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Abstrakt

Tato bakalatské prace pojednava o konstrukci mikrofluidniho systému pro mikroskopo-
vani. Teoretické Cast se vénuje bunce a jejimu pieziti v riznych prostiedich. Déle se
vénuje svétlu, jeho vlastnostem a optické spektralni analyze popsané n€kolika metoda-
mi. Je zminéno vyuZziti vyvojové platformy Arduino s bezdratovym pienosem dat
pro vizualizaci v mobilni aplikaci. TéZ je zminéno, jakymi metodami je méteno pH la-
tek. Prakticka Cast se vénuje samotné konstrukci mikrofluidniho systému s vyuzitim
Arduina, chytrého mobilniho telefonu a vyvinuté aplikace zahrnujici fizeni pratoku ka-
paliny a vizualizaci méfenych veliCin.

Klic¢ova slova

Bunka, svétlo a jeho spektralni analyza, spektrofotometrie, kolorimetrie, mikrofluidni
systémy, Arduino, optické méteni pH, LED dioda, fotodioda, Bluetooth, Mit App In-
ventor 2, Android

Abstract

This thesis discusses the construction of Microfluidic systems for microscope. The theo-
retical part of this thesis deals with cell and its survival in the environment. Furthermore
light, light’s behaviour and optical spectral analysis in some methods is discussed. Also,
the use of the development platform Arduino with wireless data transfer for data visual-
ization is mentioned. Methods for measuring pH are mentioned as well. The practical
part is dedicated to construction of the Microfluidic system with the use of Arduino,
smart mobile devices and a developed mobile application including controlling liquid

flow with the measured data visualization.
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’
Uvod

Mikrofluidni systémy jsou novym, rychle se vyvijecim oborem mechaniky tekutin. Za-
byvaji se proudénim kapalin o velmi malych objemech, nebo v zafizenich s velmi ma-
lymi energetickymi naroky. Tyto systémy nachazi uplatnéni nejen v laboratofich, tak
ale 1 v praktickych pouzitich jako jsou napiiklad palivové ¢lanky, nebo biosenzory.
V laboratorni mikroskopické praxi umoznuji sledovani zmény pH v realném case, coz
pii sledovani rastu bunééné kontroly je dilezité.

Vyvojovy platforma Arduino je celosvétové populdrni. Umoznuje bez vétSich
tteba soucCasné fidit otaCky motoru a zéaroven opticky métit pH a teplotu. Vzhledem
k vypocetni narocnosti celého ukolu je vhodné zvolit adekvatni model Arduina, a to
Arduino UNO, které z nabizenych produktl je nejlepsi. Cely MS musi byt co nejjedno-
dussi. Zadani bylo doplnéno o OLED displej, na ktery budou téZ zobrazeny namétené
hodnoty.

Cilem bakalatské prace je zkonstruovat komplexni mikrofluidni systém, ktery
dokéze méfit pH protékajici kapaliny uvnitf uzaviené¢ho systému, Téz dokaze méfit tep-
lotu kapaliny a ménit pritok kapaliny na zakladé zméné rychlosti otaceni peristaltické
pumpy z diivodd zmény rychlosti ota¢eni hiidele motoru. Rizeni motoru je vyfeseno
pouzitim fadi¢e umoziujici mikrostepovani.

V dal$im kroku bude systém doplnén o Bluetooth modul a fidici aplikaci pro
chytry telefon. Tato soustava usnadni praci cilovému uzivateli, protoze misto nastavo-
vani parametrti uvnit kodu a jejich nasledné piehravani do paméti Arduina, budou data

bezdratovée posilana se stejnym ucinkem.



1. Bunka

Bunika je zékladni stavebni a funk¢ni jednotkou vSech zivych organismu. Jedna se
o nejmensi objekt, ktery je schopen samostatné existence. Bunika zabezpecuje vsechny
zéakladni Zivotni funkce, at’ samostatné u jednobunécnych organismi, nebo s dal$imi
buiikami mnohobunééného organismu. [} 4]

Mezi zékladni zivotni funkce patfi pfijem latek a energii a jejich metabolismus,
rozmnozovani, uchovani genetické informace o vnitini stavbé a funkci buiiky a dale je
to reakce na podnéty a piizptisobeni se okolnim podminkam. 23]

Burika jakozto systém je otevieny systém, ktery je regulovan mnohacetnymi re-
gulaénimi mechanismy. 23]

Jak vyplyva z vySe zminéného, tak bunika je dale nedélitelnd, coz znamena, Ze
pokud bychom narusili jeji integritu a samostatné oddélili jednotlivé bunééné organely,
tak je experimentalné zjisténo, ze by tyto organely vykazovaly metabolickou ¢innost
z pocatku beze zmény. (2} B
Z hlediska laboratorni praxe je dale nutné provést déleni bun€k z hlediska slozi-

tosti stavby a zaméfit se metody segregace bunék. [} 12 [3]

1.1. Srovnani prokaryotické a eukaryotické bunky

V soucasné dob¢ jsou védecky dokazany existence 2 hlavnich, strukturné velice odlisné
typli bun€k — prokaryotické a eukaryotické. Toto déleni vzniklo na zaklad€ studia jadra
téchto typti bunek.

U prokaryotickych bun€k je jadro nékdy oznaCovany jako nukleoid nebo bakte-
ridlni chromozom tvofeno jednim chromozomem volné lozenym v cytoplazmé.
U eukaryotickych bun€k je jadro oznacovéano jako nukleus nebo karyon aje vyrazné
branou s jadernymi pory. Uvnitt této jednotky je polotekuta hmota — karyoplazma, v niz
jsou chromozomy s DNA. [2- B3]

DalSim vyraznym rozdilem je velikost bun¢k. Prokaryotické bunky jsou zpravi-
dla mensi buiiky eukaryotické. 2} ]

Naslednym vyzkumem se podatilo objevit dalsi rozdily. Veskeré tyto rozdily
jsou shrnuty do tabulky Tabulka 1.1. 1]

Tabulka 1.1 — Srovnani hlavnich rozdili mezi prokaryotickou a eukaryotickou buiikou.

_ Prokaryoticka bunka Eukaryoticka bunka

Cirkularni molekula volné Dlouha, linearni, organizovana,

DNA v cytoplazmé uzaviena v jaderném obale

RNA je syntetizovano
RNA a proteiny Syntéza ve stejné casti a upraveno v jadre, proteiny
v cytoplazmé




/T Prokaryotickd buitka Eukaryoticka buiika

Velikost 1-10 pm 10-100 pm

Prvoci, rostliny, houby

Organismy Bakterie a cyanobakterie v .
a zivoc€ichové

Mnohobunééné (diferencované

Strukturni slozitost Vétsinou jednobunééné .
buniky)
Metabolismus Anaerobni i aerobni Aerobni
» Adro, mitoch: ie, -
Organely Ziidka Jadro mi os: or}drle endo
plazmatické retikulum, ...
Neni cytoskelet a chybi exo- 1 Pfitomen cytoskelet, exo- 1 endo-
Cytoplazma v yoLex . vt s
endocytoza cytdéza
Bunécéné déleni Binarni Mitoza

1.2. Preziti bunky
Pii pozorovani bunky v laboratornich podminkach hovoiime o 3 stavech, které jsou
v nasledujicich odstavcich popsany. V ramci mého semestralniho projektu je nejdilezi-
t&j81 stav in vitro. ¥
e [nvivo
Jednd se o stav, kdy organismus, popfipad¢ jeho organy ¢i jednodussi struktury jsou
pozorovany v jeho pfirozenych podminkach. Jako pfirozené podminky se rozumi orga-
ny, pletiva ¢i buriky. [#!
e Exvivo
Tento stav popisuje situaci, kdy pozorovany objekt je vyjmut z zivého organismu. Ve
védecké praxi se jednd o to, Ze objekt pozorovani je chirurgicky vyjmut a umistén do
vnéjsiho prostiedi, kde je na ném proveden vyzkum. (2} 3]

Jednou z hlavnich vyhod metody ex vivo je fakt, ze vyzkum na objektu je eticky
dovolen, zatimco vyzkum na celém Zivém organismu neni. (4]
e [nvitro
Tento termin v doslovné piekladu z latiny znamena: ,,ve skle®, coz dava jasné informa-
ce o tomto stavu. Zde je pozorovany objekt umistén do laboratornich zkumavek, at’ uz
pravé ze skla ¢i plastu. (4]

Ve zkumavce se kromé pozorovaného objektu nachdzi také roztok prosttedi. Roz-

tok je natolik dilezity, Ze je mu vénovana samostatna kapitola.



Pokud jsou objekty nejcastéji samostatné bunky umistény do zkumavky Ize s nimi
provadét nejriznéjsi aktivity. V laboratorni praxi se nejCastéji jedna o kultivaci — d¢j,
pii kterém je z jediné bunky pii idealnich podminkach zajisténych okolnim médiem
vypéstovana celd kultura. [4!

e Podminky pfeziti — roztok
Bunky umisténé mimo in vivo jsou velice rychle ni¢eny neptiznivym okolnim prostie-
dim, proto je nutné je co nejrychleji umistit do in vitro podminek. Zde jsou obklopeny
roztokem né¢kdy nazyvanym médium. Na tento roztok jsou kladeny vysoké pozadavky.
V prvé fad¢é se musi jednat o roztok, ktery se svymi chemickymi a fyzikalnimi
vlastnostmi co nejvice blizi pfirozenému prostiedi. Zde je nutné disledné sledovat hod-
noty koncentrace soli, Zivin, pH a teploty. [ [4]
Pted vznikem mikrofluidnich systémi se ty hodnoty zjistovali béznym pohle-
dem, kdy se roztoku zivného média ménila barva v zavislosti na ubytku zivin, s nimiz je
spojena zména pH. Dals$i moznosti bylo odebrat roztok, coz zna¢né¢ zvySovalo pravdé-

podobnost kontaminace. 4!



