VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

Fakulta elektrotechniky
a komunikacnich technologii

DIPLOMOVA PRACE

Brno, 2017 Bc. Ivana KlepacCova



VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA ELEKTROTECHNIKY
A KOMUNIKACNICH TECHNOLOGII

FACULTY OF ELECTRICAL ENGINEERING AND COMMUNICATION

USTAV BIOMEDICINSKEHO INZENYRSTVI

DEPARTMENT OF BIOMEDICAL ENGINEERING

DETEKCE BIOMARKERU POMOCI
ELEKTROCHEMICKYCH METOD MIKROFLUIDICKYM
CIPEM

BIOMARKER DETECTION USING ELECTROCHEMICAL METHOD WITH MICROFLUIDIC CHIP

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. Ivana Klepadova
AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. Pavel Neuzil, Dr., DSc.
SUPERVISOR

BRNO 2017



VYSOKE UCENI FAKULTA ELEKTROTECHNIKY

TECHNICKE A KOMUNIKACNICH
V BRNE TECHNOLOGII

Diplomova prace

magistersky navazujici studijni obor Biomedicinské inzenyrstvi a bioinformatika
Ustav biomedicinského inZenyrstvi

Studentka: Bc. lvana Klepacova ID: 146192
Roc¢nik: 2 Akademicky rok: 2016/17
NAZEV TEMATU:

Detekce biomarkeri pomoci elektrochemickych metod mikrofluidickym ¢ipem

POKYNY PRO VYPRACOVANI:

1) Provedete literarni reSerSi pouziti markerd pro diagnostiku rakoviny a to s ohledem na v€asnou detekci rakoviny.
2) Navrhnéte optimalni metodiku detekce markerd pomoci elektrochemickych pulsnich metod vhodnych pro
detekci nékolika marker ve stejné vzorku. Dale navrhnéte vytvofeni specifické vazby mezi biomarkerem a zlatym
susbtratem pomoci vhodnych “cross-linkerd”. 3) Vyberte jeden z vyznamnych marker a navrhnéte metodiku
umoziujici jeho méfeni v mikrofludickém systému. Dale navrhnéte metodiku hodnoceni naméfenych dat. 4)
Sestavte navrzeny mikrofluidicky systém vhodny pro multiplexni detekci minimalné 4 nebo vice biomarkert
najednou a experimetnalné zjistéte jeho LOD (limit of detection). 5) Zpracujte vzorky obsahujici rozdilné
koncentrace raznych biomarker( a zjistete jejich vzajemnou interference. 6) Provedte diskusi ziskanych vysledku
a zhodnotte u€innost a vyuZitelnost feSeni, pfipadné& navrhnéte optimalizaci systému.

DOPORUCENA LITERATURA:

[11 BARD A.J. a L.R. FAULKNER. Electrochemical methods: fundamentals and applications. 2nd ed. Wiley 2001,
ISBN-13: 978-0471043720.

Termin zadani: 6.2.2017 Termin odevzdani: 19.5.2017

Vedouci prace: Ing. Pavel Neuzil, Dr., DSc.
Konzultant:

prof. Ing. Ivo Provaznik, Ph.D.
pfedseda oborové rady

UPOZORNENI:

Autor diplomové prace nesmi pfi vytvareni diplomové prace porusit autorska prava tfetich osob, zejména nesmi zasahovat nedovolenym
zpUsobem do cizich autorskych prav osobnostnich a musi si byt pIné védom nasledku poru$eni ustanoveni § 11 a nasledujicich autorského
zakona €. 121/2000 Sb., véetné moznych trestnépravnich dusledkl vyplyvajicich z ustanoveni ¢asti druhé, hlavy VI. dil 4 Trestniho zakoniku
€.40/2009 Sb.

Fakulta elektrotechniky a komunika¢nich technologii, Vysoké uceni technické v Brné / Technicka 3058/10 / 616 00 / Brno



ABSTRAKT

Praca je zamerana na vyvoj elektrochemického systému s mikrofluidickou platformou
pre detekciu niekolkych biomarkerov. Analyzuje problematiku pouzitia biomarkerov
pre vcéasnu diagnostiku rakoviny. Teoreticka Cast obsahuje zakladné informacie
0 voltametrickych metédach a 0 mikrofluidickych systémoch. Prakticka ¢ast’ poskytuje
rieSenia mikrofluidickych ¢ipov, vratane popisu pouzitych materialov, dizajnov,
metodik pripravy a zavery z testovania vyrobenych mikrofluidickych systémov. V praci
je popisany elektrochemicky ,,lock-in“ systém merajici odozvu zo 4 elektrochemickych
buniek sucasne. K meraniam so systtmom bol pouzity elektrochemicky ¢ip
pozostavajuci zo 64 elektrochemickych buniek. Vysledky analyzy obsahuju spracovanie
testov sytému a detekovanych voltametrickych kriviek roztoku Fe?*/Fe®" a cysteinu.

KEUCOVE SLOVA

Nédorovy biomarker, microfluidika, PDMS, PMMA, cyklickd voltametria, diferen¢na

pulzna voltametria, ,,lock-in“ zosilova¢

ABSTRACT

The thesis is focused on the development of the electrochemical system with
microfluidic platform for the detection of multiple biomarkers. It analyses the use of
biomarkers for the early diagnosis of cancer. The theoretical part contains basic
information about voltammetric methods and microfluidic systems. The practical part
provides solutions to the microfluidic chips, including the description of the used
materials, designs, methodologies of preparation and conclusions from the testing of the
manufactured microfluidic systems. The thesis describes the lock-in electrochemical
system which measures the response of 4 electrochemical cells simultaneously. For the
electrochemical system measurements, an electrochemical chip consisting of 64
electrochemical cells was used. The results of the analysis include the processing of the
system tests and detected voltammetric curves of the Fe?*/Fe** solution and cysteine.

KEYWORDS

Cancer biomarker, microfluidics, PDMS, PMMA, cyclic voltammetry, differential pulse
voltammetry, lock-in amplifier
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UVOD

Podl'a Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO) patri rakovina v celosvetovom
meradle k hlavnym pri¢inam morbidity a mortality populacie. V roku 2012 sa objavilo
14 miliénov novych pripadov rakoviny a 8,2 miliénov umrti stvisiacich s rakovinou.
Ocakava sa, ze v nasledujucich dvoch desatrocCiach stipne pocet novych pripadov
0 zhruba 70 %. Mnohé rakoviny maji vysokll Sancu vylieCenia, pokial su skoro
diagnostikované a je zavedena adekvatna liecba. [1]

Biomarkery predstavuju chemické substancie produkované malignymi bunkami
alebo organizmom ako odpoved’ na nadorové bujnenie. V telovych tekutinach koluju vo
zvySenej koncentracii ¢asto pred tym, nez sa objavia akékol'vek iné priznaky rakoviny.
Ich detekcia je dolezita, pretoze véasna diagnostika ochorenia zvySuje Sancu vylieCenia
pacienta a z pohl'adu financii znizuje naklady spojené s liecbou ochorenia v pokro¢ilom
Stadiu. [2]

V Kklinickej praxi sa biomarkery stanovuju pomocou komerénych analytickych
setov, vacsinou zaloZzenych na imunoenzymatickej reakcii. [3] V diplomovej praci je
analyzovana problematika jednotlivych krokov, ktoré¢ vedu k vytvoreniu systému na
detekovanie biomarkerov elektrochemickymi metédami S pridanim mikrofluidickej
platformy.

Metodika detekcie zalozena na pouziti elektrickych veli¢in podporuje rozvoj
miniaturizovanych prenosnych systémov, pretoZe umoznuje jednoduché integrovanie
systétmov do vyroby. Pouzitie vd¢Sieho poctu plandrnych elektrod na jednom Cipe,
navyse v kombinacii s mikrofluidickymi kanalmi, ma vyhody zrychlenia a zefektivnenia
reakcie (skratena difuzna vzdialenost’, rychle zahrievanie vzorky), ¢i redukciu spotreby
reagentov. NavysSe, pri schopnosti detekovat subezne signal z viacerych elektrod, je
mozné Statisticky porovnat’ paralelne prebiehajiice experimenty. Tieto vlastnosti mézu
Vv pripade masovej produkcie vplyvat' na zniZenie ceny testu, prostrednictvom ¢oho sa
test dostne k $irSej populacii. Pre v€asnu detekciu ochorenia je toto rieSenie idealne. [4;
5; 6]



1 POUZITIE BIOMARKEROV PRE
DIAGNOSTIKU RAKOVINY

Rakovina je vSeobecne pouzivany nazov pre rozsiahlu skupinu chordb, ktoré mozu
postihnut’ ktorukol'vek cast’ tela. Jej definujucim znakom je tvorba abnormalnych
buniek, ktoré nekontrolovatel'ne rychlo rasti a rozSiruji sa mimo svojich beznych
hranic. Rakovinové bunky potom napadaju susediace tkaniva a mo6zu metastazovat’ do
vzdialenych miest. Dané rozsirenie, t.j. metastazovanie, je hlavnou pri¢inou smrti pri
rakovine. [1]

V mnohych pripadoch je mozné znizit' riziko vzniku nddorového ochorenia.
Primarna prevencia predstavuje vyhybanie sa vystaveniu rizikovych faktorov. Za
najpodstatnejsi rizikovy faktor rakoviny je povazovany prave zivotny S§tyl jedinca.
Podstatou sekundarnej prevencie je potom vcasna detekcia samotného vzniknutého
nadorového ochorenia, ktora je predpokladom tspesnejSej liecby pacienta.
NajvyznamnejSia Cast’ rakovin moze byt potom vylieCena operaciou doplnenou

0 radioterapiu alebo chemoterapiu. [1; 7; 8]

Pojem biomarker predstavuje charakteristiku, ktord je objektivne meratelna
a vycislite'na ako indikator normalnych biologickych procesov, patogénnych procesov
alebo farmakologickych odoziev na liecbu. Je aplikovatelny pri detekcii choroby

I monitorovani zdravotného stavu. [9]

Nadorové markery, onkomarkery, su chemické substancie pritomné v nadore, alebo
produkované nadorom ako odpoved na pritomnost nadoru. Hladiny cirkulujicich
nadorovych markerov je mozné merat’ v periférnej krvi a inych telovych tekutinach. Ich
koncentracia zalezi na velkosti nddoru, intenzite sekrécie daného nadorového markeru
a metabolickej degradacii molekul. V pripade vylieenia latka z tela vymizne, alebo jej
hladiny klesnu k norme. [3]

1.1  Vyznam a vyuZitie rakovinovych markerov

V sucasnej dobe patri problematika rakovinovych biomarkerov k hlavnému zameraniu
prace vedcov v oblasti rakoviny. [10]

Pouzitie biomarkerov sprevadza lekdrov Vkazdom kroku liecby rakoviny.
Nadorové markery maju uplatnenie pri rozoznani osob s rizikom rakoviny, prispievaju

k v¢asnej detekcii v podiatoénom stave ochorenia, urCeniu diagnézy, prognoze vyvinu



ochorenia i predpokladu a sledovaniu relapsu. Vhodne zvoleny marker tiez moéze
pomodct pri odhade reakcie tumoru na liecbu, ¢o nasledne umoznuje lekdrom
zaujat’ stanovisko Kk terapii. Takyto pristup vedie k spojeniu spravnej liecby pre
spravneho pacienta, oproti stale pretravajicej teorii jednej lieCby pre vSetkych. [11; 12;
13]

Na prevenciu, screening a individualne stratégie lieCby pacientov ma vplyv i rozvoj
objemnych biologickych databaz, metdd k charakterizovaniu pacientov ako proteomika,
genomika, vyvoj r6znych bunkovych analzatorov, ¢i rozvoj telemediciny a nastrojov na

analyzu velkého objemu dat. [14]

1.2 Charakteristika rakovinovych markerov pre pouzitie
Vv lekarskej praxi

Na nadorovy marker su kladené nasledujtiice poziadavky:
- produkcia iba pri nadorovom ochoreni,
- orgéanova Specifickost’,
- vyskyt vo vysokych koncentraciach v biologickych tekutinach,
- korelacia s vel’kost'ou nadoru, Stadiom ochorenia,

- korelécia s prognézou a u€innost’'ou terapie.

