo k pevnému spojeni obou
casti (PDMS a mikroskopické sklo), musi byt slepované plochy fadné ocistény. Nejdiive
byly plochy ocistény buni¢inou namocenou v acetonu, nasledné v methanolu a pod
stlatenym proudem vzduchu potadné vysuseny. Nejprve lepeni probihalo na plazmovacim

zafizeni firmy Diener (Némecko), Obr. 19.

Obr. 19: Plazmovaci zarizeni

Jako prvni se odd¢lal hodni kryt, doprostied se naskladaly PDMS struktury a laboratorni
sklicka nahoru stranou, kterda méla byt lepena. Po uzavieni krytu se spustila pumpa
a z uzaviené¢ho prostoru byl vy€erpdn vzduch aZ zhruba na 0,2 mbar. Nasledné byl
zazehnut plazmaticky vyboj pro oSetfeni povrchu, ktery trval zhruba minutu. Po uplynulé
dobé byl vyboj vypnut a vsystému byly vyrovnany tlaky. Po sejmuti krytu byly
mikroskopické sklicka piilozeny na PDMS struktury a zatizeny, aby doSlo k dobrému
slepeni obou casti. Pii kontrole se vSak zjistilo, Ze nedoslo k dostate¢cnému slepeni obou
casti. Pfi dalSim pokusu lepeni se zjistilo, Ze plazmovaci pfistroj ma technicky problém,
atak byl nahrazen ru¢nim ionizatorem BD-20AC firmy Electro-Technic Products

(Obr. 20).
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Obr. 20: Rucni ionizdtor [26]

Ob¢ casti byly umistény do digestofe plochami, které mély byt slepeny, nahoru. Rucni
ionizator byl pfipojen do elektrické sité, vykon nastaven na maximum a elektroda
pfiblizena k povrchim ¢asti. Vznikal tak korondrni vyboj (okem pozorovatelny), ktery
upravil plochy obou ¢asti ndbojem po dobu zhruba 1 minuty, aby po pfilozeni k sobé se

tyto Casti slepily (Obr. 21).

Obr. 21: Koronarni vyboj upravujici povrch lepenych casti
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Ihned po vypnuti ru¢niho ionizatoru byly casti k sobé pfilozeny a stlateny, aby
nedochézelo ke vzniku vzduchovych bublin ve slepovaném spoji. Timto zptisobem byl
pfipraven mikrofluidni ¢ip, jehoz tésnéni lepenych casti a prichodnost kanalkd bylo

vyzkouSeno pomoci zbarveného roztoku barvivem bromfenolové modii (Obr. 22).

Obr. 22:Test priichodnosti kanalkii a pevnosti spoje pomoci BFM

Ve vysledku byl jeden z Cipii s rovnym kanalem byl rozfiznut napii¢ kandlem pomoci
odlamovaciho noze a keramického platku na fezani kapilar. Takto vznikly prifez byl
vlozen pod mikroskop, aby bylo mozno vyfotit profil mikrofluidniho kanélu (Obr. 23). Jak
je videt na obrazku, profil kandlu neni pravidelny a jsou v ném vidét nerovnosti, které by
mohly byt omezenim pfi riiznych analyzach, kdy by se stanovované latky, bunky atd.
mohly na téchto nerovnostech zachytavat. Aby byl kanal pravidelny, musel by byt
vytvotfen pouze z jedné linie. Zde uz by ale nastal problém pfi tisku, jelikoz ma ABS
tendenci se nadzvedavat z vyhtivané podlozky pfi tisku a smr$t'ovat se a praskat. Zaroveil

bychom nedosahli toho, aby se struktura pti zaliti PDMS drzela u dna.
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Obr. 23: Mikroskopicky snimek priirezu kanalu

5.2 Proof-of-concept

Pro ovéfeni funkénosti takto vyrobenych Cipi byly zvoleny tfi designy kanalkl, a to
jednoduchy rovny kanalek, kanalek ve tvaru T a jako posledni byl pfipraven kanalek ve
tvaru kiize (Obr. 24). Postup ptipravy Cipu byl stejny, opét byly kanalky vloZeny do
namichaného PDMS v Petriho miskédch. Byly odstranény vzduchové bublinky, aby
nevznikl nekompaktni PDMS, ktery by se lamal. PDMS bylo ponechdno minimalné
24 hodin, aby se dosahlo pozadovaného zatuhnuti. Po vyjmuti struktur z PDMS byly na
koncich kandlli vyfezény trepanem otvory o velikosti 3 mm. Po diisledném ocisténi
mikroskopického sklicka a PDMS bunicinou s acetonem a nasledné methanolem, byly ob¢