2.  Svétlo a jeho analyza

Tato kapitola je vénovana svétlu a jeho vlastnostem, které jsou poté néasledné vysvétle-

ny, pro¢ jsou vyuzivany u optickych metod, pouzitych pro mefeni pH.

2.1. Svétlo

Z biologického hlediska je svétlo nezbytnou podminkou pieziti drtivého mnozstvi zivo-
ta na Zemi zejména rostlin.

Mimo to svétlo bylo objektem fyzikalniho zkoumani, a proto je pomémeé piesné
popsano jeho chovani pifedev§im na rozhrani dvou opticky rozdilnych prostiedi ¢i pri-

chodu latkou. Dusledkem je to, ze svétlo je hojn€ vyuZzivano jako analyticky prostiedek.

2.1.1. Elektromagnetické zareni

Elektromagnetické zafeni je forma energie, jejiz chovani je definovdno vlastnostmi vin
a Castic tvorici tuto energii. VIinovy charakter znaCi optické vlastnosti. Védecky je
dokazana interakce mezi latkou a vinénim, ¢imz se dokazala pfitomnost ¢astic
a fotoni. !

Z tohoto faktu vyplyvaji 2 vztahy popisujici energii fotonu z pohledu casticové-
ho a vlnového. Vztah (3.1) popisuje pohled Casticovy, zatimco vztah (3.2) pohled vino-
vy. (5]

E=h-f 3.1
kde E je energie v J, h je Planckova konstanta rovna h = 6,626 - 103* J - s a f je frek-

vence v Hz. B
g="¢ (3.2)
A
kde E je energie v J, h je Planckova konstanta rovna h = 6,626 - 103* ] - s a ¢ je rych-
lost svétla ve vakuu, jenZ je rovna ¢ = 299.792.458 m-s~1a A je vlnova délka v m.
Pro potieby nékterych problému je definovéana i jind jednotka energie E ato el/. Pre-

vodni vztah mezi jednotkami je vyjadien vztahem (3.3). I*!
leV =1,602-10719] (3.3)

Kazdy objekt s nenulovou hmotnosti je zdrojem elektromagnetického zéteni.
Zahtata télesa vyzaruji okem viditelné zareni, zatimco télesa chladnd naopak vyzatuji
infracervené zareni, které je okem nepozorovatelné. Elektromagnetické zateni je tvore-
no oscilacemi elektrické a magnetické slozky, jez se Sifi kolmo ke sméru Sifeni
v prostoru po linedrni draze s konstantni rychlosti. Tento fakt je graficky znazornén
v Obrazku 3.1. -



Obrazek 3.1 - Grafické znazornéni zavislosti, kde A je vinova délka vm, E je vektor intenzity elek-

trického pole a B je vektor magnetické indukce. 7]

2.1.2. Zakony popisujici svétlo

Pro chovani svétla plati n¢kolik zakladni zakond. Jejich zakladni definici a vyznam je
uveden v nasledujici podkapitole.

e (draz svétla

Odraz neboli reflexe popisuje chovani svételného paprsku na rozhrani dvou opticky
rozdilnych prostfedi, kdy jedno prostiedi je natolik rozdilné, ze dopadajici paprsek se

odrazi. Tento vztah je definovan je vyjadien vztahem (3.4),
a=a (3.4)

kde a je tihel dopadu svétla v ° a a’ je tihel odrazu svétla v °. 1]
e Lom svétla
Lom svétla neboli refrakce popisuje chovani paprsku svétla, ktery z optického prostiedi
popsan¢ho indexem lomu n; prochazi do prostfedi popsaného indexem lomu n,.
Snelltiv zikon popsany vztahem (3.5) se pfimo vyjadiuje k této problematice. ['!]

sin(@) _ vy _ (3.5)
sin(B) v, my

kde a je uhel dopadajiciho paprsku ve °, B je thel lomu ve °, v; a v, je rychlost Sifeni

paprsku a n; a n, jsou indexy lomu. !l
Index lomu n udava pomér mezi rychlosti svétla ve vakuu oproti rychlosti svétla
v daném optickém prostiedi. Vyplyva, Ze se blizi k 1 u prostiedi blizicich se vakuu.

Vztah (3.6) udava vypocet. Mimo jiné jsou tyto hodnoty tabelovany. [!!]

n=- (3.6)



kde n je index lomu, c je rychlost svétla ve vakuu (hodnota uvedena vyse) a v je rych-
lost svétla v daném optickém prostiedi, jejiz jednotkou jsou m - st [11]
Siti-li se paprsek z opticky hustsiho prostfedi do prostiedi ¥idiiho hovofime o

lomu ke kolmici, u néhoz plati vztahy (3.7). - 1]
n,>ng; a>f 3.7

Pokud vsak je tomu naopak — paprsek se $iti z opticky fidSiho prostiedi do pro-

stiedi hustsiho, hovoiime o lomu od kolmice popsaného vztahem (3.8). [ [61-[11]
n,<ng;a<p 3.8)

e Absorpce svétla
Jedna se o fyzikalni jev, pfi némz dochézi k zeslabovani intenzity svétla prochazejiciho
prostorem — latkou, dochéazi tedy k pohlceni a zeslabeni zafeni. Tohoto jevu vyuziva
piedevsim spektrofotometrie. ¥

Principem je fakt, Ze foton s urcitou energii je pti pruchodu zachycen latkou jejiz
atomy maji valen¢ni elektrony v pfechodu mezi dvéma energetickymi stavy. Diky to-
muto fotonu postoupi do vyssiho energetického stavu. Pohlcend energie fotonu je bud’
vyzéfena jako tepelné nebo jako svételna energie. [*]

Existuji rizné druhy absorpci: neutralni, selektivni, spojita a ¢arova. Lisi se mezi
sebou pouze tim, jak velké &4st spektra je pohlcovana. ]

Absorpce je popsana Lambertovym zédkonem vyjadfeny vztahem (3.9),
[ =1, e #d (3.9)

kde I je intenzita vysledného svétla, [, je intenzita dopadajiciho svétla, u je linearni

sou¢initel zeslabeni a d je tloustka absorbujici vrstvy. 18!

2.1.3. Spektrum elektromagnetického zareni
Spektrum zahrnuje elektromagneticka zafeni vSech vinovych délek, v nékterych zdro-
jich se lze setkat s ozna¢enim Maxwellova duha.

Druhy zateni se rozlisuji podle vinové délky A a zdroje zareni. Mezi jednotlivy-
mi druhy zéfeni nejsou ostré hranice a Casto se stava, ze jedno zateni volné prechazi

v druhé.



Rostouci vinova délka a klesajici energie
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Obrazek 3.2 - Spektrum elektromagnetického zareni. (12]

Vztah pro vypocet rychlosti z frekvence a vinové délky je uveden ve vzta-
hu (3.10)

c=A-f (3.10)

kde c je rychlost svétla, 4 je vinova délka v m a f je frekvence v Hz. Z tohoto vztahu
vyplyva, ze ¢im ma zafeni vétsi vinovou délku, tim méa mensi frekvenci a naopak. [¢]
Ve spektru se nachazi vyznamné druhy zareni, jez jsou nékterymi vlastnostmi
dalezité. Zde jsou vyjmenovany sestupné podle velikosti vinové délky:
— Radiové viny
— Mikroviny
— Infracervené zatreni
— Viditelné svétlo
— Ultrafialové zatreni
— Rentgenové zatfeni
— Y - zéfeni
Z hlediska mé prace je dilezité pasmo viditelného svétla. - (6111
2.2. Spektralni analyza
V této podkapitole jsou popsany druhy spekter a jakymi metodami je 1ze analyzovat.

Pro pozdé&jsi bakalarskou praci bude vyuzita metoda spektrofotometrie.

2.2.1. Typy a piivod spekter
Pokud zafeni nechdme prochéazet pies Stérbinu a opticky krystal vznikne spektrum.

Kazdé spektrum je typické svym vzhledem i pivodem — zdrojem zafeni.



e Spojité spektrum

Pokud zdrojem zéteni je teplé, velmi husté téleso vznika spojité spektrum. Jedna se o
velmi znamou ,,duhu®, kterd vznika prichodem viditelného svétla pres opticky krys-
tal [111.012]

e Emisni ¢arové spektrum

V tomto pfipad¢ je zdrojem zateni teplé téleso, avSak s mensi hustotou nez ptipad¢ spo-
jitého spektra. Nejcastéji se jedna o zahtaty plyn. Zde atomy diky zahtati piejdou do
vyS$siho energetického stavu a nasledné se vrati do ptivodniho. Rozdil energii mezi stavy
je vyzaren jako svétlo o urcité vinové délce, coz se projevi na vysledném spektru, které
je tvofeno pouze ¢arami vyzareného svétla na téch vinovych délkach. 11 [12]

e Absorpéni ¢arové spektrum

Zde je vznik nejslozitéjsi — teply, velmi husty zdroj ozatuje studené, méné husté téleso.