V stcasnej dobe neexistuje nadorovy marker, ktory by dané kritéria spinal. Hlavné
vyuzitie onkomarkerov je tak najmi Vv sledovani uz diagnostikovaného nadorového
ochorenia, predovSetkym pri monitorovani liecby a vC€asnom zéachyte progresie
a recidivy. [15; 16]

Vynimkou je vyuzitie markera prostaticky S$pecificky antigén (PSA), ktorého

stanovenie je stcastou screeningu karcindému prostaty. [3]

1.3  Klasifikacia rakovinovych markerov

Biomarkery mézu byt klasifikované podla roznych hladisk. Podl'a vzt'ahu k ochoreniu
je mozné rozoznat’ markery:

- predisponujuce (rizikovy faktor),

- screeningoveé,

- vCasnej, primarnej a diferencialnej diagnostiky,

- na monitorovanie priebehu ochorenia a jeho komplikécii,

- pre vol'bu a monitorovanie liecby,



- pre odhad intervalu bez choroby, tzv. ,,DFI“. [15]

Podl'a povahy rozoznavame biomarkery proteinové, proteomické, DNA, RNA,
transkriptomické, mikroRNA, metabolomické, glykomické. [15]

Vzhl'adom k biologickému charakteru a povodu rozliSujeme markery cirkulujiuce
v tele pacienta na:

- monoklonalne imunoglobuliny a ich fragmenty,

- glykoproteiny a ich fragmenty (CA 15-3, CA 19-9, CA 125, CA 72-4),

- karcinofetalne antigény (o-fetoprotein (AFP), karcinoembryonalny antigén
(CEA)),

- hormény (humanny choriogonadotropin (hCG), parathormén (PTH),
kalcitonin),

- enzymy (prostaticka kysla fosfatdza, prostaticky Specificky antigén, neurén —
Specificka enolaza),

- dalsie latky (B2-mikroglobulin, SCCA, thyreoglobulin). [3]

1.4 Meranie hladiny rakevinovych markerov

Meranie hladiny nadorového markeru prebieha pomocou technologie uréenej k in vitro
diagnostike. Metodika musi byt’ v stlade s Nariadenim vlady €. 453/2004 Sb. zo dia
7.jala 2004 v platnom zneni, ktorym su stanovené technické poZiadavky na
diagnostické zdravotné prostriedky in vitro. Je pravidelne sledovana vnutornou
kontrolou kvality. [17]

Nadorové markery sa stanovuji komerénymi analytickymi setmi. Potreba
dlhodobého sledovania pacienta vyzaduje nemeniace sa technoldgie stanovenia pre
dany marker. Testy jednotlivych vyrobcov nemusia vzdy déavat’ rovnaké vysledky.
V klinickej praxi je tak dolezité u jedného pacienta pouzivat’ stale rovnaké analytické
testy. Pokial’ by bolo nevyhnutné realizovat’ zmenu technoldgie, je potrebné najprv
vykonat’ porovnavaciu sériu merani na dostatocnom mnozstve konkrétnych vzoriek
pacienta pomocou oboch suprav a ziskat' tak informécie o spravani novej stpravy

v konkrétnych podmienkach. [3; 17]

VySetrenie bez podozrenia na konkrétny nador nie je indikované pre nizku
senzitivitu a Specificitu. Hlavnymi problémami pri stanoveni a hodnoteni hladiny

nadorovych markerov su:

- zvySenie hladiny nadorového markeru moze byt vyvolané benignou pricinou,

- nadorové markery nie s zvySené u kazdého jedinca s danym typom nadoru,



- nadorové markery su iba vynimoc¢ne detekovateIné v pociatocnych Stadiach
nadoru,

- nadorova nespecifickost’ — konkrétny marker moze byt zvysSeny pri réznych
druhoch malignity. [3]

Pre klinické hodnotenie markerov sa pouziva referencnd hladina ,,cut off*.
V primarnej diagnostike predstavuje hladinu markeru, pod ktorou je 95 % zdravych
I'udi, eventualne pacientov s benignym ochorenim. Pri sledovani nadoru alebo
monitorovani liecby je definovana ako hladina markeru, pod ktorou lezi 95 % pacientov
v kompletnej remisii. Vacsiu vypovedn hodnotu ma krivka opakovanych hodnét nez

jednotliva izolovana hodnota. [15]

Koncentracia biomarkeru sa pohybuje v oblasti hodn6ét mikrogramov az
nanogramov na liter. Normalne a patologické hodnoty urc¢itého biomarkeru st preto
definované pre jednotlivé metodické postupy a pri hodnoteni vysledkov sa prihliada

K normam vydavanym konkrétnym laboratoriom, v ktorom bol test uskuto¢neny. [3]

1.5 Metody detekcie rakovinovych biomarkerov

Proteinové biomarkery mozu byt detekované pomocou elektrochemickych metdd, ktoré
st vyhodné z hl'adiska nizkych nakladov, kratkeho Casu analyzy a vynikajuce;j citlivosti.
Redlne vzorky urcené na analyzu pochddzaju zo séra pacientov i dalSich telovych
tekutin. Biomarkery st v nich ¢asto pritomné vo vel'mi nizkych koncentraciach. Z tohto
dévodu napreduje vyvoj imunologickych testov zaloZzenych na imobilizacii povrchu
pomocou protilatky pre naviazanie biomarkera. Dalej nasleduje naviazanie oznadenej
sekundarnej protilatky a monitorovanie signalu, ktory je do znacnej miery zosilneny
prostrednictvom aktivity enzymov alebo nanocastic. [18]

V poslednych rokoch dochadza k Coraz castejSiemu pouZzivaniu syntetickych
aptamérov s vysokou afinitou k r6znym proteinom. Aptaméry maju rovnaku funkciu
ako imobilizovana protilatka. Platforma s aptamérom je oznacovana ako aptasenzor a je

pouzivana namiesto imunosenzorov s protilatkami. [18]
V pripade, Ze proteinovy biomarker predstavuje glykoprotein, je mozné Specificky
zachytit’ jeho glykanové ¢asti pomocou lektinov. Lektinové biosenzory st konStruované

na detekciu proteinovych molekul aj pre identifikaciu celych rakovinovych buniek. [18]



1.6 Biomarker PSA

PSA je serinova proteinaza produkovana prostatickym tkanivom. Zodpoveda za
skvapalnenie seminalnej tekutiny, ktora ul'ah¢uje pohyb spermii. Vyskytuje sa viazany
na bielkoviny krvnej plazmy alebo vol'ne. Oznacenie vol'nej frakcie je fPSA. Z dovodu
absolutnej Specificity k tkanivu predstavuje PSA hodnotny biomarker pre karcinom
prostaty. [3; 17]

Zvysenie hodnoty moze byt spojené S akutnym alebo chronickym zapalom
prostaty, predchadzajicim digitdlnym vySetrenim, biopsiou, inym mechanickym
draZdenim prostaty, ¢i zvySujicim sa vekom, kedy hodnota PSA narasta spolu so
zviac¢Sovanim prostaty. Napriek tomu umoziuje sledovanie hodnoty PSA hodnotit
uspesnost’ liecby, monitorovat’ progresiu nadoru i recidivu po liecbe. Uplatiiuje sa tiez
pri skriningu vybranej vzorky populédcie, kedy moéze odhalit’ karcindm prostaty

| predpovedat’ agresivitu ochorenia. [19; 20]

Normalna hranica pre PSA s hodnotou 4 pg-1™ bola prvykrat navrhnuta v $tadii od
Hybritech Inc, San Diego v roku 1986. Neskor stadie vacsich a klinicky vyznamnejSich
populacii s cielom definovat optimdlnu medzni hodnotu PSA s dostatocnou
senzitivitou a $pecificitou kolisali medzi hodnotami 2,8 az 4 pg-1™. Skriningové §tidia
$ 6630 muzmi vo veku 50 az 74 rokov viedla Urad pre kontrolu potravin a lie¢iv v USA
(FDA) k prvému ustanoveniu horného limitu PSA na 3,9 ug-l'1 vo vekovej skupine 50
a? 54 rokov. Nasledne bola hodnota PSA >4.0 pg1™ ustanovend k odporuganiu
biopsie. [21]

Podla Ceskej spolo¢nosti klinickej biochémie, Ceskej onkologickej poloénosti
a Ceskej spolo¢nosti nuklearnej mediciny zodpovedaji doporu¢ované hodnoty cut off
PSA pre muzov do 50 rokov hodnote 2,5 ug:I™, do 60 rokov 3,5 ug:I™*, do 70 rokov 4,5
ng ™ aumuzov stardich ako 70 rokov 6,5 pg-1™. Pre odliSenie benignej hyperplazie
prostaty, nenadorového zvicSenia prostaty vznikajuceho v procese starnutia, od
karcinomu sa stanovuje pomer volného a celkového PSA. Frakcia fPSA/PSA sa pre
maligny nador pohybuje v rozmedzi O —15%, hranicné su hodnoty 15 — 20 %
a u benigného ochorenia nad 20 %. Prva zakladnt a referenénti hodnotu PSA je
doporuéené ziskat' vo veku 40 rokov. Dalej by mal byt muZ vysetrovany od 50 rokov
kazdoro¢ne, muz s rodinnou anamnézou karcindému prostaty a ¢ernosské populacia od
40 rokov. Zvysenie PSA oviac ako 0,75 pgl™t roéne vtroch po sebe idicich
vysetreniach znamena 90% pravdepodobnost’ karcinému prostaty. Hladina nad 30 pg- It
moze signalizovat’ vzdialenejSie metastazy. Pretrvavajice zvySené koncentracie v sére

po radikalnej prostatektomii znamenaju pritomnost’ zbytkovej choroby alebo lokalny



navrat. Pri terapii pokles PSA zvy&ajne koreluje s dizkou prezitia pacienta. Napriek
moznosti pouzitia testu PSA je nevyhnutné vykonavat’ aj digitalne rektalne vySetrenie.

