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Kapkova mikrofluidika

Teoreticky Uvod:

Mikrofluidika je védni disciplina zabyvajici se miniaturizaci laboratornich postup(, vyuZiti nachazi v
oblastech jako chemicka syntéza, analyza nebo medicina. Vhodnou konstrukci mikrofluidnich
zafizeni Ize vytvofit ,laboratof na Cipu” pro specifickou aplikaci. Zafizeni s integrovanymi funkénimi
jednotkami (michaci segmenty, mikropumpy, inkubacni kandlek, elektrody jak pro detekci, tak
manipulaci s kapalinou, ...) se nazyva mikrofluidni Cip. PFi konstrukci Cipl je nutné brat v potaz
chovani kapalin v mikroméritku, kde se vice projevuji kapilarni a viskozni sily.

Nejcastéji vyuzivané materidly jsou rlizné polymery (napf. cykloolefiny), sklo nebo elastomery. Pro
spravné fungovani takového zafizeni je dllezZitd vhodna technologie vyroby Cipu, poskytujici
mozné napfiklad mikroobrabénim materialu, laserovou ablaci, litografii, pfipadné mohou tyto
metody slouZit k vyrobé , masteru” — formy, podle které je nasledné mozné odlit vice Cipl z
vhodného polymeru, napfiklad polydimethylsiloxanu (PDMS).

Postup vyroby PDMS Cipu:

Tekuty prekurzor PDMS je rovhomérné rozlit na povrch formy s poZzadovanym designem. Po vytvrdnuti
(polymeraci) je takto pfipraveny blocek PDMS navazan napfiklad na sklenény podklad (mikroskopické
sklicko). Povrchova vrstva PDMS odlitku je poté aktivovana plsobenim radikalovych forem kysliku
produkovanych plazmovym vybojem. Pokud je proces proveden spravné, PDMS a sklenény podklad
vytvori mezi sebou kovalentni vazby a obé vrstvy jsou pevné spojeny. Vnitfni povrch kanalk( je
nasledné mozné chemicky upravovat pro hydrofobné;jsi/hydrofilnéjsi vlastnosti.
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Obr.2.: Fotografie fezu kanalkem PDMS Cipu, pouzitého ve cviceni. Odlitek kfemikového waferu s

vytvorenou strukturou na povrchu. Vysledné kandlky maji rozméry 200 pm x 100 pm.

Kapkova mikrofluidika:

Jednou z ¢asto pouzivanych variant mikrofluidiky je kapkova mikrofluidika, vyuZivajici tvorby kapek
reakéni smési v nemisitelné kontinualni fazi. S takovymi kapkami (Casto stabilizované pridavkem
surfaktantu) Ize na ¢ipu manipulovat a povaZovat je za jednotlivé mikroreaktory. Na obrazku ¢.3 jsou
zobrazeny priklady operaci s kapkami na Cipu: pasivni tvorba kapek s vyuZitim chovani dvou
nemisitelnych kapalin, spojovani kapek napftiklad obsahujicich r(izné reagenty, tfidéni elektrickym

polem (pratokova cytometrie), zachyceni nebo déleni kapek.

PFi pouziti spravného designu Cipu a experimentalnich podminek je mozné provadét miniaturizované
rGzné laboratorni postupy, naptiklad PCR na Cipu, kapilarni elektroforéza v ¢ipovém formatu, s
vyuzitim minimalnich objem( zkoumat kinetické parametry enzym a jejich inhibici rznymi latkami.
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Obr.3.: Nékteré operace s kapkami reakéni smési v oleji na Cipu.