Atomy plynu pohlti, absorbuji urcité vinové délky, které se projevi vynechanymi ¢arami

117, [12]
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Obrazek 3.3 - Grafické znazornéni vyse zminénych typua spekter. Kde a) je spojité spektrum, b) je
[13]

ve spojitém spektru. !

emisni ¢arové spektrum a c) je absorpcni ¢arové spektrum.

2.2.2. Absorpc¢ni spektralni analyza
Absorpéni spektralni analyza zkouma spektrum zareni, které proslo vzorkem. Nejcastéj-
Simi typy zafeni dopadajici na vzorek je viditelné svétlo, nebo UV zafeni. Vysledné
absorp¢ni spektrum obsahuje ¢ary prerusujici spojité spektrum, které odpovidaji zkou-
manému vzorku. [%]

Tohoto se vyuziva pii zjistovani koncentrace roztoku vzorku s pomoci Lam-
bert — Beerova zakona, ktery je vyjadien vztahem (3.11):

A =log (17()) 3.11)
kde A je bezrozmérnd absorbance, I, je intenzita dopadajiciho svétla o urcité vinové
délce A a [ je intenzita proslého svétla.

Tento vztah 1ze vhodn€ upravit, kdy vyuzijeme moléarni extink¢ni absorpéni koe-
ficient €. Tento koeficient znaci timérnost, kterd je typicka pro danou latku a vlnovou

délku. Vztah po Upravé vyjadien vztahem (3.12) mize vypadat takto:



A=c-l-c (3.12)

kde A je absorbance, ¢ je extinkéni koeficient s jednotkou - mol™1-cm™1, I je $iika
vzorku, kterym prochazi svétlo (nejéastéji 1 cm) a c je koncentrace roztoku. 2%
Pro svétlo prochazeji prihlednou kapalinou se kromé absorbance uplatni také transmi-
tance. Taktéz znama jako propustnost, mize byt vypocitdna s pomoci Lambert — Beero-
va zakona. Tvar vypoctu je vyjadien vztahem (3.13).

T = i = 10"¢t¢ (3.13)

Iy

kde T je transmitance, I, je intenzita dopadajiciho svétla, I je intenzita proslého svétla, €
je extinkéni koeficient s jednotkou [ - mol™t - cm™1, [ je §iika vzorku, kterym prochézi
svétlo (nejéastéji 1 cm) a ¢ je koncentrace roztoku. (6} (261 [27]
e Spektrofotometrie
Jedna se o analytickou metodu, kterd hodnoti vzorek na zakladé méteni pohlcovani od-
razu a prichodu svétla o riznych vinovych délkach. Pristroje zvané spektrofotometry ¢i
spektrometry pracuji se spektrem viditelného zafeni, ale mohou pouzivat zateni, které se
svymi hodnotami vinové délky blizi UV ¢&i IR zéfeni. 16} 17]

Piistroj se skladéa ze zdroje bilého monochromatického zareni, po ném nasleduje
monochromator (opticky hranol nebo mftizka), ktery rozd¢li svétlo na jednotlivé slozky
a oddéli urcitou vinovou délku jenz projde vzorkem. Tento svazek dopadajici na vzorek
je rozdélen na dva, kdy jeden doopravdy dopada na vzorek a druhy slouzi jako refe-
ren¢ni hodnota. Rozdil intenzit mezi referen¢ni hodnotou svazku a hodnotou proslého

svazku vyhodnoti fotosenzitivni detektor, ktery nasledné urci absorbanci. V dal§im kro-

ku méfeni je provedeno to samé je se svétlem jiné barvy — vlnové délky. 161 [17]
apertura
difrakéni otacivé
mfizka ¥ .\d alic vzorek zrcadlo
\ detektor

zrcadlo zrcadlo
referencni
vzorek

zdroj svétla

Obrazek 3.4 - Schéma spektralni analyzy pomoci spektrofotometru. [13]

Samotné méieni zacina sestavenim kalibra¢ni ktivky, kdy jsou proméfeny zna-
mé roztoky a poté nasledné¢ vyneseny do grafu. Zde je vynesena zavislost absorbance A
na koncentraci ¢ roztoku. Koncentraci méfeného vzorku tudiz ziskame, pokud vynese-

me naméienou hodnotu absorpce. [°]
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e Fotometrie

Fotometrie je vlastné zjednodusena spektrofotometrie. Zde se misto prométeni vzorku
celym spektrem pouziva pouze svétlo s jednou vinovou délkou. !

e Kolorimetrie

Jedna se o optickou metodu zaloZenou na porovnavani intenzity zabarveného roztoku o

neznamé koncentraci s roztokem stejné latky o znamé koncentraci. !1°!

2.2.3. Emisni spektralni analyza

Podstatou této analyzy je vytvoreni elektromagnetického zareni ze vzorku, kdy elektro-
ny vzorku pfejdou do vyssiho energetického stavu, ktery je ovSem nestabilni a dojde
k vyzateni zafeni. Pokud toto zafeni nechame projit ptes spektralni zatizeni — naptiklad
$térbina a hranol, budeme detekovat emisni ¢arové spektrum. (16!

Tohoto jevu nejvice vyuziva plamenna spektrofotometrie, kdy do plamene hota-
ku vlozime vzorek zkoumané latky, u niz se vlivem tepla excituji elektrony. Pti nésled-
ném navratu na nizsi energetickou hladinu vyzari svétlo. Jelikoz mize byt vzorek tvoren
riznymi atomy s riiznym poctem elektronil, budou na spektru vznikat rizné spektralni
¢ary. Zde muize byt spektrum zaznamenano na fotograficky papir, poté hovoiime o pla-

menné spektrografii. [1°]
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3. Mikrofluidni systémy

Co jsou to mikrofluidni systémy? Nejprve je nutné si uvédomit, co slovo ,,mikrofluidni*
znamena. Toto slovo vzniklo slozeni slov ,,mikro* a ,,fluidni*. Posledni zminén€é slovo
se odkazuje, Ze systém pracuje s fluidni — tekutou latkou. Mize se tedy jednat o kapal-
nou nebo plynou latku, nejcastéji se vsak jedna o kapalinu.

Prvné zminéné slovo znamena, Ze systém bud’ pracuje s malym objemem, nebo
je konstrukéné velmi maly, ¢i mé nizkou energetickou narocnost. V neposledni fad¢ téz

muze vyuzivat specidlnich jevil.
3.1. Vyhody MS

Jednou z hlavnich vyhod je mala spotieba vzorku a ¢inidel pro pokus. Tato vyhoda méa
nezastupitelné kvality ve forenzni véde¢, kde je velmi omezené mnozstvi zkoumaného
vzorku. 18]

S prvni vyhodou souvisi i1 dalsi vyhoda — systém pracuje s velmi malym mnoz-
stvim kapaliny. Radové ul, nl, pl a dokonce i fI.['®

V dnesni dobé¢ je dalsi nespornou vyhodou fakt, ze MS zanechavaji malé fyzické
i ekonomické stopy. ¥l

Dalsi vyhodou je moznost paralelizace a automatizace. Jelikoz systém pracuje
s velmi malym objemem, tak Ize pii vhodné konstrukci ¢ipu provadét vice pokust na-
jednou. S tim pfimo souvisi konstrukce Cipt, na které jsou MS instalovany. Diky minia-
turizaci soucastek, lze postavit €ip, jenz svoji funkci miize nahradit nékolik laborator-
nich pracovnikli. Vysledkem tohoto je vice relevantnich vysledkli postizenych mensi

chybou lidského faktoru. ['¥]

3.2. Zaklady mechaniky kapalin
Pro MS plati nékolik fyzikalnich zdkont a piedpokladd, které popisuji chovani kapaliny
v trubici. Je vhodné zminit, Ze u mikrofluidnich €ipti jsou pouzivany trubice o Sifce lid-

ského vlasu (70 um). 18!

3.2.1. Zakony zachovani

e Zakon zachovani hmotnosti

Tento zakon tikd, ze v uzaviené soustavé soucet hmotnosti latek, které vstupuji do reak-

ce se rovna souctu hmotnosti latek, které vystupuji z reakce. 1%

e Zakon zachovani hybnosti

Tento zakon ¥ikd, Ze celkova hybnost izolované soustavy t&les se neméni. 1!

12



3.2.2. Predpoklady

Pro préci s kapalinami v MS jsou brany nasledujici predpoklady tykajici se kapalin jako
splnéné podminky.

e Nestlacitelnost

Tento piedpoklad se tyka objemu kapaliny. Rika, Ze zvySenim tlaku se nezméni objem
kapaliny. [°!

e Rychlost

Druhy ptedpoklad se tyka rychlosti proudéni kapaliny v trubici a fikd, Ze rychlost prou-
déni kapaliny uprostied trubice je maximalni, zatimco rychlost proudéni na okraji trubi-
ce je minimalni — nulova. Pro pozdéjsi vypocty se proto uvadi stfedni rychlost proudéni,

¢asto uvadéna pouze jen jako rychlost proudéni. %!