Asi 25 % muzov, ktori trpia karcindmom prostaty, ma totiz PSA v medziach normy. [3;
17]

Testy PSA prebiehaju na mnohych systémoch za pouzitia roznych protilatok.
Ziskané hodnoty PSA sa tak liSia vzhl'adom ku konkrétnym laboratoriam. Z tohto
doévodu bola zavedena kalibracia testov podl'a Standardu WHO. [22]



2 ELEKTROCHEMICKE METODY -
POLAROGRAFIAAVOLTAMETRIA

Elektrochemické metddy su zalozené na vzt'ahoch medzi neelektrickymi veli¢inami
(latkové mnozstvo, koncentracia, hmotnost, objem, cas, povrchové napétie)
a elektrickymi veli¢inami (elektricky prad, napéitie, odpor, elektrodovy potencial,
impedancia, vodivost atd’.). Spajaji sa s procesmi, ktoré suvisia S elektrickymi
vlastnostami roztoku alebo s elektrochemickymi reakciami prebiehajucimi na rozhrani
elektroda — roztok v zostavenom elektrochemickom ¢lanku. Merany analyticky signal
a excitacny, t.j. signal pouzity v interakcii so vzorkou na generovanie analytického
signalu, maju charakter veli¢in, ktoré je mozné merat’ samostatne, v kombindcii alebo
ako funkcie, napr. Casu, objemu roztoku ¢inidla a pod. EXistuje teda velky pocet
elektrochemickych technik, ktoré nasli uplatnenie v mnohych smeroch, zahfiiajuc
environmentalne monitorovanie, kontrolu kvality materidlov v priemysle alebo
biomedicinske analyzy. [23; 24]

Principom metdéd polarografie avoltametrie je sledovanie zmien prudu, ktoré
nastavaji z dovodu prebiehajucich redoxnych dejov pri postupnom aplikovani napitia
vkladaného na elektrodu. Z dévodu rozliSenia metdod sa polarografiou oznacuje
voltametria vyuZzivajica ortutovi kvapkajucu elektrodu ako pracovnu -elektrodu.
S polarografiou je spojené meno profesora Jaroslava Heyrovského, ktory v roku 1959
ziskal Nobelovu cenu v oblasti chémie za objav a rozvoj polarografickych metod. [25;
26; 27]

Pri voltametrii je sledovana zavislost’ elektrického prudu, ktory tecie pracovnou
elektroédou ponorenou v analyzovanom roztoku, na potenciali, ktory sa s casom meni.
Ak sa v roztoku nenachadza latka, ktora by sa oxidovala alebo redukovala, dochadza
K polarizacii elektroédy. Elektrodou tak preteka iba nabijaci prud, t.j. kapacitny prud,
potrebny na zmenu jej potencidlu. Pokiall sa vroztoku nachadza latka, tzv.
depolarizator, ktora sa pri ur€itom potencidli oxiduje alebo redukuje, dochddza
k depolarizacii elektrody a pretekaniu elektrolytického, t.j. faradaického prudu. Velkost
tohto pridu je mierou koncentracie depolarizatora. V praxi predstavuji depolarizatory

stanovované analyty. [23]



2.1 InStrumentacia voltametrie

Princip zapojenia obvodu Kk voltametrickému meraniu je zndzorneny na Obr. 2-1.
Meranie moze prebiehat v dvojelektrédovom alebo trojelektrodovom usporiadani.
Napitie zo zdroja vkladané na pracovnu a referentntl elektrédu je merané voltmetrom,
vznikajici prad ampérmetrom. Potencidl nepolarizovatelnej referentnej elektrody je
konStantny, preto sa so zmenou vloZzeného napdtia meni iba potencial pracovnej
elektrody. [28]

- zdroj

napatia

zdroj
napéatia

A-meter
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Obr. 2-1 Schéma zapojenia obvodu pre voltametrické meranie: A) dvojelektrodové, B)

trojelektrodové usporiadanie (r referentna, w pracovna, a pomocna elektroda)

[28].

Dvojelektrodové usporiadanie pozostava z elektrody referentnej a pracovnej.
Nevyhodou takéhoto usporiadania je, ze potencial pracovnej elektrédy nie je presne
znamy. Pri prechode pradu sa Cast’ vloZzeného napétia straca na odpore analyzovaného
roztoku. Ubytok napitia je rovny stéinu tohto odporu a prechddzajiceho pradu.
Trojelektrodové zapojenie obsahuje navySe pomocnu elektrodu. Prud tecie iba medzi
pomocnou a pracovnou elektrodou. Skutocny potencidl pracovnej elektrody sa meria
medzi pracovnou a referentnou elektrodou. Elektrochemické reakcie prebiehajuce pri
prechode priidu na pomocnej elektrode sa nesleduji, zvyc€ajne su to oxidacia vody alebo
redukcia vodikového i6nu. Zdrojom napitia v trojelektrodovom zapojeni je elektronicky
potenciostat. Tento pristroj udrzuje potencial pracovnej elektrody na pozadovanej
hodnote. PoZadovany potencidl porovndva s aktudlnym zmeranym potencialom

a pripadny rozdiel automaticky vyrovnava zmenou napétia na pomocnej elektrode. [23;
28]

Referentné elektrody maja v porovnani s pracovnymi elektrodami maja pomocné

elektrédy podstatne vacsi povrch. Vyrabajl sa z inertného materidlu, aby sa zabranilo



kontamindcii roztoku produktmi elektrochemickych reakcii, ktoré na nej pri prechode
pradu prebiehaju. Pracovné elektrédy su popisané samostatne v nasledujucej

podkapitole. [28]

2.2  Pracovné elektrody

Podl'a materialu sa pracovné elektrody voltametrie rozliSuju na ortutové a elektrody
Z tuhych kovov. Mézu mat rdzny tvar arozmery. Pre niektoré elektroanalytické
merania sa pouzivaju mikroelektrody a ich subory. [23]

2.2.1 Ortut’ové elektrody

Z hladiska elektrochemickej analyzy ma ortut’ ako elektrédovy material niekolko
vyznamnych prednosti:
- ortut’ ma $iroké rozmedzie teplot, pri ktorych sa nachadza v tekutom stave (-38,9
°C az 356,9 °C pri normalnom tlaku),

- povrch elektrody je homogénny aje mozné ho lahko obmenovat (ortutova
kvapkova elektroda), takze kazda analyza modze prebichat snovym
reprodukovatel'ne obnovenym elektrodovym povrchom,

- vysokd hodnota prepdtia vodika umoZiluje pracovat s takouto elektrodou
V neutrdlnych roztokoch pri vel'mi negativnych potencidloch bez toho, aby bola
reakcia prekryt4 redukciou vodikového 16nu,

- tvorba amalgamu — zliatiny ortuti s inym kovom. [23; 29]

Voltametria s kvapkajucou ortutovou elektrodou sa nazyva polarografia.
Polarograficka vlna registrovand pri pouZiti ortutovej elektrody je typicka prudovymi
oscilaciami, Obr. 2-2 A), ktoré mézu komplikovat’ od¢itanie hodnoty limitného pradu.
Je mozné ich eliminovat’ pomocou tast-polarografie, kedy sa prid meria ur¢ita dobu
apred dalsim odc¢itanim je hodnota drzana v pamiti. Metoda tast-polarografie
zefektiviiuje limit detekcie o jeden koncentraény rad oproti klasickej polarografii. Je
naznacena na Obr. 2-2 B). [23]
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Obr. 2-2 Polarograficka vlna: A) oscilacie prudu sposobené odkvapkavanim ortuti, limitny prad

merany v strede oscilacii, B) naznacenie metody tast-polarografie [28].

Inym typom ortut'ovej elektrody je ortutova filmova elektroda. Priprava prebieha
najcastejSie elektrolytickym vyluc¢enim malého mnozstva ortuti na povrchu tuhej
elektrédy. Vylucena ortut’ vytvara na povrchu nosica subor mikroskopickych kvapdcok,
nie spojity film. Takyto typ ortutovej elektrody tak straca vyhodu I'ahkého periodického
obnovovania povrchu. Najlepsi film vznika pri deponovani ortuti na iridiovu elektrodu
pre jej nizku rozpustnost’ v ortuti a dobrt zmacavost. Zlato je ovela viac rozpustné
v ortuti a na uhlikovych elektrodach je ortut’ nanesena v mikrokvapockach. Odpoved
filmovej elektrody je vyssia nez kvapkajucej, avSak zaroven je filmova elektroda viac

citliva na substancie, ktoré mozu na povrchu blokovat’ transfer naboja. [23; 30]

2.2.2 Elektrody z tuhych materialov

NajbeznejSimi materialmi tuhych elektréd su platina, zlato ardézne formy uhlika.
Elektrody z inych kovov, napr. striebra, wolfrdmu, medi, ¢i zriedkavo polymérov, sa
pouzivaju pre Specialne ucely, kedy st vhodné Specifické vlastnosti danych materidlov.
[30]

Platina a zlato st pouzivané pri elektrodovych reakciach v anodickom regione.
Platina je kov s vyraznymi elektrokatalytickymi ucinkami, elektrochemické reakcie na
nej prebiehajii rychlo. Zlato mé vSeobecne mensSie elektrokatalytické ucinky, z ¢oho
vyplyva, ze je menej nachylné voci katalytickym jedom. Z tohto dévodu je pouzitie
zlatych elektrod preferované pred pouzitim platinovych elektréd pri voltametrickych
meraniach. Povrch zlatych elektrod tiez ahko podlieha oxidacii v pritomnosti aniénov

pri aplikovani pozitivneho napitia. Uhlikové elektrody sa oproti predchadzajucim
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kovovym elektrodam vyznacuju niz§im zbytkovym prudom, su menej nachylné na
oxidaciu povrchu alacné. Pri aplikacii ortutového filmu netvoria s ortutou

intermetalické zli¢eniny (amalgamy) a nerozptstaju sa v nej. [23; 31]