Prace s kapkovou mikrofluidikou a on-line fedéni reagent

Material a vybaveni:

- Inkubacéni pufr: 100 mM fosfatovy pufr pH 7,4
- Z&asobni 600 nM roztok fluoresceinu v inkubaénim pufru
- Fluorinert FC-40 s 2% surfaktantu Fluosurf jako olejova faze
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- Instrumentace kapic¢kové mikrofluidiky (mikroskop Olympus, zdroj excitaéniho zareni Coolled
pE-300, PMT detektor Hamamatsu, stfikackové pumpy Nemesys, strikacky Hamilton, trubicky

a spojky)
- Mikrofluidni ¢ip (PDMS odlitek navazany na sklenéné skli¢ko)

- Nastaveni detekéniho systému: excitacni vinova délka: 450 nm; emisni filtr: 510 — 560 nm;
nastavena intenzita exc. zareni na ovladadci: ............ - 11 ; zvétSeni okularu: ............;

interval zaznamu: 0,004 s



Pracovni postup:

A: Sestaveni aparatury, on-line michani, kalibra¢ni zavislost

1.

Do jednotlivych stfikacek naplnime prefiltrovany FC-40 (obsahujici 2% surfaktantu), 2x pufr a
600 nM roztok fluoresceinu. Dbame, aby v nich nezistavaly bublinky vzduchu, které mohou
ovlivnit presnost davkovani.

PFipojime trubi¢ky pomoci spojek ke stfikackam, manudlné vytla¢ime kapaliny tak, aby v
trubickach nezbyval vzduch a druhy konec trubicek zapojime do Cipu do odpovidajicich
vstupd.

Nastavime software ovladajici stfikackové pumpy na dané objemy strikacek a strikacky
upevnime do pump.

Cip umistime do detekéni oblasti mikroskopu a pomoci okularé nebo kamery mikroskopu
vycentrujeme detekcni kandlek do stfedu zorného pole.

Spustime pratok olejové faze 3 pl/min a kazdé vodné faze 1,3 pl/min, dokud se nazaé¢nou
stabilné tvofit kapicky.

Michaci klicka

Obr.3.: Detail vstupni ¢asti Cipu se vstupy pro vodné faze (napf. reakéni smés) a olejovou fazi.
Jednotlivé slozky reakéni smési se spojuji v nehomogenni smés, ktera je nasledné odpojovdna na
jednotlivé kapky olejovou fazi (v poslednim ktizovém spojeni) a kapky jsou promichany po prichodu
michaci klickou.

Pratok (pl/min)
FC-40 (2% surfaktantu) | 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Pufr 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Pufr 2 02 |05 |08 |1 1,2 |15 |2 25 128 |29
500 nM Fluorescein 2,8 2,5 2,2 2 1,8 1,5 1 0,5 0,2 0,1
Vysledna C 420 | 375 | 330 | 300 | 270 | 225 | 150 |75 30 15
fluoresceinu (nM)

6. Postupné budeme ménit pratoky pufru a roztoku fluoresceinu podle tabulky.
7. Po ustéleni toku (cca 1 minuta) spustime zaznam signalu po dobu 20 s
8. Odecteme intenzitu fluorescence ve vrcholu piku (zaznam stfedu kapky).




9. Sestavte kalibracni zavislost intenzity fluorescence na koncentraci fluoresceinu.
10. Stanovte limit detekce podle rovnice (1), kde Sy je smérodatnd odchylka y a S je smérnice
kalibracni primky. (Naptiklad pouzijte funkce =SLOPE a =STEYX v Excelu)

Sy
LOD=_x33 (1)
S

Graf kalibracni zavislosti (y= int. Fluorescence; x= koncentrace fluoresceinu)

Limit detekce (nM)




B: Charakterizace mériciho systému

1. Zjistéte frekvenci tvorby kapek, jejich pfiblizny objem a rychlost pohybu.

2. Pottebna data ziskate ze zaznam fluorescence a kamery mikroskopu: rozméry kapky,
vzdalenost kapek, ¢as mezi dvéma kapkami. Pro vypocet objemu kapek, které nejsou zcela
kulové mizZeme uvazovat rozméry krychle (200 x 100 x ? pm)

Vzdalenost Cas mezi Rozméry (um)
kapek (cm) kapkami (s)
Frekvence (kapek/min) Ptiblizny objem (nl) Rychlost pohybu (mm/s)

Zavér/shrnuti:

(struc¢né shrnout princip metody, jaké muze podle Vas pfinést vyhody, uskali, okomentovat ziskana data)