3.2.3. Kapaliny

Pti praci s fluidikami se Ize setkat s dvéma typy kapalin, jez jsou popsany v nasledujici
podkapitole.

e Newtonovské kapaliny

Jedna se o takové kapaliny, u nichz je linearni zévislost mezi deformaci a mechanickym
napétim. Cili viskozita neni zavisl4 na mechanickém napéti a rychlosti. ['®]

e Nenewtonovské kapaliny

Zde je nelinearni vztah mezi smykovym napétim a deformaci. Typickym piikladem

téchto kapalin je krev. [8]

3.2.4. Proudéni

Pokud hovotime o kapalin¢ proudici v trubici, tak je nutné definovat, jak tato kapalina
muze proudit a ¢im je kvalita proudéni definovéna.
e Laminarni proudéni
Nejidealnéjsi piipad proudéni. Hovofime o ném pfi proudéni kapalin pti malych rych-
lostech. Zde téz plati Ze vektory rychlosti v jednotlivych vrstvach kapaliny jsou rovno-
b&zné. 19

Z hlediska proudéni roztokl je nevhodné, nebot’ mezi vrstvami kapaliny nedo-
chdzi k miseni, coz méize byt zddané ¢&i nikoli. !*)
e Turbulentni proudéni
Pokud zvySime u laminarniho proudéni rychlost proudéni nad kritickou hodnotu, kterou
lze stanovit skrze Reynoldsovo Cislo, tak dojde ke zmén¢ proudéni kapaliny na turbu-
lentni. Pfi tomto typu proudéni se proudnice — myslené Cary, jejichZ tecny sestrojené v
libovolném bodé¢ urcuji smér pohybujici se Castice kapaliny, se rozpadaji a vznikaji vi-
ry. 1101
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Tohoto jevu lze vyuzit pro michéani, kdy se vrstvy kapaliny s riznou koncentraci bu-
dou misit mezi sebou. ¥
e Reynoldsovo Cislo
Tato bezrozmérna veli¢ina stanovuje, zda je proudéni v kapalin€ laminarni ¢i turbulent-
ni.

Stanoveni je bud’ provadéno experimentdlné pro dany druh kapaliny a rychlosti,

nebo je pro dilezité¢ kapaliny definovano. Nejdulezitéjsi je zde stanoveni kritické hod-
noty, kde dochazi k pfeméné laminarniho proudéni na turbulentni. (°!

Vztah pro vypocet Reynoldsova ¢isla je uveden ve vztahu (4.1).

v d
Re = = 4.1)
v

kde Re je Reynoldsovo &islo, v, je stiedni rychlost kapaliny v m - s71, d je primér tru-

bice, kterou kapalina proudi v m a v je kinematicka viskozita v m? - s~1,[61-[10]

3.3. Specialni jevy spojené s MS

Pro praci s MS jsou typické specidlni jevy vztahujici se k proudéni kapaliny.

3.3.1. Laminarni proudéni

Pro potieby pouziti se pfi praci pouzivaji zvlastni typy proudéni.
e Couetteovo proudéni

Jako Couettliv proud se oznacuje tok viskdzni tekutiny mezi dvéma deskami, z nichz se
jedna pohybuje oproti druhé. Typickymi ptiklady feSeni jsou dvé desky, mezi nimiz je
mezera nebo dva soustiedné valce. Priitok je pohanén vlivem visk6zni tazné sily pliso-
bici na tekutinu, ale mize byt dadle motivovan aplikovanym tlakovym gradientem ve
sméru proudéni. 18]

e Poiseuilleovo proudéni

Jedna se o typické proudéni kapaliny ve vélci popsano Hagen — Poiseuilletiv zékon vy-
jadtenou vztahem (4.2):

A
p mer

4.2)

kde Ap je rozdil tlaki mezi obéma konci trubice v Pa, [ je délka trubice v m, n je dy-
namicka viskozita vN * s - m~2 ekvivalent Pa - s , Q je pritok v m3 - s~ ar je polomér
trubice v m. 13- [10]

H-P zakon lze odvodit z Navier — Stokesovi rovnice. Touto Upravou se dozvi-
dame, ze pokud piedpokladame laminarni proudéni uvnitf trubice, tak pravé laminarni
proudéni predpoklada vzniku lamel — kruhové vrstvy kapaliny se stejnou rychlosti. Déle
je predklddano, ze maximalni rychlost proudéni je ve stfedu trubice a minimalni na

okraji (= stav bez skluzu).
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Hlavni divodem, pro¢ se vyuziva pravé laminarni proudéni je ten, ze nedochézi
ke vzniku virdt a mixovani roztoku. DalSim divodem je snadné ovladéani rychlosti
v trubici. Pokud médme mikrofluidni kanal tvofeny vice vstupy, tak je toto ideélni feSeni

ovladani. [ [10]. [18]

3.3.2. Difuze

Difuze je d¢j, pfi némz dochédzi k samovolnému rozptylu ¢astic. Mame-li dva roztoky o
rizné koncentraci téhoz iontu oddélené membranou propustnou pouze pro tento iont,
tak vlivem difuze se tyto koncentrace vyrovnaji. [!*]

Z hlediska MS jsou-li vedle sebe dva mikrofluidni proudy kapaliny o rtizné kon-
centraci, tak mezi nimi vznikne gradient. Tento gradient se bude snaZzit vyrovnat kon-
centrace, ale svoji ¢innosti téZ snizi rychlost priitoku v obou proudech. I/

Difuzi 1ze popsat jednoduchou rovnici vyjadienou vztahem (4.3):
X=+V2-D-t 4.3)

kde X je délka difuze, D je konstanta difuze a t je as. Pokud chceme urychlit difuzi, je
vhodné pouzit specidlni konfigurace proudu, kdy je ji do cesty vlozena piekazka, kterd

zptisobi miseni (Y — mixér, Tesla — mixér, obstrukéni mixér). [1¥]

3.3.3. Povrchové napéti

Zvlastni jev, pti némz se povrch kapaliny chova jako jakasi elasticka folie je vysledkem
povrchového napéti. Zde se kapalina snazi dosahnout tvaru s co nejmensim obsahem,
proto vznikaji kulovité kapky. Povrchové napéti je vysledkem interakei pfitazlivych sil
molekul kapaliny na povrchu. 18

Povrchové napéti vypocitat pomoci vztahu (4.4):

o=7 4.4
kde o je povrchové napéti v N - m™1, F je povrchova sila v N a [ délka okraje povrcho-

vé blany v m. 18]

3.3.4. Kapilarita

Kapilarni elevace a kapilarni deprese souhrnné oznacované jako kapilarita jsou jevy
vznikajici ponofime-li kapilaru jednim koncem do kapaliny a druhy bude volny. ['®]

V ptipad¢ kapilarni elevace jsou molekulové interakce silngj$i mezi buitkami
kapilary nez molekulové interakce v kapaling. Zde dojde ke vzlinani kapaliny smérem
vzhiru, proto hovofime o elevaci. Vztah pro vypocet vysky h o kterou vzroste hladina
v kapiléfte pfi zanedbani stykového uhlu a je vyjadien vztahem (4.5):

20
r-p-g

h =

4.5)
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1

kde h je zména vySky hladiny v m, o je povrchové napéti v N - m™-, r je polomér kapi-

lary v m, p je hustota kapaliny a g je tthové zrychleni, pro n¢j plati vztah (4.6):
g=10=991275m-s" % (4.6)

* plati pro Brno. 3 1101 1181

3.3.5. EOF

EOF neboli elektroosmoticky pritok je pohyb kapaliny indukovany pfiloZenym poten-
cidlem na porézni material, kapilarni trubici, membranu a dalsi. Elektroosmoticky pru-
tok je nejvyznamnéjsi v malych kandlech. Elektroosmoticky prutok je zékladni slozkou
chemickych separacnich technik, zejména kapilarni elektroforézy.

V MS systémech se jedna o vyznamny d¢j, kdy v kapiléafe je roztok obsahujici
sodny iont a mimo kapilaru je chloridovy aniont. Pokud piiloZime zaporné napéti mimo

kapilaru, vznikne gradient, ktery uveden roztok do pohybu. 1®!

3.4. Konstrukce MS
MS se vzdy sklada z necipové a Cipové Casti. Za necipovou ¢ast bereme naptiklad pum-
pu ¢&i ventily. Cipova &ast je tvofena mikrofluidnimi strukturami a samotnym &ipem
provadgjicim analyzu. (¥

Jako vyrobni materidly MS se nejcastéji pouziva sklo, u kterého ptevlada EOF.
Dal§im velice hojn¢ vyuzivanym materidlem je PDMS neboli polydimethyl siloxan.
Tento material je jednim z nejrozsitenéjSich organickych polymert zalozenych na kie-
miku. Jeho vyhodami jsou nizk4 cena a v nékterych piipadech vyuziti i jednorazovost.
Ovsem ma i své nevyhody jako to, Ze je hydrofobni a nenastava u n¢j tolik EOF.

Jak se takovy MS vyrabi? Velice jednoduse v ptipadé¢ PDMS, kdy staci Sablonu
zalit tekutym silikonem a nechat zatvrdnout. ['®!