V porovnani s ortutovymi elektrodami je povrch elektréd z tuhych materidlov
nehomogénny. V priebehu merania tak moézu byt pokryvané oxidmi, filmami produktov
elektrodovych reakcii, ¢i latkami naadsorbovanymi z analyzovaného roztoku. Tieto
latky blokuji aktivny povrch elektrédy, ¢o sa prejavuje pri opakovanych alebo
kontinualnych meraniach postupnym znizovanim elektrického pradu a to aj v roztokoch
s rovnakou koncentraciou analytu. Z toho vyplyva, Ze na vlastnosti elektrody ma vplyv
samotny material, z ktorého je elektréda vyrobend, aj charakter predchadzajtcich dejov,
ku ktorym na elektréde doslo, tzv. historia elektrody. Voltametria s tuhymi elektrodami
je povazovana za experimentalne naro¢nejsiu, nez s elektrédami ortutovymi. Z hl'adiska
dosiahnutia reprodukovatelnosti a spolahlivosti vysledkov je potrebné elektrodovy
povrch zbavit' neziaducich latok. Cistiaci a aktivaény postup nie je univerzalny, zavisi
od materidlu elektrody, charakteru elektrodovych reakcii izlozenia analyzovaného
roztoku. Kombinuje niekol’ko krokov mechanického, chemického i elektrochemického
Cistenia elektrody pred samotnym meranim i v jeho priebehu. [23]

Napriek tomu, pre voltametrickGi analyzu maju elektrody z tuhych materialov

znacny vyznam:

- Vporovnani sortutou je mozné pracovat pri pozitivhych potencidloch

a stanovovat’ latky oxidaciou, ¢o sa vyuziva pri stanovovani organickych latok,

- je mozné ich pouzit' v detektoroch, kde sa ortut’ neméze pouzit’ z dovodu jej
skupenstva (napr. detekcia v mikroseparaénych metddach, kontinualne merania),

- si kompatibilné s plandrnymi technologiami aje mozné ich vyrabat' ako

integrované obvody,
- je mozné ich pouzit’ vo forme mikroelektrod,

- naich povrch je mozné zamerne naviazat’ rozne latky, predovSetkym za ucelom

zvySenia selektivity stanovenia — tzv. modifikované elektrody,

- vmnohych aplikdcidch nahradzaji toxicka ortut, ktorej pouZitie je pri

elektroanalytickych stanoveniach v niekol’kych $tatoch zakazané. [23]

2.2.3 Mikroelektrody

Charakteristicky rozmer elektrochemicky aktivnej casti elektrod pre klasicka
voltametriu  a polarografiu je radovo niekol’ko jednotieck mm. Mikroelektrody
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predstavuju elektrody malych geometrickych rozmerov, radovo desiatok az jednotiek
um. [23]

V elektroanalytickej chémii su mikroelektrody vyuzivané pre svoje malé rozmery
I $pecifické elektrochemické chovanie. Transport analytu k mikroelektrode je riadeny
sférickou diftziou. Ta dopravi v danom case k povrchu elektrody viac analytu ako
linearna diftizia typicka pre klasické mikroelektrody. Prud tectci mikroelektrodou je tak

vzdy viési, nez by bol v danom ¢ase prud tecuci klasickou elektrodou. [23]
Voltametria tiez vyuziva nasledujuce vlastnosti mikroelektrod:

- maly rozmer mikroelektrody umoziuje detekciu v malych priestoroch, ¢o je
vyuzivané pri in vivo merani v rdznych tkanivach a organizmoch, tiezZ umoziuje
pouzitie mikroelektrod ako komponenty mikroanalytickych zariadeni

vytvaranych ,,na jednom ¢ipe®,

- vdosledku zmensenia geometrickej plochy mikroelektrody dochadza
k zredukovaniu kapacitancie systému, ¢o umoznuje rychlo menit’ potencial

mikroelektrody (napr. pri pulznych metddach),

- pri malych prudoch tecticich mikroelektrodami su ubytky napétia na odpore
zanedbateI'né, meranie je teda mozné aj v malo vodivych rozpustadlach (napr.
organické rozpustadla, zivé tkaniva, atd’.),

- faradaicky prud — signal je priamotimerny charakteristickému rozmeru elektrody
a kapacitny prud — Sum je priamoumerny ploche elektrody, vd’aka comu rastie
podiel signal / Sum s klesajiicim rozmerom mikroelektrody. [23; 32]

Mikroelektrody mozu mat’ rézne tvary, ako je vidiet' na Obr. 2-3. Rozliujeme
mikroelektrody:

- plosné — nevycnievaju do roztoku, ktory ich obklopuje, napr. diskové
a pasikove,

- priestorové — su obklopené roztokom z viacerych stran, napr. vlaknové,
- sférické — napr. gul'ové a pologulové.

Mikroelektrody je mozné pouzivat izolovane alebo zdruzene v Subore Srdznym
po¢tom, usporiadanostou (periodicky usporiadané¢ alebo nahodné), s pouzitim
identickych alebo réznych tvarov arozmerov. Prad teclci suborom mikroelektréd je
vac¢si, nez by bola suma pradov te¢tcich jednotlivymi izolovanymi elektrodami. [23]
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Obr. 2-3 Bezne pouzivané tvary a subory mikroelektrod [23].

2.3  Analyzovany roztok

Vo voltametrickom merani sa k vzorke roztoku spravidla pridava inertny elektrolyt,
ktory zaistuje dostato¢nu elektricki vodivost’ roztoku. Tento tzv. zakladny elektrolyt
mdze pozostavat’ napr. z mineralnych kyselin, hydroxidov, ¢i neutralnych soli ako napr.
KCI alebo KNOj3. Jeho koncentracia je vzdy podstatne vys$$ia, nez koncentracia analytu,
¢o sposobuje, Ze je prud medzi pracovnou a pomocnou elektrodou sprostredkovany
predovsetkym i6nmi tohto indiferentného elektrolytu. NeZiaduca migracia idonov analytu
je tak prakticky eliminovana. [28]

Castym potrebnym procesom je zbavenie analyzovaného roztoku rozpusteného
kyslika, ktory sa redukuje na elektrode. Jeho prud modze prekryt prad analytu.
Odstranenie kyslika sa uskutoc¢iiuje prebublanim analyzovaného roztoku inertnym

plynom, najcastejsie dusikom. [28]

2.4 Voltametricka krivka

Voltamogram alebo voltametricka krivka predstavuje zavislost' prudu tecticeho do
polarizovanej pracovnej elektrody na jej elektrickom potenciali. Je zakladom vsetkych
elektrochemickych metod, pri ktorych clankom teCie elektricky prad. Ukazka
voltametrickej krivky je zjednoduSene zobrazena na Obr. 2-4. Krivka je zakreslena
podla konvencie, t.j. zdporny potencial rastie doprava a zdporny katodicky prad rastie
smerom hore. [28]
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Obr. 2-4: Zjednodusena voltametricka krivka v zdkladnom elektrolyte [28]

Schematicky zakreslena voltametricka krivka je registrovana v roztoku zakladného
elektrolytu pri linedrne s Casom sa meniacom potenciali vkladanom na pracovni
elektrodu. Zakladny elektrolyt je voleny tak, aby obsahoval latky, ktoré sa oxiduju
a redukuju az pri vysokych hodnotach potencidlov pracovnej elektrody. Tak je elektréda
polarizovana v relativne Sirokej oblasti potencidlu ateCie fiou iba maly nabijaci
kapacitny prud. VyuZitelny pracovny rozsah zavisi na materidli pracovnej elektrody,

pouzitom zakladnom elektrolyte a rozpustadle. [28]

Depolarizator pridany do zakladného elektrolytu sa pri ur¢itom potenciali v oblasti
vyuziteI'nych potencidlov oxiduje alebo redukuje. Dochadza k depolarizacii elektrody,
ktorou potecie pri oxidacii anodicky a pri redukcii katodicky prad. Pri urcitej hodnote
potencialu je rychlost’ redoxnych reakcii natol’ko vysoka, ze je koncentracia analytu na
povrchu elektrody nulova a elektricky prad uz s d’al§im zvySovanim potencidlu nemdze
rast’. Takyto prad sa nazyva limitny a je priamoumerny koncentracii analytu v roztoku.
Zavisi tiez na type pouzitej pracovnej elektrody a spdsobe merania polarizacnej krivky.
Zavislost' elektrického prudu na potenciali ma tvar viny. Tato voltametricka vina je
charakterizovana velkostou limitného pridu (kvantitativny udaj) a hodnotou tzv.
polvlnového potencialu (kvalitativny udaj). Polvinovy potencial je potencial v bode,
kedy sa elektricky prad rovna polovici pradu limitného. V tomto bode je analyt pri

povrchu elektrody prave z polovice zredukovany alebo zoxidovany. [23]

Voltametricky je mozné stanovit’ rdzne anorganické, organické latky i viac latok
v roztoku naraz. Na Obr. 2-5 je zobrazena ast’ polariza¢nej krivky nameranej z roztoku,
ktory obsahuje dve latky A aC. Tieto sa redukuju pri réznych potencidloch. Pri
potenciali E; sa eSte ziadna latka v roztoku neredukuje, elektrodou tecie kapacitny prad.

15



Pri hodnote potencidlu E; sa zacCina redukovat latka A, v doésledku coho jej
koncentracia pri povrchu elektrody klesa a elektrodou preteka faradaicky prad. So
zvy$ujiicim potencialom Es rastie rychlost’ elektrodovej reakcie. Cim viac latky sa na
elektrode redukuje, tym viac rastie elektricky prad, az do dosiahnutia svojej limitnej
hodnoty. Daliie zvySovanie potencialu, E4, nema vplyv na rast elektrického pridu
v dosledku redukcie latky A z vysSie uvedenych dovodov. Elektricky prad opétovne
zacne rast’ az pri dosiahnuti potencialu, pri ktorom sa redukuje d’al$ia latka v roztoku —
latka C a dosiahne hodnoty limitného prudu zodpovedajiuce koncentracii danej latky.
Taktiez polvlnovy potencidl bude charakteristicky pre latku C. Voltametria teda
umoznuje sucasné stanovenie viacerych latok v roztoku, pokial’ sa dostato¢ne liSia

hodnotami polvlnovych potencialov. [28]

potencial, -E A prud, |
' C+me > DF——_
|{C}Iim
A+ne->B
Es = ;
I= 1’2 |{A}I|m
Ez
e A B
E1
v R RS
—emmTTTTTT kapacitny
E(A)y2 prud
> + ot 4 >
& L L ¥ tas E1 E; Ez Ea E(C)1/2 potencial, -E

Obr. 2-5 Princip voltametrickej analyzy: A) ¢asovy priebeh potencialu vkladaného na pracovna
elektrodu; B) polariza¢na krivka registrovana v roztoku bez analytu (¢iarkovana
krivka) a v roztoku s obsahom analytov A a C (plna krivka). [28]