¢asti slepeny pomoci ru¢niho ionizatoru.
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Obr. 24: Tri typy kanalkii — tvar T, tvar kifize a jednoduchy rovny kanal

5.2.1 Rovny kanal

Vyrobeny Cip s rovaym kanalem byl otestovan na zachycovani magnetickych mikroc¢astic
pomoci magnetického pole. Nejprve byl kandl promyt destilovanou vodou, nésledné byly
do néj nadavkované magnetické castice. Po pfiloZzeni magnetu (HN109, Neomag, ptidrzna
sila 45 kg) byly mikrocastice drzeny magnetickou silou na jednom misté v kanalku, i kdyz
kandlem stale proudila voda. Aby tento pokus byl 1épe viditelny, byla voda obarvena
bromfenolovou modii. Na obrazku (Obr. 25) lze vidét postupny prichod vody, aniz by

se magnetické mikroc¢astice pohnuly.

Obr. 25: Prichod obarvené vody BFM pres magnetické mikrocdstice
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Diky tomu by bylo mozné pouzit tento typ Cipu pro ucely magnetického zachyceni
mikrocastic a dalSi experimenty napf. se zachycenim dalSich latek na tyto mikrocastice,
pfipadné na modifikované mikrocastice (Cip by tak bylo mozné vyuzit napt. pro extrakci

nebo prekoncentraci latek na magnetickych mikroc¢asticich).

5.2.2 T-kanal

Tento kandl byl vyroben za ucelem otestovani generovani segmentovaného toku.
Segmentovany tok se vyznacuje vytvorenim segmentii vodného a nevodného prostiedi, kde
nevodné prostiedi tvofi biologicky pfijatelna rozpoustédla typu perfluorohexanu.
Segmentovany tok se pouziva v mikrofluidice pro mnoho aplikaci, nejcastéji pro aplikace,
kde je do vodného segmentu uzaviena bunka, ke které je pak ptridana latka, ktera tuto
bunku ovliviiuje (farmakologicky, toxikologicky, pfipadné biochemicky). Vyhodou je, Ze
tento test lze provést v minimalnim objemu (v objemu segmentu) v n€kolika tisicich
segmentech za sebou za pomérné kratky cas. Ziskaji se tak pfesnd data o chovani velkého
mnozstvi bunék, ktera by jinak nebylo mozné obdrzet (napf. kultivacnimi technikami). Pro
tento test bylo jako vodna faze vybrano barvivo — amaranthova cCerven, ktera byla
rozpusténa v deionizované vode na vyslednou koncentraci 10 mmol/l. Jako ,,olejova* faze
byl vybran Fluorinert. Tyto roztoky byly nasaty do injek¢nich stiikacek, stiikacky
pripevnény k mikrofluidnimu ¢ipu a zaroven vlozeny do linearni pumpy regulujici priatok

kapalin na 1 pl/min (Obr. 26). Vysledkem se stal tak segmentovany tok, ktery lze vidét na

obrazku na stejném obrazku vpravo.

Obr. 26: Zarizeni zajistujici stabilni prutok a snimek segmentovaného toku
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Z obrazku 26 je vidét, Ze vytvorené segmenty nejsou zcela pravidelné, nicméné to je dano
pfedev§im spojenim Cipu a externiho zdroje tlaku pies injekéni stiikacky. V ptipadé
standardniho pfipojeni pouzivané¢ho ke generovani segmentovaného toku, se da ocekavat
tvorba pravidelnych segmentli. Diky tomu bylo dokazano, ze je mozné pouzit tento typ
vyroby ¢ipu (a samotné uspotfadani ¢ipu) i pro generovani segmentovaného toku. Tim je
mozné uSetiit pomérné¢ znaéné¢ mnozstvi financnich prostiedki, protoze vlastni Cipy pro
generovani segmentovaného toku jsou pomérné ndkladné (jeden Cip stoji i 50 EUR,

zatimco vyroba vyse zminéného Cipu stala fadove jednotky K¢).