3.5. Vyuziti MS
MS jsou zvlastni spojnici pro inzenyrstvi, fyziku, chemii, biochemii, nanotechnologii a
biotechnologii, kde jsou zpracovavany malé objemy kapaliny pro dosazeni multiplexo-
vani, automatizace a vysoce vykonného screeningu. ['®!
e Pritokova mikrofluidika
Jedna se o technologie zalozené na kontinudlnim priatoku kapaliny, ktera je fizena ex-
terné — zdroj tlaku, Cerpadla, integrovana mikrocerpadla nebo kapilarni jevy
s elektrokinetickymi mechanismy. 8]

Vhodné pro jednoduché biologické tilohy jako je separace bilkovin, avSak zcela

nevhodné pro vysoce flexibilni ulohy vyzadujici komplexi praci s kapalinami. ['®!
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Moznosti sledovani procest v systémech s nepfetrzitym proudénim lze doséh-
nout vysoce citlivymi mikrofluidnimi pritokovymi snimaci zalozenymi na technologii
MEMS, ktera nabizi rozliseni aZ do rozsahu nl. ['8]

e Kapkova mikrofluidika

Toto je podkapitola mikrofluidik, kde se pracuje s kapkami s diskrétnimi objemy tekutin
v nemisitelnych fazich s nizkym Reynoldsovym c¢islem a laminarnim pratokovym rezi-
mem. (18]

Mikrokapky dovoluji pracovat s doopravdy malymi objemy kapaliny (ftddové ul
1 pl), coz umoziuje lepsi miseni, zapouzdreni, tfidéni a snimani. Zcela vyhovuji expe-
rimentlim s vysokou propustnosti, 171 [18]

e DNA ¢ipy

Na podloZznim materialu (sklo, plast, nebo kiemik) je v mikroskopickém poli umistén
kus DNA. Analogicky s DNA mikroskopem je zde proteinové pole, kde na ¢ipovém
povrchu je uloZzeno mnozstvi zachycovacich ¢inidel — monoklonalnich protilatek. Ty se
vyuzivaji k uréeni pfitomnosti a mnoZstvi bilkoviny v biologickych roztocich. [*!
Nevyhodou proteinovych poli je, Ze nejsou rekonfigurovatelné a ani Skéalovatel-

né po vyrobg. [17)-[18]

3.5.1. Mikroskopické techniky

Spojovani mikrofluidik s optikou vede ke vzniku optofuidiky. Ptiklady optofluidnich
zatizeni jsou ladici mikroskopy a optofluidni mikroskopy. Pratok mikrofluidiky umoz-
flyje rychlou prichodnost vzorki, automatické zobrazovani velkych populaci vzorki a
také moznosti 3D nebo super resoluce. [®]

Jak bylo zminéno vySe v kapitolach 1 a 3, je nutné pro mikroskopovani udrzovat
zkoumané kultivované bunky v roztoku Zivin. Zde je problematické zjistovani aktualni
hodnoty pH. Bézné je bud pravidelné nebo v piipadé potieby oteviena nadobka
s kultivovanymi buiitkami a je odebran vzorek zivného roztoku. Kazdé dalsi otevieni i
ptes striktni dodrzeni pracovniho postupu pro udrzeni sterility vede k mozné kontami-
naci. 18]

Moznym feSenim je vyuziti mikrofluidniho systému s ¢ipem, ktery opticky bude
stanovovat hodnotu pH. Reseni je sklad4 z nadobky, kde je oddélena sekce s buiikami a

sekce s ¢ipem. Dale miZe byt externim zdrojem dod4vano Zzivné médium. 17 18]
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4. Elektronicka platforma Arduino

Vyvojova deska Arduino je levny vyvojovy set, ktery umoznuje komukoli stat se vyna-

lezcem. Je to zplisobeno tim, ze se jedna o open source — veskeré typy, navody ¢i sché-

vvvvvv

né&jakou radu. 2!

Arduino zacalo jako odpoveéd’ italskych Interaction Design Institute z mésta
Ivrea, ktefi chtéli studentiim nabidnout levny a jednoduchy vyvojovy set. Béhem chvile
se Arduino stalo velice popularni diky své cenné a komunité, kterd svoje vytvory publi-
kovala na internet pro inspiraci ¢i pomoc ostatnim. [2!]

Tato platforma je natolik popularni, Ze i dnes jsou vyvijeny nové vykonngjsi
desky. Za zminku stoji deska Arduino Intel Galileo, ktera vznikla ve spolupraci

s americkou firmou Intel. (20} [21]

4.1. Vyvojova deska Arduino UNO R3

Veskeré vyvojové desky se 1isi predevSim velikosti a poctem pinti. Dalsim délicim fak-
torem je procesor. Zakladni modely téchto desek vyuZzivaji 8 bitovych mikrokontrolerti
AVR od firmy Atmel. Pokrocilejsi desky vyuzivaji vykonnéjsich mikrokontrolery se
siln€jSimi mikroprocesory. Jednotlivé rozdily mezi nejvyuzivanéjSimi deskami jsou
uvedeny v tabulce Tabulka 5.1. (%]

Tabulka 5.1 — Rozdily mezi deskami

Vyvojova deska Mikrokontroler Flash pamét’ Digitalni piny Analogové vstupy
UNO R3 ATmega328P 32 kB 14 6
Nano ATmega328 32 kB 14 8
Mega ATmegal280 128 kB 54 16
Mega 2560 ATmega2560 256 kB 54 16
Leonardo ATmega32u4 32 kB 14 6

Obrazek 5.1 - Precizni klon desky Arduino UNO R3. (21]
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4.1.1. Technické parametry Arduina UNO

Pro tuto praci je vyuzit precizni klon vyvojové desky Arduino UNO R3, v tomto piipa-
dé oznaceny Arduino UNO R3 328P DIL Precizni klon. Parametry této desky jsou shr-
nuty do tabulky Tabulka 5.2. (23241

Tabulka 5.2 — Parametry pouzité desky

Parametr

Hodnota

Mikrokontroler

ATmega328P

Pracovni napéti

5V

Vstupni napéti

7-12V

Vstupni maximalni napéti

620V

Digitalni piny (I/O piny)

14

PWM digitdlni piny (I/O piny)

6

Vstupni analogové piny

6

Stejnosmérny proud pro I/O piny

20 mA

Stejnosmérny proud pro 3,3 v pin

50 mA

Flash pamét’

32 kB (z toho 0,5 kB pouzito pro boardloader)

SRAM

2kB

EEPROM

1 kB

Krystal

16 MHz

LED BUILTIN!

13

Délka

68,6 mm

Sitka

53,4 mm

Hmotnost

25 ¢

! Vétsina Arduino desek ma pin spojeny s LED na desce, ktera je v sérii s rezistorem.
Tato konstanta udava, ktery z pind je spojen s LED. V tomto pfipad¢ se jedné o digitalni
pin 13.
e Napijeni desky
V ramci tohoto semestralniho projektu je deska napajena skrze kabel (USB 2.0, A-B)
z notebooku, kde je nahravéan program skrze Arduino IDE.

Pro potieby bakalarské prace, kterd z tohoto vychazi, je nutné piejit od napajeni

z notebooku na Stand Alone, kdy napajeni bude zajisténo externim zdrojem.

4.1.2. Programovaci jazyk

Arduino UNO i jiné varianty lze ovladat skrze programovani v jazycich C+ i C++,
avSak nejjednodussi je pouzivat knihovnu Wiring, ktera je v souCasné dob¢ nejrozsite-
n¢j$i. Tato knihovna je natolik komplexni, ze se da oznacit jako samostatny programo-

vaci jazyk. 204 [21]

4.2.

Arduino jakozto platforma umoznuje a vybizi ke komunikaci, spolupraci s ostatnimi

Komunikace Arduina s ostatnimi zarizenimi

zafizenimi. Tuto komunikaci 1ze rozdé€lit do 2 hlavnich skupin.

19




4.2.1. Zakladni komunikace

Tento druh je zprostfedkovan bez pouziti shieldii. Co je to shield je vysvétleno
v nasledujici podkapitole.
e Komunikace Arduino — PC
Toto je nejzakladnéjsi a nejbéznéjsi zptisob komunikace Arduina. Komunikace se pro-
vadi pies propojovaci kabel USB. Zde je nejCastéjSim objektem komunikace a nahrani
fidiciho kodu do procesoru desky. 2!

V ptipad¢ potfeby je mozné spustit sériovy monitor, ktery dava zpétnou vazbu
v podobé dat, co se déje na desce. [27-121]
e Komunikace Arduino — Arduino
Pokud je to nutné, tak je mozné dvé€ a vice platforem Arduino zapojit do série a vytvofit
sériovou linku, kde jedna platforma se chovéa jako vysila¢ 7x a druhd a dalsi jako piiji-

mag Rx. 20 211

4.2.2. Komunikace s pomoci shieldii

Tento druh komunikace vyzaduje pfipojeni shieldd, které umoznuji komunikaci s jinymi
zafizeni pies Bluetooth nebo Wi-Fi.

e (o je to shield

Shield je jiz hotové elektronickd soucastka, kterd je natolik vhodné sestrojena, Ze ji l1ze
jednoduse zasunout do pinti desky. Nejcastéjsi velikost je zvolena podle nejrozsitené;si
desky — Arduino UNO, ale nachazeji se i shieldy v jinych velikostech. 2%} [21]

e Bluetooth modul

Tento modul po zapojeni do pinii desky Arduino a nahrani fidiciho kédu umoznuje ode-
silani nebo ptijmuti dat technologii Bluetooth. 2%} (1]

e Wi-Fi modul

Nekteré desky maji jiz instalovany modul, ktery umoznuje komunikaci pti urcité frek-
venci (2,4 Ghz) a umoznuje byt spustén jako Wi-Fi klient nebo stanice. [2°-[21]

e FEthernet

Tyto shieldy umoznuji pfipojeni Arduina k domadci siti — internetu. Nejdostupnéjsi mo-

dul umoznuje komunikaci s adresami typu IPv4 s rychlosti 10 Mb /s. [201-[21]

4.3. Arduino IDE

Arduino IDE je vyvojové prostiedi, kde uzivatel po bezplatném stazeni, mize vytvaret
fidici kod Arduina. Toto prostfedi bylo napsdno v jazyce Java. Zkratka IDE vychazi
z anglickych slov Integrated Development Enviroment. V ¢eském piekladu integrované

vyvojové prostredi. [2!!