Pri popise vzniku voltametrickej krivky je popisana metoda voltametrie, kedy sa na

pracovnu elektrodu vklada potencidl rastuci s ¢asom, t.j. metoda ,,direct current®.
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2.5  Cyklicka voltametria

Cyklicka voltametria je vSestranna a jednoducha elektroanalytikcka technika pouzivana
v odboroch elektrochémia, anorganickd a organickd chémia, biochémia. Casto
predstavuje prvy experiment elektrochemickej $tidie zluceniny, biologického materidlu
alebo elektrodového povrchu. Uginnost metody spoéiva v schopnosti rychlo
zaznamenat' redoxné spravanie V Sirokom potencidlovom okne. NajuzitonejSim
aspektom pouzitia metody je kvalitativna analyza elektrodovych reakcii, ktoré su
spojené s reakciami chemickymi. [33]

Pricyklickej voltametrii je na elektrodu vloZzeny potencial s priebehom
zobrazenym na Obr. 2-6. Spociatku je potencial linearne zvySovany od pociato¢ného
k zlomovému potencialu, ¢o predstavuje tzv. dopredny sken, potom dochadza k obratu.
Potencial je znizovany ku konecnému potencialu ako tzv. spédtny sken. Pociato¢ny
potencial je zvycajne zhodny s kone¢nym potencidlom. Dopredny a spétny sken tvoria
jeden cyklus. Podl'a potreby je mozné aplikovat’ jeden alebo viac cyklov. Rychlost,
s akou je potencidl meneny, tzv. skenovacia rychlost, uréuje ¢asové okno experimentu.

[34]

A

Potencial

dopredny sken
0 - (+->-)

Potencialy
obratu

spatny sken

>+

Obr. 2-6 Priebeh potencialu cyklickej voltametrie [35].

Na Obr. 2-7: redukény proces prebiecha od a) pociatocného potencialu k d)
potencidlovému obratu. V danom regione sa potencial skenuje negativne aby spdsobil
redukciu. Vysledny prad sa nazyva katodicky prud Ipc. Zodpovedajuca amplitida
napidtia sa vyskytuje v boce C) anazyva sa pik katodického napitia Epc. Epc je
dosiahnuté, ked’ sa vSetok substrat na povrchu elektrédy zredukuje. Po dosiahnuti
potencidlového obratu d ), potencial skenuje pozitivne, t.j zd) do g). Vysledkom je
anodicky prad Ipa a oxidacia. Potencial piku Vv f) sa nazyva pik anodického potencialu
Epa a je dosiahnuty, ked’ddjde k oxidacii vSetkého substratu na povrchu elektrody. [33]
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Obr. 2-7 Modelovy voltamogram cyklickej voltametrie. Upravené z: [33]

Rysom cyklickej voltametrie je moznost’ pri spatnom skene reoxidovat’, ¢i znovu
zredukovat' produkt, ktory vznikol pri doprednom skene. Zo separacie pikov vo
voltamograme, ich tvaru, pomeru ich vySok a zmien danych parametrov so zmenou
rychlosti scanu je mozné ziskat’ informacie o kinetike prenosu naboja a uskutocnenych
elektrodovych reakciach. Menej Casto sa metdoda pouziva k samotnej analyze. Potencial
piku zodpovedajici oxidacii adsorbovanej latky je rovnaky ako potencidl piku
zodpovedajuci jej redukcii, symetricky podl'a pradovej osi. [23; 34]

2.6  Pulzné metdédy voltametrie

V praxi st pouzivné rozne varianty voltametrickych merani, ktoré sa liSia sposobom
a tvarom potencialového pulzu vkladaného na pracovnu elektrodu. Potencial moze byt
konsStantny alebo zlozitejSiecho priebehu, premenny v case podla predvoleného
nastavenia. [36]

Hlavnou charakteristikou pulznych metdod je, ze pocCas zdznamu je merany
prakticky iba faradaicky prud, nakolko kapacitna zlozka pradu (tzv. nabijaci prud)
z prevaznej Casti odznela. Na zaklade toho umoziuju pulzné metody stanovenie analytu
pri koncentraciach az do 108 mol-I*. Vdaka zdokonaleniu prevedenia nahradzaju
moderné pulzné techniky klasicka polarografiu v analytickych laboratoriach. [24]
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2.6.1 Normalna pulzna voltametria

Pri normalnej pulznej voltametrii st na elektrodu vkladané elektrické pulzy o Sirke
radovo desiatok ms S postupne rasticou amplitidou. Elektricky prad sa vzorkuje na
konci vlozeného pulzu pocas radovo jednotiek az desiatok ms, ako je vidiet' na Obr. 2-8.
[23]
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Obr. 2-8 Charakter vkladaného potencialu na elektrodu pri normalnej pulznej voltametrii

a registrovana voltametricka krivka [23].

Metdda je vhodné pre pouzitie tuhych elektrdd, pretoze elektroda je znacnu Cast’
analyzy na pociatoénom potenciali, ktory je mozné zvolit' tak, aby pri fiom
nedochadzalo k adsorpcii latok atvorbe filmov. Napriek tomu je metdda analyticky
uspesnejsia s pouzitim ortut'ovych elektrod. [23]

2.6.2 Diferen¢na pulzna voltametria

Diferencnd pulznd voltametria patri medzi najcitlivejSie pulzné metody. Je
charakteristickd aplikovanim potencialu, ktory sa s casom linedrne meni a je prekladany
napidtovymi pulzmi samplitidou 10 az 100 mV adobou trvania desiatok ms.
Zaznnamenany je rozdiel pradov meranych tesne pred vlozenim pulzu a na jeho konci,
¢o zodpoveda dobe vzorkovania cca 10 — 100 ms. Zavislost rozdielu pridov na

potenciali prechadza maximom a ma tvar piku, ktory demonstruje Obr. 2-9. [23; 37]
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Obr. 2-9 Charakter vkladaného potencialu na elektrodu pri diferen¢nej pulznej voltametrii
a registrovana voltametricka krivka [23].

Potencial piku na osi X je typicky pre konkrétny analyt a amplituda potencialového
piku zavisi na koncentracii analytu. Na tvar a potencial piku ma tiez vplyv amplitida
aplikovaného napat'ového pulzu, ako demonstruje Obr. 2-10 a jeho trvanie. [37]

prud, | Cd

T T T T T
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Obr. 2-10 Zobrazenie vplyvu amplitidy pulzu napétia na diferen¢ny pulzny voltamogram olova
a kadmia, hodnoty amplitidy pulzu napitia 1) -10 mV, 2) -25 mV, 3) -75 mV [37].
2.7  Vyhody a nevyhody voltametrie

Z hl'adiska analytickych parametrov ako su citlivost, medza stanovitel'nosti, selektivita,
spravnost’, reprodukovatel'nost’ a z praktickych charakteristik ako rychlost, cena, a pod.

patria medzi vyhody voltametrie:
- moznost stanovenia Sirokého spektra zluCenin a Sirokého koncentraéného

20



rozmedzia (od 10° do 10" mol-I*) pomocou jediného pristroja, ktorého
zriad'ovacie 1 prevadzkové naklady si podstatne nizSie nez pristroje na
spektrochemické, ¢i chromatografické metddy s porovnatelnymi parametrami,

moznost’ stanovenia viac organickych zlu¢enin pomocou jedinej analyzy (pokial’

sa polvlnové potencialy alebo piky potencidlov dostato¢ne lisia),

znacne zvySena rychlost stanovenia a moznost automatizacie modernych

voltametrickych inStrumentacii,

nezéavisla alternativa pre stanovenie extrémne nizkych koncentracii réznych
organickych analytov, vyznamnd v suvislosti s poziadavkou legislativy na
analyzu vzoriek dvomi nezdvislymi technikami, tieZ moZnost' doplnenia
informécie ziskanej] modernymi spektrometrickymi a separaénymi metddami.

[23]
Medzi hlavné nevyhody voltametrie patria:

nemoznost’ dosiahnutia selektivity modernych separacnych metod, kvoli comu
nebude samotna voltametria nikdy vhodna na analyzu mnohozlozkovych zmesi;
vhodné je vyuzitie voltametrie poskytujucej nizku medzu stanovitel'nosti

s vhodnou separac¢nou technikou,

zvySené poziadavky na pracovnikov analytickych laboratérii kvoli potrebe

dokladného poznania procesov voltametrie. [23]
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3 TEORIA MIKROFLUIDICKYCH
SYSTEMOV

Bioanalytika predstavuje disciplinu analytickej chémie, ktora sa zaobera analyzou biotik
—t. j. proteinov, lipidov, nukleovych kyselin, metabolitov a xenobiotik — t. j. latok, ktoré
su pre telo cudzie, ako nap. lie¢iva, drogy a ich metabolity. Castym problémom pri
analyzach je obmedzené mnozstvo skiimanej vzorky. Z tohto dovodu je kladeny doraz
na vyvoj metdd, ktoré by boli schopné analyzovat’ malé mnozstva analytu a zaroven
mali reprodukovatelné arobustné vysledky. Sucastou vyvoja je miniaturizicia
syst¢émov, ku ktorym patria analyzitory na baze mikrofluidickych ¢&ipov, casto
oznacované ako ,,Micro Total Analysis System* (u-TAS). Vrcholom vyvoja su systémy
,,L.ab-on-chip* — laboratérium na ¢ipe. [38]

Vyvin p-TAS je sustredeny pre aplikdcie v medicine, forenznych vedach, pri
environmentdlnom monitorovani, ¢i vyvoji lie¢iv. Systémy st navrhované tak, aby
fungovali ako analytické miniaturizované zariadenia schopné vykonavat’ vsetky procesy

analyzy vzorky. [4]

Mikrofluidika je veda a technoldgia systémov, ktoré su schopné usmerfiovat’ malé
objemy kvapalin v rdde nanolitrov az attolitrov. K tomu st vyuzivané mikrofluidické
platformy so systémami kanalov s velkost'ou niekol’kych mikrometrov — mikrokanalov
pripojenych pomocou systému trubi¢iek k zdsobnikom kvapalin. Hlavnymi
charakteristikami mikrofluidiky st malé rozmery a laminarne pradenie kvapalin
v mikrokandloch. Mnohé experimenty moZzu byt vd’aka mikrofluidike uskuto¢iiované
rychlo a paralelne, so spotrebou malych mnoztiev reagentov, t.j. so zvySenou
ucinnostou oproti existujucim kvantitativnym rozborom ¢i separaénym technikam. [39;
40; 41]

3.1  Prudenie kvapaliny v mikrokanaloch

Priidenie kvapaliny sa rozliSuje na lamindrne a turbulentné. Pri lamindrnom pradeni je
pohyb jednotlivych vrstiev tekutiny paralelny s pozdiznou osou trubice. Prietokovy
objem stipa linedrne az do kritickej hodnoty, kedy sa v tekutine zacinaju tvorit’ viry
a laminarne pradenie prechadza do turbulentného. [42]

Spravanie kvapaliny pradiacej v mikrofluidickom systéme je odlisSné od
makroskopického. Mikrorozmery kanalov umoznuji efekty, ktoré v systémoch

s makromierkami zvycajne nie st mozné. Jednym z dosledkov laminarneho prudenia je
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napr. to, ze sa dva alebo viaceré¢ prudy zbiehajice do spolocného, nebudi miesat’.