5.2.3 KF¥izovy kanal

Pro posledni ,,proof-of-concept™ pokus byl vzat ¢ip s kanalem do tvaru kiize. Na tomto
typu kandlku byla vyzkouSena separace organickych barviv pomoci izotachoforézy. Pti
izotachoforéze dochazi k separaci bud’ anionti nebo jenom kationtil, ale nikdy nejde
separovat kationty a anionty zaroven. Tato separace vzorku probihd vzdy mezi dvéma
elektrolyty (vedouci a koncovy), které maji odliSnou pohyblivost iontt. Jestlize separujeme
anionty, je vzorek vnesen mezi vedouci elektrolyt vykazujici vyssi pohyblivost aniontl

a koncovy elektrolyt s niz§i pohyblivosti aniontli, neZ je pohyblivost aniontd vzorku.

[69, 70]

Pro ovéteni funkénosti Cipu byla vybrana separace dvou barviv — bromfenolové modie
a amaranthové cervené. Jako vedouci elektrolyt byl pouzit HCI/His a jako koncovy
elektrolyt MES/His. Nejdfive byly kandly promyty 2-hydroxyethylcelulozou (HEC) pro
potlaceni sorpce iontli a tim potlaceni elektroosmotického toku, poté promyty vedoucim
elektrolytem — HCl o koncentraci 10 mmol/l s upravenym pH na hodnotu 6 pomoci
histidinu. Kanaly byly naplnény vedoucim elektrolytem, zarovenn byla do jednoho
vstupniho otvoru naddvkovand smés barviv pomoci pipety. Tato smés obsahovala
bromfenolovou modf o koncentraci 10 mmol/l, amaranthovou Cerven také o koncentraci
10 mmol/l, destilovanou vodu a koncovy elektrolyt (MES o koncentraci 10 mmol/l
s upravenym pH na hodnotu 6 pomoci histidinu). Nejdiive byl vyzkouSen pohyb barviva
elektrokineticky do kanalku ve tvaru L. Byly pouZity zlaté elektrody, kdy elektroda
s modrou barvou ptfedstavovala zaporny ,,pol*“ a elektroda s Cervenou barvou kladny ,,p6l1*.
Mezi elektrody bylo vloZeno stejné elektrické napéti 200 V. Tento pokus byl Gspésny
a jeho postup lze vidét na Obr. 27.
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Obr. 27: Pohyb barviva elektrokineticky do tvaru L

Pti druhém pokusu byla smés barviv naddvkovéana elektrokineticky do hlavniho
separa¢niho kandlu. DoSlo k migraci barviv, kdy tato smés barviv piektizila dlouhy
(separacni) kanal, ktery byl na krat$i kanal kolmy (Obr. 28). Nasledn¢ se zdroj napéti

vree

vypnul a ptedélaly se elektrody na ,,delsi* kanal, kde u elektrody se zapornym nabojem byl
v otvoru naddvkovéan koncovy elektrolyt. Po vloZzeni napéti 200 V se ¢ast smési barviv,
ktera ktizila tento kandl, zafokusovala. Zacal probihat izotachoforeticky proces, kdy po

néjaké dobe doslo k rozdéleni jednotlivych barviv ze smési, jak je vidét na Obr. 29.
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Obr. 28: Migrace smési barviv pres kratky kanal
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Obr. 29: Separace barviv ze smeési na dlouhém kanalku

Z obrazku 29 je vidét, Ze na vytvofeném Ccipu je mozné provést elektrokinetické
experimenty, rovnéz je mozné separovat barviva pomoci izotachoforézy. Hypoteticky by
tedy bylo mozné tento ¢ip vyuzit i pro dalsi separace, ptipadné prekoncentrace latek véetné
biologicky (pfipadné farmakologicky ¢i toxikologicky) vyznamnych sloucenin, ptipadné

studovat interakce téchto latek napi. s DNA.
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Obecné Ize tvrdit, ze zplisob vyroby téchto ¢ipt je vhodny pro vSechny zkoumané oblasti
(zachyceni magnetickych mikro¢astic, generovani segmentovaného toku a separace

izotachoforézou) a je tedy mozné vyrobu téchto ¢ipt pouzit i pro dalsi slozitéjsi ukoly.