20



Piivod tohoto softwaru lze spatfit v pivodnim ucebnim prostiedi Processing,
kter¢ bylo upraveno, doplnéno o nckteré funkce a v neposledni tadé doplnéno

o podporu jazyka Wiring. !
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5. Méreni pH
Jak je uvedeno v kapitole 1, tak pro pieziti bun¢k je dilezité okolni prostiedi predevsim
jeho vlastnosti jmenovité pH. Zde v této kapitole jsou uvedeny zékladni principy a me-

tody.

5.1. Definice pH
Zkratka pH vychazi z anglickych slov Potential of Hydrogen (tato slova vychazeji

z latinskych se stejnym vyznamem), jenz volné pielozit jako potencial vodiku.
V literatufe se setkat s ozna¢enim vodikovy exponent. [} [6]

Tato logaritmicka stupnice urcuje, jak dany roztok bude reagovat — kysele ¢i za-
saditg. !
Vypocet pH je definovan jako zaporné vzaty dekadicky logaritmus aktivity oxoniovych

kationtd. Tento vypocet je definovan vztahem (6.1)
pH = —log,, Ap,0+ (6.1)

kde a je aktivita oxoniovych kationt. []
Pokud provedeme upravu vztahu (6.1) za pfedpokladu, Ze aktivita a je velmi za-
visla na koncentraci c. Dale ze pracujeme s roztokem, ktery neni velmi koncentrovany,

a tudiz je koncentrace pfiblizné rovna aktivité, vyjde nam vztah (6.2)
pH = —log[H;07] (6.2)

kde pH je bezrozmérné a ¢ je koncentrace oxoniovych kationti v mol - dm™3, 1261 [27]

5.2. Elektrické metody

V soucasné dob¢ se vyhradné pouziva potenciometrie vyuzivajici sklenénou elektrodu.
Podstatou metody je velmi ptfesné méteni elektrického potencidlu mezi mérnou skleng-
nou a referenéni elektrodou. Elektrody II. druhu jsou nejcastéji vyuzivany jako refe-
rencni elektrody. Také pouzivame kalomelovou ¢i argentchloridova srovnavaci elektro-
du. 4

Elektricky potencial, ktery je méfen citlivym voltmetrem mezi mérnou a refe-
rencni elektrodou musi mit vysoky vstupni odpor. Komeréni pfistroje ozna¢ované jako
pH-metry provadéji prevod métfené¢ho napéti mezi elektrodami na hodnotu pH, ktera je

nasledné zobrazena na digitalni disple;j. [

5.3. Optické metody

Optické metody lze rozdé¢lit do dvou skupin. Prvni skupina vyuziva acidobazickych

testovacich prouzki, zatimco u druhé skupiny je do roztoku vmisen indikéator, ktery se
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zbarvuje rizné v prostiedich s riznou hodnotou pH. Zména zbarveni je spektralné ana-

lyzovéna.

5.3.1. Acidobazické papirky
Tato metoda spiSe vhodnéji oznacena za subjektivni metodu, vychdzi z namoceni indi-
katorového papirku v podobé testovaciho prouzku do roztoku o neznamé hodnoté pH.
Papirek diky reakci mezi roztokem a indikatorem dojde ke zméné barvy na papirku, ta
je pak nasledné porovnana s se stupnici na obalu papirk. ¢

Jak je patrné, tato metoda je siln¢€ zavisla na barvocitu pracovnika a jeho subjek-
tivnim pocitiim. Dale jsou tyto papirky jednorazové a nejsou schopny rozlisit hodnotu

pH s dostate¢nou piesnosti a vZzdy jsou vyrobené pro pomérné uzky rozsah hodnot pH.

5.3.2. Spektrofotometrie

Pfed méfenim samotného nezndmého roztoku je nutné sestrojit kalibraéni kiivku. Tu
ziskame tak, Ze napiiklad 3 vzorky o znamé hodnoté pH obarvime fenolovou Cerveni.
Kazdy vzorek 1 prazdnou kyvetu spektrofotometricky prométime. Vysledek méteni zob-
razime jako zavislost vinové délky na intenzité zateni. Poté od kazdého vzorku odecte-
me spektrum kyvety a prevedeme na absorbanci (zlogaritmovani). Vysledny graf je za-
vislost vlnové délky na absorbanci, kde prinik 3 kiivek vytvari isosbesticky bod. Poku-
sem nalezneme maxima napravo od tohoto bodu pro jednotlivé vzorky a vytvotime gra-
fickou zavislost, kde na ose x je hodnota pH a na ose y pravé tato hodnota absorbance.
Vyjde ndm hledand kalibra¢ni kiivka, kterd mé byt linearni. Mozny tvar kalibraéni kiiv-
ky je vyjadien vztahem (6.3):

A=m-pH+n (6.3)

kde A je bezrozmérna absorbance, pH je vodikovy potencial, m a n jsou parametry po-
pisujici ptimku, kde m je sklon pfimky a n je posunuti ptfimky.

Algoritmus pro neznamy vzorek vychdzi z vySe zminéného jen s nckterymi
zjednoduSenimi. Roztok obarvime fenolovou cCerveni a spektrofotometricky zjistime
jeho spektrum 1 se spektrem kyvety (Casto oznacovana jako slepy vzorek). Od nezna-
mého vzorku odecteme spektrum kyvety a prevedeme na absorbanci. Zde vSak nastava
zjednoduseni — ve vysledném grafu zavislosti vinové délky na absorbanci mame jiz
z ptedchozi ¢asti hodnotu isosbestického bodu, ¢imz ndm staci najit maximum napravo
od tohoto bodu. Upravou vztahu (6.3) nam vyjde vztah (6.4), kam staci dosadit hodnotu
absorbance maxima a vyjde nam hodnota pH.

A—n
m

pH = (6.4)

kde pH je vodikovy potencial, A je bezrozmérna absorbance, m a n jsou parametry po-

pisujici ptfimku, kde m je sklon piimky a n je posunuti pifimky.
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6. Navrh systému

V této kapitole je uvedeno, jak vysledny MS byl sestaven a upiesnéno, pro¢ byly ony
kroky pfi konstrukci pouzity. Cely MS je veskrze rozdélen do 3 segmentl, které mezi

sebou skrze Arduino komunikuyji.

6.1.

Hlavnim segmentem systému je pohonna jednotka, vlastné se jednd o soustavu motoru,

Pohonna jednotka

fadiCe a peristaltické pumpy.

6.1.1. Motor

V této praci byl pouzit hybridni krokovy motor standartu NEMA 17. Pro tento motor
jsou charakteristick¢ vlastnosti uvedeny v tabulce Tabulka 6.1. Hybridni oznacuje
schopnost motoru byt zapojen jak unipolarni, tak i v bipolarnim zapojeni, zde je vyuzito

bipolarni zapojeni. Mezi jeho dal$i vyhody patii vysoky moment a nizka hlu¢nost.

Tabulka 6.1 — Parametry motoru.

Parametr

Hodnota

Vyrobce

Shanghai Zhengji

Model

J-4218HB2040

Hmotnost

0,28 kg

Rozméry

42 X 42 mm

Krokovy thel

1,8°

Pfidrzovaci moment

046 N-m

Elektricky proud

064

Elektricky odpor

15,50

Induktance

31mH

Moment setrvacnosti

55g:-cm”?

Vzhledem k vnitini struktufe motoru a zvolenému zapojeni jsou z 6 vodicl vyu-

zity pouze 4 a to 2 pro kazdou ze 2 civek.

6.1.2. Radi¢

Hlavni spojovacim prvkem mezi motorem a Arduinem je fadi¢. Tento obvod umoznuje

napdjet motor, fidit jej a téZ napajet Arduino +5 V. 3!

MAX MIN

[i®

{ ()
3/5V  GND +5V

e e
SLP MS1

SchmalzHaus.con/ (@) (@) (@
EasyDriver GND DIR

Obriazek 6.1 — EasyDriver Schmalzhaus verze 4.4.

Na tomto driveru jsou vyuzity piny M+ a GND ve svorce PWR IN, kterymi je
napajen fadic ze sitového zdroje +12 V DC, 1500 mA. Téz jsou vyuzity piny A a B ve
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svorce motor pro pfipojeni civek motoru. Pro fizeni motoru jsou pouzity piny DIR pro
urceni sméru otaceni, pin STEP urcujici pocet krokt a piny MS1 a MS2 pro fizeni mi-
krostepovani. [*!]