Pasivne prebiechajuca difuzia je v tomto pripade pomala a takmer zanedbatel'na. [43]

A

Obr. 3-1 Mikrofluidicky systém naplneny r6znymi farbami pre zobrazenie toku kvapaliny
pradiacej zhora nadol. [44]

3.1.1 Reynoldsovo ¢islo

Kriticky bod prechodu medzi laminarnym a turbulentnym priidenim zavisi na hodnote
Reynoldsovho ¢isla, ktoré charakterizuje silové pomery v tekutinach a je dané vztahom
(3.1):

Re = 212 (3.1)

kde veli¢iny znamenaju: p — hustota kvapaliny [kg'm™] a n — dynamicka viskozita
kvapaliny [Pa-s], v — stredna rychlost kvapaliny [m-s™] a | — charakteristicky rozmer
mikrokanala [m]. Kriticka hodnota Reynoldsovho ¢isla zodpoveda hodnote cca 2300,
pripadne rozmedziu 2100 — 2500. V mikrofluidike nadobuda Reynoldsovo C¢islo
hodnoty radovo desatinnych ¢isel, maximalne jednotiek, v dosledku ¢oho sa uvazuje iba

laminarne prudenie kvapaliny. [45; 46]

3.1.2 Hagen-Poiseuillova rovnica

Pocas prechodu kvapaliny mikrokanalom dochadza k tlakovému ubytku Ap [Pa], ktory
vznika medzi dvoma koncami mikrokanala. Podl'a Hagen-Poiseullovej rovnice pre
mikrokanal v tvare valca (3.2) zodpoveda tlakovy ubytok:

Ap = 2112 (3.2)

r4
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pricom veli¢iny znamenaju: 7 — dynamicka viskozita kvapaliny [Pa‘s], |-
charakteristicky rozmer mikrokanala [m], Q — objemovy prietok [m*s™], r — polomer
mikrokanala [m]. [47]

3.1.3 Kontrola toku v mikrokanaloch

U vicsiny systémov je potrebnad optimalizicia transportu kvapaliny kanalom. Medzi
najpouzivanejSie metody patria:
- tlakové riadenie prietoku pomocou vlozenia mikroCerpadiel alebo s pouzitim
externého Cerpadla, pripadne syringe pumpy,
- transport zalozeny na pohybe nabitych elektrickych ¢astic v elektrickom poli,
- transport zaloZeny na manipulacii rozptylenych magnetickych castic v roztoku
v magnetickom poli,
- elektroosmoticky transport kvapalin s obsahom ionizovanych molekul vzhl'adom
k mikrokanalom s fixnym nabojom. [48; 49; 50]

Sucast'ou mikrofluidickych ¢ipov st tiez miniaturizované aktivne komponenty ako
pumpy, ventily, mixéry, ¢i sensory. Pumpy sluZia na pohananie kvapaliny v kanaloch,
pripadne davkovanie kvapaliny. Ventily otvaraju a uzatvaraju mikrokandly alebo sa
pouzivaji k rozvadzaniu pradu tekutiny, kedy vychyluju kvapalinu vytekajicu
Z napajacej trysky. V pripade potreby mieSanie kvapalin s mixéry nevyhnutné
zdovodu pomalej difuzie v dosledku absencie turbulencie. Systémy tieZ mozu

obsahovat’ senzory, napr. na tlak, teplotu, ¢i rychlost’ toku. [51; 52; 53; 54; 55]

3.2  Materialy na vyrobu mikrofluidickych systémov

Pévodnou myslienkou pri vyrobe mikrofluidickych systémov bolo priame aplikovanie
materiadlov  atechniky  vyroby  pouZitych pre  vyrobu  mikroelektroniky
a v mikroelektromechanickych systémoch. Prvé systémy boli preto zhotovené z kremika
a skla. [40]

3.2.1 Kremik a sklo

Kremik je ako material relativne drahy anepriehladny, nepouZitelny
s konvenénymi optickymi metodami. Vyhodami skla su dobre zndme metody vyroby,
transparentnost’ umozinujica opticku detekciu, vyborné izola¢né vlastnosti a chemicka
odolnost’. Z hl'adiska ceny vyroby su kremik a sklo nevhodné pre komerénu produkciu.

Pri vyrobe Specializovanych systémov, ktoré vyzaduju chemickl a tepelnt stabilitu,
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vSak maju uplatnenie. Prikladom aplikdcie materidlov je nanofluidika — pradenie
kvapaliny v pevnych kanaloch s idealne menej ako 50nm rozmermi. [4; 40; 56]

3.2.2 Polymérne materialy

Polyméry predstavuju dlhé retazce ziskané polymerizaciou, t.j. syntézou, pri ktorej sa
makromolekulové latky zhlukuji do vicsich celkov bez vzniku vedlajSieho produktu.
Vnutorné usporiadanie polymérov je amorfné alebo ¢iastocne krystalické. [57]

Siroké spektrum polymérnych materidlov poskytuje moznost volby materialu
zohl'adiiujuc vlastnosti pre Specificku aplikaciu a vyrobny proces, ¢asto pri nizSej cene
oproti kremiku a sklu. [56]

Pri vybere polymérneho materidlu k vyrobe mikrofluidickych systémov je potrebné

zohladnit’ charakteristické vlastnosti:

- teplota sklené¢ho prechodu: tepelny rozsah, v ktorom sa polymér meni z tuhého
sklovitého na mikky; zavisla na vnutornej Struktire polyméru,

- teplota topenia: stredna hodnota oblasti, pri ktorej polymér prechadza do
kvapalného stavu; zavisla na dizke polymérovych retazcov a silach
medzimolekularnych vézieb,

- koeficient tepelnej roztaznosti: zmenu v dizke alebo objeme polyméru ako
nasledok zmeny teploty,

- tvrdost’ materidlu: merant ako zarez, ktory vznikne pri pouziti Specifickej sily.
[56]

Sohl'adom na fyzikdlne parametre a vyrobu mikrofluidického systému sa
polyméry delia na:

- reaktoplasty, star§i nazov termosety: vznikaju zosietovanim, t.j vytvrdzovanim
pocas zahrievania alebo vystavenia dostatocne vysokym davkam svetla, za
vzniku nepodajnej trojrozmernej siete; po vytvrdeni zostavaju tvrdé aj pri
opédtovnom ohreve; napr. rezisty pre litografick¢é metddy, polyimidy,

- termoplastické materidly: vykazuji zreteIné zmikcenie pri dosiahnuti teploty
vV rozmedzi teploty skleného prechodu, kedy sa stdvaji dobre spracovatelnymi;
moézu byt  pretvarované  viackrat  opdtovnym  zohriatim;  napr.
polymetylmetakryldt (PMMA), polykarbonat (PC), cykloolefinové polyméry
a kopolyméry (COP a COC),

- elastoméry: ich molekularne retazce su oproti predchddzajucim typom dlhsie
a fyzicky, vac¢sinou nie chemicky, zapletené; pri pdsobeni vonkajSej sily sa

retazce roztiahnll a polymér sa elasticky natiahne, po ukonceni pdsobenia sily
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stiahne spdt’ do povodného tvaru; primarny materidl z dovodu relativne nizkej
ceny, 'ahkej manipulacie, permeability pre kyslik a oxid uhli¢ity, t.j. vyhovujuci
pre bunkové systémy; napr. polydimetylsiloxan (PDMS). [58]

3.3  Techniky vyroby mikrofluidickych systémov

Volba techniky pre vyrobu mikrofluidickych systémov zahfnia zohl'adnenie zvoleného
materialu, aplikacie, vyhod a nevyhod konkrétnej techniky. Kremik je mozné obrabat’
suchym alebo mokrym, izotropickym alebo anizotropickym leptanim. Litografické
metddy su zalozené na prenose vzoru podla masky na vybrany povrch. Pri Casto
pouzivanej fotolitografii dochadza k oZiareniu fotoreaktivneho materialu svetlom, ktoré
vyvola chemickd reakciu. Pri vyvolani je odstrdnend oziarend alebo neoZziarend Cast’
fotorezistu. ,,Soft litografiou st vyrabané mikrofluidické systémy z elastomérov,
najCastejSie PDMS. Vzor moze byt na polyméry preneseny tiez pomocou otladenia
mikroobrobenej kovovej masky pri aplikovani tepla a vysokého tlaku. Dal$imi
metédami su laserova ablacia, ,,Computer numerical control (CNC) mikroobrabanie
atd’. [55; 48; 56]

K vytvoreniu plne funkéného mikrosystému je potrebné uzavretie mikrokanalov
bez zmeny fyzikilnych parametrov, dizky a zratenia mikrokanalov. Spojenie moze byt
zabezpecené adhezivami, solventmi, aplikaciou tepla a tlaku, zvarenim, ¢i pomocou
roznych modifikacii povrchu. [59; 60]

3.4  Vyhody mikrofluidickych systémov

V porovnani s makrosystémami maju mikrozariadenia niekol’ko vyhod:

- redukcia velkosti,
- redukcia spotreby vzoriek a reagentov spojena so znizenou produkciou odpadu,

- zefektivnenie vykonnosti analyzy — vySSia rychlost’ alepSia presnost (napr.
vd’aka kratkej difuznej vzdialenosti, rychlemu zahrievaniu, paralelnym

analyzam niekol’kych vzoriek na jednom systéme),

- znizenie celkovej ceny analyzy vd’aka masovej produkcii a pomerne lacnym

materidlom, ktoré mozu byt’ pouzité pri vyrobe mikro¢ipov na jedno pouZzitie,
- kompaktnost’ systémov, mobilita a jednoduché zaobchadzanie,

- niz8ia spotreba energie atd’. [4]
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Teoretické zaklady a technologické postupy mikrofluidiky st zname. Napriek
tomu, je z hladiska komercializacie mikrofluidika v po¢iato¢nom $tadiu rozvoja. Do
buducna ma potencial ovplyvnit, pripadne nahradit, niektoré tradicné chemické
syntézy, ¢i biologické analyzy, priniest’ rozvoj kvantitativnych rozborov v domacom
alebo nemocni¢nom prostredi v skorom stadiu choroby. [40; 61]
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4 METODIKADETEKCIE BIOMARKEROV

Ku detekcii biomarkerov pomocou elektrochemickych metéd bude pouzity
elektrochemicky Cip s mirofluidickym systémom na distribuciu analytu a ,,application-
specific lab-on-a-chip“ (ASLOC) systém. [62].