5.3 Slozitéjsi ¢ip

¢ipu. Design Cipu byl navrzen tak, aby bylo mozné vytvotit kolorimetrickou kalibracni
fadu a zarovein s ni porovnat nami pozadovany vzorek. Pro kalibra¢ni fadu bylo navrzeno
nejvyssi. Pro vzorek byl navrzen jen jeden otvor, do kterého se dany vzorek nadavkuje.
Bo¢nimi vstupnimi otvory pak muze byt dédvkovan reagent. Kalibranty by mély byt
umistény/zachyceny na pevné fazi (stacionarni faze/papir). Schématicky nakres je pak

vidét na obrazku (Obr. 30).

vvvvvv

Po vyjmuti prvniho PDMS z Petriho misky a vyloupnuti struktur vytisklych na 3D tiskarné

byly do ofiznutych slozitéjSich kanalkti nediive vyfezany trepanem vstupni kruhové otvory

61



velikosti 3 mm. U koneénych c¢asti na koncich kanalu byly vyfezany kruhové otvory
trepanem o velikosti 1 mm. Nésledné byla stacionarni faze C18 (pro SPE kolonky)

smichana s trochou methanolu a pomoci pipety byla naddvkovana do konecnych

kruhovych otvori. Cely postup je zobrazen na Obr. 31 az Obr. 37.

Obr. 31: Vyjmuti PDMS z Petriho misky

Obr. 32: Vyloupnuti struktur kandlkit z PDMS
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Obr. 33: Vzniklé kanadlky v PDMS a struktury nachystané k dalsimu pouziti

Obr. 34: Orezavani PSMD na pozadovanou velikost pomoci odlamovaciho noze




Obr. 35: Vyrezavani kruhovych otvorii pomoci trepanu

Obr. 36: Aplikovani stacionarni faze do kruhovych casti kanalku




Obr. 37: Pripraveny mikrofluidni ¢ip na slepeni

Jakmile se ale zkousSela tato struktura pfilepit na sklo pomoci ruéniho plazmovaciho
pristroje, zaal methanol hotet. Kdyz methanol vyhotel, zlstala v kandlcich pouze sypka
stacionarni faze, ktera nejspiSe ziskala z ruéniho ionizéatoru staticky naboj a rozkoukavala

se po celé plose, ktera méla byt lepena. Diky tomu bylo znemoZznéno slepeni obou ploch.

Aby nedochazelo z rozfoukavani stacionarni faze a aby vypary z methanolu se nezazihaly,
byl do téchto kruhovych ¢asti kanalku vloZen jesté filtracni papir (Obr. 38). Zbytek plochy,
ktera méla byt slepena, byla ocisténa methanolem. Slepeni se podatilo, av§ak problém

nastal pfi dané reakci s kolorimetrickou detekeci.
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Obr. 38: Slepeny mikrofluidni Cip se stacionarni fazi a filtracnim papirem

Jako latka, ktera méla byt kolorimetricky detekovana, byl zvolen ibuprofen (Obr. 39). Tato
ucinna latka se nachéazi v 1écivech jako je Ibalgin, Brufen, Apo-Ibuprofen ¢i Nurofen.
cyklooxygendzy a tim vyznamné snizuje syntézu prostaglandinti, které zvySuji citlivost
k bolesti danych nervovych bunék. Diky sniZovani této syntézy dochéazi zhruba za ptl

hodiny k ulevé od bolesti, horecky a zanétu. [71]

CHs

Obr. 39: Struktura ibuprofenu [72]
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Nejdiive bylo odvéazeno 5 mg ibuprofenu do vialky a rozpusténo v 1 ml destilované vody.
Z tohoto roztoku byla pak pripravena kalibra¢ni fada. Pro koncentraci 1 mg/ml bylo
odpipetovano 200 pl a opét doplnéno 1 ml destilované vody. Podobnym postupem fedéni
byla pfipravena kalibracni fada o koncentracich 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,05
mg/ml a 0,01 mg/ml. Tato fada byla do vialek pfipravena celkem dvakrat, kdy do druhé
fady byl pridan i reagent pro lep$i porovnani této barevné Skaly (Obr. 40).