Mikrostepovani je unikdtni systém vybuzovéani vinuti v elektromotoru, které
rozdéluje polohy mezi pdly. Mikroskopovani napaji vinuti krokového motoru zptiso-
bem, ktery dale rozdéluje pocet poloh mezi pély. Radi¢e takto mohou rozdélit jeden
krok na '3, 4 a azZ na 1 Sestnactinu kroku piivodniho. Obvykle se tohoto vyuziva u apli-
kaci, které vyzaduji pfesné polohovani a hladsi pohyb v Sirokém rozsahu rychlosti. Ne-
vyhodou je fakt, Ze mikrostepovani snizuje tocivy moment ptiblizn€ o 30 % ve srovnani

s rezimem v plném kroku. B!

db
T

i®

fritzing

Obrazek 6.2 — Zapojeni motoru, fadice a Arduina.

6.1.3. Pumpa
Pro potteby bakalairské prace byla vyuzita peristalticka pumpa. Tato pumpa funguje na
housenkovém principu. Zde se vnitini trojuhelnikové jadro toci diky otvoru na hiidel
motoru, kdy hrany trojuhelniku opatifené plastovymi valecky tlaci na stény hadicky a
tim tlaci kapalinu ve sméru hodinovych rucicek. Tato peristalticka pumpa ma pracovni
rozsah otacek mezi 3 az 330 otdckami za minutu.

Pti konstruovani MS se objevila konstrukéni potiz — vnitfni primér otvoru
v pump¢ byl pfili§ maly oproti priméru hiidele motoru. Tento problém byl vyfeSen vy-

jmutim dilu pumpy a jeho nahrazeni dilem z 3D tiskarny, ktery m¢l jiz spravny pramér.
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Obrazek 6.3 — 3D model nového vnitiniho dilu pumpy.

6.1.4. Kod
Zde je ukédzan vybér z kédu fidiciho otacky motoru:
void loop () {
while (steps > 0) {
digitalWrite (step pin, HIGH);
delayMicroseconds (speed delay) ;
digitalWrite (step pin, LOW) ;
delayMicroseconds (speed delay) ;
steps--;
}
steps = 1600;

Jak je patrné, tak je pouzivan nejméné¢ vhodny systém fizeni — systém vyuzivaji-
ci delay (). Tento ptikaz vzdy vycka stanoveny cas, ale zadnd jina Cinnost neni
v danou chvili mozna. Tento piikaz byl pouzit s ohledem na vnitini zpozdéni teploméru,

diky némuz neslo soucasné méfit teplotu a otacet hrideli.

6.2. Opticky sensor

Hlavni méticim ¢lankem zadaného MS je opticky sensor. Ve skrze se jedna o soustavu
RGB LED diody a fotodiody spole¢n¢ s doporuc¢enymi piedifadnymi odpory.

6.2.1. Svételny zdroj

Jakozto zdroj svétla je vyuzita RGB LED dioda zapojena v univerzalnim plo$ném spoji, kde
zdrojem napéti bude Arduino. Tato dioda s Smm dlouhym prihlednym pouzdrem ma Ctyti
piny, kdy nejdelsi je katoda a zbylé tii zastupuji cervenou, modrou a zelenou barvu. Hlav-
nimi vinovymi délkami pro ¢ervenou barvu je 625 nm, pro zelenou 525 nm a pro modrou
460 nm. RGB LED dioda ma svitivost 350 mcd. Vyzafovaci thel je 100°. B!
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Obriazek 6.4 — Pouzita RGB LED dioda. 3!
1.0

cerveng

0.5 .
/ modra zelena

N

400 450 500 550 600 650

Vinova délka (nm)

Obrazek 6.5 — Dominantni vinové délky barev. Bl

6.2.2. Fotodioda

Sensor dopadajiciho svétla je tvofen fotodiodou, ktera po osvétleni senzitivni ¢asti na
svétlo zméni odpor a tim ovlivni vznik proudu. Ten vzroste v zavislosti na intenzité
dopadajiciho svétla a ovlivituje napajeci proud. B!l

V této praci byla pouzita fotodioda BPW21, kterd mé vyjimecné vlastnosti —
peak spektralni senzitivity je okolo vinové délky 550 nm, coz je dobré vzhledem

k tomu, Ze peak fenolové Eerveni napravo od isosbestického bodu je okolo 560 nm. 3!
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Obriazek 6.6 — Fotodioda BPW21. Bl

6.2.3. Univerzalni ploSny spoj
Na desku univerzalniho ploSného spoje o velikosti 6 na 4 centimetri byla fotodioda a
RGB LED dioda pfipajeny. Tento produkt byl doplnén o pfivodni vodi¢e a umistén do

kartonové krabice. V této krabici jsou otvory pro vystupni vodice a hadicky.

 ABBBBEBRLSRALERRAS S0

fritzing

Obrazek 6.8 — Zapojeni optického senzoru.

6.3. Teplomér

Pro Cinnost méfeni teploty v kapaliné byl pouzit vodéodolny digitalni teplomér, kde je
sonda s teplotnim ¢idlem DS18B20. Tato sonda umoznuje méfit v rozmezi od —55 az
do +125 °C s ptesnosti + 0,5 °C. 1]

Teplomér je zapojen parazitné — vodice ¢idla VCC a GND jsou propojeny do spole¢né

zemé& Arduina. Napajeni pro toto ¢idlo miize byt 3,3 az +5 V. Bl
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fritzing

Obrazek 6.9 — Zapojeni teplotniho cidla.

6.4. Bluetooth modul

Bluetooth modul HC-05 soucastka umoznujici navazani a vedeni bezdratové komunikace
skrze Bluetooth. Tento modul jiz obsahuje piny pro jednoduché zapojeni. Pracovni napéti
modulu je 3,6 az 6 V, tudiz jeho pin VCC bude zapojen do Arduina pinu pro 5V. Pro pienos
dat se propoji piny RX z modulu na TX Arduina, a naopak TX z modulu s pinem RX na
Arduinu. Takto se zajisti oboustranny pienos dat.

fritzing

Obriazek 6.10 — zapojeni Bluetooth modulu HC-05.

6.5. Displej
Pro potieby koncového uzivatele byl pfidan maly OLED displej, na ktery jsou zobrazo-
vany naméfend data — pratok, teplota a pH. Pouzity displej ma uhlopticku 0,96 palce a

rozliSeni 124 na 68 pixelt. Displej diky vyuziti I12C sbérnice je jednoduchy na fizeni.
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6.6. Univerzalni ploSny spoj
Jako propojovaci prvek displeje, optického senzoru, Bluetooth modulu a teploméru po-

slouzil univerzalni plosny spoj.

WIEOXLDZ0

Obrazek 6.11 — Univerzalni plosny spoj celého MS.

Tento plosny spoj spolecné s Arduinem, fadicem, motorem a pumpou je umistén

v ochranné kartonové krabici.

6.7. Ridici kod
Cely syst¢tm by nemohl fungovat nebyt kodu, ktery jej tidi. Cely koéd je uvedeny
v ptiloze, tudiz je graficky zndzornéno, jak probiha fizeni MS po nahrani kédu Arduina.
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EEEE,

3

Obrazek 6.12 — Schéma fidiciho kddu microfluidic.ino

7. Bezdratova komunikace

V této kapitole jsou popsany 2 zékladni druhy komunikace uzivané pti konstrukci MS

pii pouziti Bluetooth modulu s vyuzitim aplikace pro chytry telefon.

7.1. Komunikace Arduino — aplikace

Tato komunikace je zaloZena na posilani namétenych dat z Arduina do aplikace. Jedna

se predevs§im o naméfend data z optického sensoru a teploméru.
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Displej Teplomér

HC-05 < Arduino  <«———| Fotodioda

RGB LED

P Svételné zafeni
<—PFenos dat

Obrazek 7.1 — Schéma bezdratové komunikace Arduino — aplikace.

Komunikace je zalozena na posilani dvou hodnot oddé€lenych znakem ,,|*“. V samotném
koédu aplikace tento blok nacte posland data z Arduina a rozdéli je na dvé polozky

v proménné list. Poté je kazda zobrazena do label.

when [EEEEES Timer

CEEEl M BluetoothClient! - I IsConnected -

then | (o] if call Bt aernZiE BytesAvailableToRacaive 0
[0 global input - FEMBRET BluetoothClientt = Mt
numberOfBytes call EEGEGEENEIES BytesAvailableToReceive
8 global list - i spiit - KCWMENEE global input - |
at | *“@”

Obrazek 7.2 — Blokové schéma délice.

7.2. Komunikace aplikace — Arduino

Dalsim krokem fizeni MS je moznost ovladat rychlost otaceni hiidele motoru a tim
ovladat prutok kapaliny systémem. Pritok je fizen skrze posuvnik v aplikaci. Tento

posuvnik udava hodnoty rychlosti mezi 1 a 10, kdy 1 je nejpomalejsi a 10 nejrychlejsi.
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when [206sS Timer
do [[a] if

text ( get

when EilEEIES PositionChanged

set 8 round - | thumbPosition - |

Obrazek 7.3 — Blokové schéma tvorby a posilani dat do Arduina.
Schematicky lze zaznamenat komunikaci takto:

[[*-
I

Obriazek 7.4 — Schematicky zaznacena komunikace.

7.3. Mobilni aplikace
Mobilni aplikace MelounFluidic byla naprogramovana v MIT App Inventor 2. Aplikace
se sklada pouze ze 2 stran, nebot’ ve vyvojovém MIA2 nelze pouzivat komunikaci Blue-

tooth ptes dvé strany.