Do systému bude dodavané externé napitie v tvare symetrickej pily, typické pre
zakladnu voltametricki metodu cyklicktl voltametriu. Tento signdl bude modifikovany
superponovanim $tvorcovych pulzov pre diferencnu pulznil voltametriu. Vysledkom
voltametrickych merani bude registrovana voltametrickd krivka (podrobne popisana
v podkapitole 2.4), ktora obsahuje kvalitativny i kvantitativny tdaj o sledovanom

analyte, vd’aka ¢omu bude mozné hodnotit’ namerané data.

Elektrochemicky ¢ip pozostava zo 16 zhlukov, pricom kazdy zhluk obsahuje 4
elektrochemické bunky. Mikrofluidicky systém tvori zostava 4 paralelnych a 4
vertikalnych kanalov, ako je vidiet na Obr. 4-1. Navrh metodiky merania vychadza
z predpokladu, ze vd’aka mikrokanalom bude moZné funkcionalizovat® elektrochemické
bunky v kazdom rade inym ,.cross-linkerom*. Stipcami potom budu pretekat’ rdzne
vzorky s obsahom biomarkerov. Tak bude mozné detekovat 4 rézne biomarkery
stcasne. Elektrochemické bunky v jednom zhuku st merané sti¢asne, ale nezavisle od

seba, ¢o umoznuje odhalenie pripadnej chybovej elektrochemickej bunky.

Obr. 4-1 Navrh mikrokanalov na elektrochemickom &ipe v programe L-Edit
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K meraniu s mikrofluidickym ¢ipom je vybrany biomarker PSA z dévodu realneho
pouzitia pri skriningu karcindmu prostaty. V sére pacientov sa biomarker nachadza
v malych koncentraciach. Z tohto dovodu je zvolené pouzitie imobilizacie povrchu
pracovnej elektrody pomocou protilatky pre naviazanie PSA s vytvorenim Specifickej
vézby antigén — protilatka.

Primarna protilatka (Ab;) bude imobilizovana na povrch elektrody. Na takto
upraveny povrch sa zachyti proteinovy analyt — biomarker PSA. Z dovodu zosilnenia
signalu nasleduje pridanie sekundarnej protilatky a elektrochemicka detekcia. Na
sekundarnu protilatku (Ab;) moéze navdzovat napr. enzym, nanocastice, komplex
biotin/streptavidin/enzym, kvantové bodky, ¢i enzymaticky modifikované nanotrubice.
Obr. 4-2 zobrazuje grafické znazornenie naviazania PSA na zlati elektrodu vdzbami

antigén — protilatka s naviazanymi magnetickymi kvapkami na sekundarnu protilatku.

[18]

_, Abz-magnetické
kvapky - HRP

—+ PSA antigén

— Abi

Zlata elektroda
(nanocastice)

Napétie Signal

Obr. 4-2 Imunosenzor na zlatej elektrode [18].
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5 PDMS MIKROFLUIDICKY SYSTEM

Pre vyrobu mikrofluidického systému bol zvoleny material polydimetylsiloxan
Sylgard® 184 (PDMS) (Dow Corning). Tento polymér je bezne pouzivany pri vyrobe
prototypov mikrofluidickych syst¢émov metédou ,,soft” litografia, ktora sa vd’aka tomu
stala najCastejSie pouzivanou metddou pri vyrobe mikrofluidickych systémov. [61]

Samotna vyroba mikrofluidického systému zahiiia kroky:

- dizajn mikrokanalov,

- vytvorenie relié¢fu s negativnym vzorom mikrokanélov, ktory slizi ako matrica
pre pripravu PDMS ¢ipu,

- samotna priprava Cipu,

- uzavretie kanalov spojenim ¢ipu s podkladovym materialom,

- napojenie ¢ipu na systém trubiCiek a pump nasledované testovanim systémul.

5.1 Charakteristika PDMS

PDMS ma niekol'’ko vyhodnych vlastnosti pre vyrobu mikrofluidickych systémov:

- pomerne rychla, lacnd a dostupna vyroba V pripade vyroby mensiecho poctu
systémov, nakol’ko nie je potrebné pracovat’ v €istych priestoroch,

- opticka transparentnost’ az do 280 nm,

- netoxickost’; bunky cicavcov mézu byt kultivované priamo na materialy
a systétmy mozu byt implantované in vivo,

- reverzibilna deformacia,

- systémy s rOznymi rozmermi a tvarmi s limitované iba matricou, podla ktorej
st pomocou ,,soft* litografie vytvarané,

- moznost’ reverzibilného spojenia medzi dvomi kusmi PDMS, pripadne PDMS
so Sirokou Skalou inych materidlov a nereverzibilného spojenia vystavenim
kyslikovej plazme za vytvorenia kovalentnych vézieb,

- moznost menit’ povrchové vlastnosti, napr. upravit hydrofobny povrch na
hydrofilny,

- kompletnd arelativne rychl& degradovatel'nost V prirodnych podmienkach,
vd’aka ¢omu PDMS nepredstavuje zavazny environmentalny problém. [63; 64]
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5.2  Dizajn mikrofluidickych kanalov

Pri ndvrhu mikrofluidickych kanalov bolo zohl'adnené, Ze sa vyslednd mikrofluidicka
platforma spoji s elektrochemickym ¢ipom a stane sa tak sucast'ou systému ,,laboratéria
na Cipe“. Rozmery atvar kanalov musia byt navrhnuté s ohladom na zabezpecenie
pretekania kvapaliny:
- cez povrch vsetkych elektrochemickych buniek,
- s minimalizaciou mftveho priestoru v kanaloch,
- sohladom na ponechanie priestoru v kandloch pre spojenie s externym
systémom trubiciek privadzajacich a odvadzajacich kvapalinu
Z mikrofluidického ¢ipu,
- s charakterom laminarneho pradenia,
- tak, aby bola mozna detekcia aspon 4 r6znych biomarkerov.

Podmienky spifia dizajn systému s horizontdlnymi a vertikalnymi kanalmi
zobrazeny na Obr. 4-1. Zvolena §irka kanala 2 mm umoziuje pokrytie celého zhluku
elektrod. Dizka kanala 14 mm zabezpeduje dostatok priestoru pre napojenie trubiciek
mimo oblast’ elektrochemickych buniek, ktoré by mohli byt pri manipulécii poskodené.
Vznik mitveho priestoru je eliminovany zagulatenim zaciatku a konca kanalov. Pre
zabezpecenie lamindrneho prudenia kvapaliny je potrebné splnenie podmienky nizke;j
hodnoty Reynoldsovho ¢isla. To je mozné docielit’ nastavenim pomalého pretekania
kvapaliny cez systém kanalov a minimalizaciou rozmerov kandlov. Preto je zvolena
vyska kanalov 20 pum. Kazdy rad elektrochemickych buniek moéze byt navyse
funkcionalizovany roznym ,,cross-linkerom® pre biomarker a zaroveii stipcami moézu

pretekat’ vzorky 4 r6znych roztokov.
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5.3  Vyroba kremikovej matrice pre PDMS

Kremikova matrica, negativ mikrofluidickych kanalov (Obr. 5-1B), slazi k prenosu
pozadovaného vzoru kanalov (Obr. 5-1A) na PDMS. K vyrobe matrice bol pouzity
kremikovy wafer s priemerom =~ 100 mm, krystalografickou orientaciou <100>a 1,8um
vrstvou SiO,. Zvolena metoda ,,soft litografia® prebehla s pouzitim pozitivneho rezistu,
tzn., Ze pri vyvolani bola odstranena osvietena Cast’ rezistu. Po litografii nasledovalo
odstranenie oxidu na miestach, ktoré neboli chranené rezistom a mokré leptanie
kremika v KOH.

A

Obr. 5-1 Model zobrazujuci A) PDMS mikrofluidicky ¢ip a B) kremikovi matricu ako negativ
ku vyslednym mkrofluidickym kanalom

5.3.1 Priprava substratu

Pred procesom litografie bolo potrebné dokladne odistit kremikovy wafer. Hrubé
ocistenie zahfna utretie povrchu hubkou, predtym ponorenou do saponatu a nasledny
oplach destilovanou vodou. Jemné ¢istenie prebieha vlozenim waferu do pristroja ,,spin
coater (SPS Spin 150 Spin Coater) apri otackach nastavenych na 3500 rpm
postriekanim 4x po dobu cca 30 sekund izopropylalkoholom a 1x trichloretylénom.
Poslednych 30 sekund sa wafer otaca bez oplachovania, aby vyschol.

Ocisteny wafer bol na 10 minat polozeny na horicu platnicku s teplotou
nastavenou na 200 °C a nasledne vlozeny do exikatora s parami hexametyldisilazanu
(HMDS) (Sigma), 98 % na cas 5 minat. Aplikacia HMDS zabezpeci zlepsenie adhézie
rezistu na wafer. [65]

5.3.2 ,,Soft“ litografia

Prvy krok litografie predstavoval nanesenie fotorezistu, polymérnej latky citlivej na

Specificky druh Ziarenia, na Cisty wafer. Proces prebiehal pri dvojkrokovom nastaveni
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pristroja ,,spin coater. Prva doba mala nastavenie trvania na 3 s, velkosti otacok 500
rpm a zrychlenia ota¢ok 1000 rpm-s’l. Druhé4 doba mala nastavenie trvania na 20 S,
vel'kost’ otacok 3000 rpm a zrychlenie ota¢ok 1000 rpm-s'l. Pozitivny fotorezist S1813
(Microposit) bol aplikovany do stredu waferu, odstredivé sily sposobili jeho rozliatie po
celom povrchu. Viskozita ahribka nanesenej vrstvy boli dané typom pouzitého
fotorezistu. [66]

Tzv. ,,pre-bake® proces alebo suSenie fotorezistu s tuplnym vyparenim rozpustnej
zlozky, trvalo 60 s na horucej platnicke pri teplote nastavenej na 95 °C. Prekrocenie
teplotného limitu fotorezistu by spdsobilo nezelané zosietovanie fotorezistu. Pocas
d’alsich 180 s sa wafer chladil na pokojovt teplotu.