Obr. 40: Pripravena kalibracni Fada ve vialkach

Roztok realného vzorku byl pfipraven rozdrcenim tablety Ibalginu v porcelanové tieci
misce s tlouckem. Nasledn¢ bylo prilito 5 ml destivované vody a smés se homogenizovala.
Homogenni smés byla ptefiltrovana pomoci injekéni stiikacky s mikrofiltrem o velikosti
port 0,45 um. Do kazdého otvoru v ¢ipu bylo nadavkovano 10 pl daného roztoku. Jako
reagent byla pouzita methylova cerven (0,1 % roztok), kdy se smichala 1 kapka s 1 ml

destilované vody.
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Ve vysledku vSak kolorimetricka detekce nebyla vidét, jelikoz reagent prfednostné zabarvil
stacionarni fazi v kanalcich ¢ipu, a tak pokud néjaka reakce s ibuprofenem probéhla,
nebyla na Cipu vidét (Obr. 41). Proto byla tato reakce vyzkouSena na dal$im Cipu, na

kterém uZ nebyla stacionarni faze ani filtracni papir.

Obr. 41: Kolorimetricka analyza na cipu se stacionarni fazi a filtracnim papirem

U dalsiho pfipraveného Cipu se slozitou strukturou byly vyfezany vstupni kruhové ¢asti
trepanem velikosti 3 mm a reakéni otvory velikosti 1 mm. Lepeni probéhlo stejnych
zpusobem jako u predeslych ¢Cipli. Do reakénich otvort bylo celkem nadavkovano 40 pl
roztokl obsahujici ibuprofen. Reagentem byla opét methylova cerven. V tomto ptipadé uz
vznikla kalibra¢ni tada, u které¢ vyly vidét barvy v odstinech zluté pro nejvice
koncentrovanéjsi roztok pted oranzovou barvu az po rGzovou pro nejméné koncentrovany

roztok (Obr. 42).
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Obr. 42: Provedena reakce ibuprofenu na cipu

Jak je z obrazku (Obr. 42) vidét, koncentrace vzorku by mohla odpovidat zhruba barvé
mezi nejnizsi (0,001 mg/ml) a druhou nejnizsi koncentraci (0,005 mg/ml). Nevyhodou je,
ze kdyz dochézelo k napliiovani kanalkli reagentem, mé&ly kalibracni roztoky tendenci se
vytlaGovat z ¢ipu. Tim by se mohlo zabranit bud’ zvétSenim otvorti z I mm na 3 mm, nebo
ibuprofen rozpoustét v methanolu. Po nadavkovani by se mohl nechat methanol odpafit

a v otvorech by tak zlstala jen pozadovana koncentrace ibuprofenu.

I presto, ze tento experiment nevedl k tvorbé findlniho Cipu pro vlastni kolorimetrické
stanoveni ibuprofenu, lze fict, Ze vznikly problém nebyl v tvorbé Cipu jako takovém.
Technologie vyroby ¢ipu se ukazala jako spolehliva a opakovatelnd. Problém nastal az
v oblasti detekce, ktera ale nebyla cilem této diplomové prace. Diky tomu miizeme fict, ze
by obecné¢ tato technologie vyroby ¢ipti nasla uplatnéni jak ve forenznich védach, tak i ve

farmaceutickém primyslu.

69



ZAVER

Zavérem této prace je to, Ze se podafilo pfipravit mikrofluidni ¢ip z PDMS a skla, kdy
kanaly byly vytvofeny pomoci struktur vytisknutych na 3D tiskdrné. PDMS a sklo byly
k sob¢ ptilepeny pomoci rucniho ionizatoru. Na takhle pfipravenych Cipech byl otestovan
segmentovany tok, zadrzeni magnetickych mikrocastic pomoci magnetického pole
a izotachoforické rozdéleni smési organickych barviv. Zavér praktické casti se vénoval
vytvofeni slozitéjsitho mikrofluidniho ¢ipu, na kterém byla provedena detekce ibuprofenu
pomoci vizualni kolorimetrie. Diky vysledkim této prace lze fict, ze popsana technologie
vyroby PDMS ¢ipl vyuzivajici 3D tisk a lepeni na sklo, je Gspé3nd, levna a mize byt
velice zajimavou alternativou ke klasické vyrobé mikrofluidnich ¢ip. Diky tomu muize
jisté najit uplatnéni ve vSech odvétvich analytické chemie, a to jak ve forenznich védach,

tak 1 ve farmaceutickém primyslu.
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