Obrazek 7.5 — 1. strana aplikace.
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£ il =) 8%
Connect Disconnect

Disconnected

Obrazek 7.6 — 2. strana aplikace.

Connect Disconnect

J Status: [SSiES]
in
(

Obrazek 7.7 — 2. strana s vizualizaci.

Aplikace funguje takto: Na chytrém telefonu zapneme Bluetooth a sparujeme
s modulem pomoci hesla 1234 nebo 0000. Dale zapneme aplikaci a na uvodni strance
klikneme na tlacitko ,,START*, coz nés dostane na dal$i stranku. Zde jsou na vybér 2
tlacitka, kdy kliknuti na tla¢itko ,,Connect” ndm zobrazi vSechna sparovand zafizeni a
klinutim na vybrané zatfizeni se spusti komunikace. Tim se dostaneme na posledni
stranku, kde je vypisovana hodnota priitoku, posuvnik nastavujici hodnotu rychlosti,
vypis hodnoty teploty a vypis hodnoty pH spole¢né s jeho Casovym pribéhem.

Inicializace zacatku komunikace je ddna témito bloky. Zde je vidéet i zptsob pro-
vedeni vice stranek na jedné strance. Jak bylo zminéno, tak MIA2 neumoziuje sparova-
ni se zafizenim na jedné stran¢ aplikace a ¢innosti vyuzivajici Bluetooth na strankach
dalSich. Elegantnim feSenim je vyuzit bloku ,,Visible®, kdy blok mize byt neviditelny a

az po kliknuti na odpovidajici tlacitko se stane viditelnym a jiny neviditelnym.
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when [EL:ZS SRS BeforePicking

il

Obrazek 7.8 — Blokové schéma inicializace sparovani.

.Connect

address

ListPickert - J¥
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8. Optimalizace a testovani

vvvvvv

podkapitol je napsano, jak probihala optimalizace a testovani.

8.1. Pritok

Pratok Q je vyslednou hodnotou spozdéni d nebo rychlosti v. Na zacatku byly pro 2
hodnoty zpozdéni (300 a 800) zjiStény Casy, za jak dlouho peristaltickd pumpa naplni
10 ml. Z téchto hodnot byli stanoveny pritoky Q; a Q,.

Q1 = 20,76 ml - min~* @8.1)

Q, = 3,44ml-min~?! 8.2)

V dalSim kroku byl pritok vyjadien v zévislosti na zpozdéni. Jedna se o jedno-

duchy vypocet linedrni funkce, kdy vysledna zavislost je vyjadifena ve vztahu (8.3):

Q =-0,03-d+3116 8.3)

kde Q je pritok v ml - min~1

a d je zpozdéni.

Zde je krok, kdy linearni zavislosti je rozdélena rychlost v s hodnotami 1 az 10
mezi hodnoty zpozdéni d, kdy zpozdéni je mezi 300 a 1000. Hodnota 300 byla zvolena,
protoze pii nizs§i pumpa nedokaze tlacit kapalinu a hodnota 1000, nebot’ pii této hodnot¢
je hrani¢ni hodnota pritoku 1 ml za min (komunikace mezi Arduinem a aplikaci

s celo¢iselnymi hodnotami). Vyslednd zavislost je zapsana ve vztahu (8.4):

d=-77,78-v+1077,78 84

8.2. pH
Meéieni pH je v kodu vyjadieno pomoci funkce get pH():
void get pH() {
int value = analogRead(pH in);
value = map (value, 0, 1023, 0, 9207);
float pH val = -0.0749 * value + 62.829;
pH = map(pH val, -14, 14, 0, 14);
PH value = pH;

Zde je vidét, ze do proménné value typu int se ulozi aktualni hodnota z pinu,
kam jsou naméiené hodnoty vedeny. JelikoZ hodnoty z intervalu 0 az 1023 se zuzili na
interval 70 az 90, tak uméle byla zvySena rozte¢ hodnot ptikazem map () . Déle je hod-

nota z pinu piepocitana na hodnotu pH a opét opraven rozsah piikazem map (). Po-
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sledni fadek kodu uklada proménnou ph typu float (desetinné ¢islo) na proménnou

pH value typu int (celé Cislo).

V odstavci pfed neni ovSem vysvétleno, pro¢ jsou hodnoty na pinu takto prepo-

¢itavany. M¢éteni pH zacalo vyrobou kontrolnich vzorkli — pufr o znamé hodnoté pH

je

smisen s roztokem fenolové Cerveni. Kazdy roztok byl poté optickym senzorem promé-

fen a jeho hodnoty zprimérovany. Poté byla graficky vynesena zavislost mezi pH a na-

méienou hodnotou na pinu.

Graf zavislosti

y =-0,0749x + 62,829

pH
/
/

725 730 735 740 745 750 755

Namérend hodnota na pinu

Obrazek 8.1 — Graficka zavislost mezi pH a hodnotu naméfenou na pinu.
Vysledna zavislost je dana vztahem (8.5):
a=-0,0749 - b + 62,829 8.4)

kde a je pH a b je naméiena hodnota na pinu.
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Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo zkonstruovat funkéni mikrofluidni systém, ktery doka-
ze opticky méfit pH, méfit teplotu a prutok. V néasledujicim kroku mél byt tento systém
roz$iten o Bluetooth modul, ktery nabizel bezdratové ovladani pritoku a vizualizaci
naméfenych dat.

Prvni cast ukolu — konstrukce MS umoznujiciho plynuly pratok kapaliny
v uzavieném systému spole¢né s méfenim teploty a pH se podafila, avSak bylo udélano
n€kolik Gstupkil / zjednoduseni. V prvé fadé diky vnitinimu zpozdéni teploméru nebylo
mozné skloubit neustaly pritok s pritbéZznym méfenim dilezitych veli¢in. Bylo zvoleno
nejjednodussi mozné feSeni — pulzni méteni. Jak postupuje koéd, tak se vykondvaji jed-
notlivé ukony, a to i za cenu, Ze pfi rotaci motoru se nic jiného nevykonava.

V druhé ¢asti byl ptivodni systém rozsiten o Bluetooth modul. Dosédhlo se vy-
sledkt, ale vzdy se podafila pouze jednostranna komunikace. Tedy byly vytvofeny 2
aplikace, které dokdzaly plnit pouze komunikaci Arduino — aplikace a aplikace — Ardui-
no ne oboji soucasné. Pii pokusech o soucasnou komunikaci dochézelo k ,,faleSnému
fizeni prutoku®, kdy odesilana hodnota pH z intervalu 0 az 14 byla zaroven ihned brana
jako pfijimand hodnota rychlosti z aplikace. A jak jiz bylo zminéno vyse, tak vnitini
zpozdéni teploméru ovliviiovalo cely systém, predevsim posilani dat. Casto je naméfeni
hodnoty teploty, tak pomalé, Ze aplikace pfijme Spatnou hodnotu z Arduina — fetézec
délky 1 nelze rozdélit na 2 fetézce.

V kone¢ném diisledku je systém funkéni, ale fizeni neni tak snadné a aplikace
Casto krom vizualizace naméfenych hodnot neustdle vypisuje chybové hlasky. Systém
ma potencial byt doladén. Nabizi se vyuziti vykonnéjsich vyvojovych platforem jako je
Raspberry Pi a podobné. Daéle je vhodné upravit veskeré univerzalni plosné spoje na

desky plo$nych spoj kviili minimalizaci rozméra.
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Seznam symboli, veli¢in a zkratek

FEKT
VUT

MS
OLED
(O]

DNA
RNA

UV zateni
IR zafeni
H-P zakon
EOF
MEMS
I/O piny
PWM

PC

Tx

Rx

USB

IPv4

IDE

pH

LED
RGB dioda
MIA2

Fakulta elektrotechniky a komunikacénich technologii
Vysoké uceni technické v Brné
Mikrofluidni systém

Organicka svétlo emitujici dioda
Operacni systém
Deoxyribonukleova kyselina
Ribonukleové kyselina
Ultrafialové zateni

Infracervené zareni

Hagen — Poiseuilletiv zakon
Elektroosmoticky prutok
Mikroelektromechanické systémy
Vstupni/vystupni piny

Pulzni §itkovd modulace

Osobni pocitac

Vysilac¢

Ptijimac

Univerzalni pfipojeni sitové sbérnice
Internetovy protokol, 4. verze
Integrované vyvojové prostredi
Vodikovy potencial

Svétlo emitujici dioda

Dioda vyzatujici Cervené (R), zelené (G) a modré svétlo (B)

MIT App Inventor 2
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P¥ilohy

1) Blokové schéma celého zafizeni
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2)

Seznam pouzitych soucastek

Mnozstvi

Nazev socastky

RGB LED

1x

Rezistor 360 Q

2x

Rezistor 270 Q

Fotodioda BPW21

1x

Rezistor 2M2 Q

1x

Teplotni ¢idlo DS18B20

Rezistor 4k7 Q

1x

Bluetooth modul HC-05

1x

EasyDriver Schmalzhaus (v4.4)

Hybridni krokovy motor

1x

OLED displej

1x

Arduino UNO R3 (precizni klon)

vodiCe




Seznam priloh na CD

1) Aplikace MicroFluidic.apk.
2)  Kod tizeni Arduina MasterProgram.ino.
3) Blokové schéma celého MS.
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