Na zaklade dizajnu z prostredia L-Edit (Obr. 5-2), spolo¢nost’ G5 — studio s.r.o.
vyrobilo masku pre osvit fotorezistu. Prva verzia osvitovej masky obsahovala 16 kopii
dizajnu mikrofluidickych ¢ipov na jednom wafri. Spravne orientovany wafer voci
vyrobenej maske bol vlozeny do obojstrannej osvitovej jednotky s vakuom AZ210
(Mega Electronics). Po¢as 100s expozicie UV svetlom s vinovou dizkou 390 — 405 nm
fotoaktivna zlozka narusSila polymérne vézby nezakrytych casti fotorezistu.

Obr. 5-2 Dizajn mikrofluidickych kanalov v programe L-Edit pre vyrobu kremikovej matrice

Dalej nasledovalo pegenie waferu na horucej platnitéke s teplotou nastavenou na
110 °C v ¢ase 2 minut. Tento ukon, tzv. ,,post exposure bake™ zabezpecuje ostré hrany
fotorezistu. Ku vybranému fotorezistu S1813 bola pouzitd vyvojka MF-322
(Microposit). Wafer bol najprv ponoreny do 100%vyvojky na 160 s, potom do
50%vyvojky objemovo nariedenej demineralizovanou vodou, nasledne oplachnuty
demineralizovanou vodou a oftikany kompresnym vzduchom. Zatial’ ¢o kanaly zostali

chranené fotorezistom, tzv. ostrovceky, boli pri procese vyvolania motivu odleptané.



Pre metodu ,,soft” litografie boli pouzité konzultované postupy a doporucené
nastavenia pristrojov i trvania postupnych krokov beZzne pouzivané v laboratoriu
LabSensNano na Ustave mikroelektroniky VUT v Brné adostupné datasheety
chemikalii.

5.3.3 Leptanie oxidu kremika

Po litografii nasledovalo odstranenie vrstvy SiO, na miestach, ktoré neboli chranené
rezistom. Na leptanie SiO;, bol pouzity roztok ,,buffered oxide etch® (BOE), pripraveny
280 g NH4F, 120 ml demineralizovanej vody a 20 ml 49%HF. Fluorid aménny
v roztoku umoznuje kontrolovat' proces, pretoze znizuje rychlost’ leptania. Rychlost
leptania oxidu s pouzitim BOE je 100 nm-min™ pri teplote 20 °C. Pouzity kremikovy
wafer ma 1,8 um vrstvu SiO,, preto by mal byt’ za danych podmienok leptany 18 minut.
Proces je mozné vizualne kontrolovat, nakolko kremik je hydrofébny a SiO;
hydrofilny. [67]

Proces leptania prebiehal v priestore digestora vo vani¢ke naplnenej BOE za jej
obCasného pohybania v snahe obmenit’ roztok okolo waferu. Doba leptania sa po
optickej kontrole predizila na 22 minit a 15 s. Wafer bol oplachnuty demineralizovanou
vodou a osuseny oftikanim dusikom. Pri praci s HF boli pouzité ochranné pomocky a po
ukonéeni prace bolo vybavenie pouzité kpraci s HF a samotné pracovisko

neutralizované vodnym roztokom CacCl,.

5.3.4 Leptanie kremika

Pred samotnym mokrym leptanim kremika v KOH bol z wafera odstaneny rerzist. Ten
by sa totiz pri procese leptania rozpustil v KOH a kontaminoval ho. K odstraneniu
rezistu bol pouzity dimetylsulfoxid (DMSQ) (Penta).

Vzhl'adom na poZadovany vysledny tvar mikrofluidickych kanalov a technicku
dostupnost’ prebehlo leptanie kremika metdodou mokrého leptania v KOH. Vysledné
trojdimenzionalne kanaly mali po anizotropickom leptani lichobeznikovy tvar
naznaceny na Obr. 5-3B. [56]

A B

Obr. 5-3 Tlustracia profilov leptanych A) izotropicky (hapr. v zmesy HF, HNO3 a CH3COOH)
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a B) anizotropicky (napr. v KOH, NaOH, CeOH, RbOH) [68]

Leptanie kremika prebiehalo dynamicky, s pouzitim aparatiry zostavenej $pecialne
pre dany ucel. Wafer uchyteny v drziaku bol otacany v uzavretej teflonovej nadobe
naplnenej 30% KOH s teplotou nastavenou na 80 °C. Leptacia rychlost’ kremika
s orientaciou <100> je za danych podmienok 77 pm za hodinu. Podl'a tohto poznatku by
malo byt pozadovanych 20 pum kremika vyleptanych v priebehu cca 16 minut.
Vyleptana hibka kanala bola kontrolovana na profilometri DektakXT (Bruker) s hrotom
s polomerom krivosti 2 um a silou hrotu 7 mg. K dosiahnutiu uspokojivého vysledku
bolo potrebné leptanie v KOH predizit na celkovych 22 minit a 15 s. Tento jav
pravdepodobne nastal z dévodu, ze vlozenie kremikového wafera ochladilo roztok KOH
a spomalilo tak proces leptania. [69]

Na obrazku Obr. 5-4 je zobrazeny 1 zo 16 matric mikrofluidickych ¢ipov na

kremikovom waferi.

Obr. 5-4 Matrica mikrofluidického ¢ipu pre vyrobu PDMS ¢ipu s vyleptanou vrstvou kremika
cca 20 pum (svetlo-Seda farba)

5.3.5 Kontrola vyrobenej matrice

Parametre vytvorenej kremikovej matrice pre vyrobu PDMS mikrofluidického ¢ipu boli
opét’ skontrolované na profilometri DektakXT (Bruker) s hrotom s polomerom krivosti
2 um asilou hrotu 7 mg. Mokrym leptanim KOH vznikli v kremiku Struktary
s priemernou hibkou cca 19,24 um, ¢o je pre planované pouzitie oproti pozadovanym
20 pm dostacujtice. Na Obr. 5-5 je znazorneny profil leptania. Na Obr. 5-6 je zobrazeny
profil s detailom na hranu s miernym sklonom, ktora potvrdzuje anizotropicky typ
leptania.
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Obr. 5-5 Profil matrice zobrazujuci povrch struktur pre vyrobu dvoch mikrofluidickych kanalov
(vyS8ie Struktary) a tzv. ostrovéeka (unizena Cast)
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Obr. 5-6 Detail profilu matrice zobrazujuci prechod povrchu Struktur pre vyrobu tzv. ostrovéeka
(uniZena cast’) a mikrofluidického kanala (vyvysena Struktira)

Na profilometri bola overena tiez drsnost’ povrchu, ktory vznikol leptanim v KOH.
Na Obr. 5-7 je znazorneny profil drsnosti povrchu pre dizku 1600 um, na Obr. 5-8 detail
pre dizku 100 um. Pre ziskany povrch bola vyhodnotend hodnota ,,root mean square*
(RMS) ako odmocnina aritmetického priemeru mocnin mnoziny ¢isel. Nizka hodnota

0,01 um znaci, ze odchylky vo vyleptanom povrchu st vel'mi malé.

36



0.04 -

0.00

y (um)

-0.04 -

0 400 800 1200 1600

X (Mm)

Obr. 5-7 Profil leptaného povrchu kremikového waferu
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Obr. 5-8 Detail profilu leptaného povrchu kremikového waferu

5.4  Vyroba ll. generacie kremikovej matrice pre PDMS

Druhé verzia dizajnu pre vyrobu matrice bola po predchadzajtcich skusenostiach prace
S prvou vyrobenou matricou upravena. Pocet kopii mikrofluidickych ¢ipov na osvitove;j
maske bol znizeny zo 16 kusov na 9 tak, aby boli okraje kremikovej matrice vol'né pre
manipulaciu a vzniklo viac miesta medzi samotnymi ¢ipmi . Do dizajnu boli pridané
oddelovacie linie medzi jednotlivymi ¢ipmi, ktoré buda ul'ahovat’ orientdciu pri rezani
PDMS ¢ipu (Obr. 5-9).
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Obr. 5-9 Dizajn mikrofluidickych kanalov v programe L-Edit pre vyrobu II. generacie

kremikovej matice

Vyroba matrice prebichala podla postupu popisaného v kapitole 5.3. Struktury

matrice mali priemerna hibku cca 20,389 pm.

5.5 Vyroba PDMS mikrofluidického ¢ipu

PDMS mikrofluidicky c¢ip bol pripraveny za pouZitia Sylgard 184 silikonového
elastoméru, dodavaného v dvojzlozkovom kite. ZmieSané zlozky spolu zreagovali
a vytvrdenim vznikol elasticky pevny material so vzorom pouzitej matrice. Tento bol
nasledne odlipany od matrice a narezany na jednotlivé Cipy.

Do PDMS boli vyvftané diery pre privod a odvadzanie kvapaliny. Na uzavretie
Struktir bolo zvolené pouzitie kyslikovej plazmy aplikované na PDMS kandliky

a kontaktny material sklo.

5.5.1 Priprava PDMS

Podl'a odporti¢ania vyrobcu boli zlozky Sylgard 184® namiesané v pomere 10 dielov
predpolymérovej bazy a 1 diel spojovacieho vytvrdzovacieho ¢inidla. Pocas 3 minut
premiesavania zloziek vznikli v zmesi neziaduce vzduchové bubliny. Nevytvrdena zmes
bola za ¢as cca 10 minut odplynena vo vakuovej komore. Kremikova matrica pre
PDMS bola vlozend do Petriho misky obalenej aluminiovou féliou, z doévodu
jednoduchej manipulacie s vyslednym produktom. Nevytvrdena odplynend zmes bola
nasledne naliata na matricu v mnozstve cca 30 g.

Vytvrdenie PDMS prebiehalo na horucej platni nastavenej na teplotu 60 °C v Case
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cca 2 hodin. Proces vytvrdenia by sa uskutocnil aj pri ponechani zmesi pri pokojove;j
teplote na ¢as cca 24 hodin.

5.5.2 Oddelenie PDMS od kremikovej matrice

Pre jednoduché oddelenie vytvrdeného PDMS od kremikovej matrice je potrebné
oSetrit’ matricu pred samotnym aplikovanim nevytvrdeného materialu na jej povrch.

Kroky experimentu zahfiali oplachnutie matrice chemikaliou Alconox (Sigma). 75
mg detergentu bolo rozpusteného v 100 ml destilovanej vody. V nasledujiicom kroku
bol tento nedopatrenim vzniknutym chybnou poznamkou v protokole vzdy oplachnuty,
¢im sa stratil uc¢inok jednoduchého odlupnutia vytvrdeného PDMS od matrice. PDMS
sa preto pocas odlupovania trhalo a na kremikovej matrici zostavali jeho rezidua.

Prvotnou myslienkou dévodu chyby bolo nedostatocné vytvrdenie PDMS. Preto
boli testované rdzne sposoby vytvrdzovania materidlu zahfiiajlice konStantné teploty,
zmeny tepldt pocas vytvrdzovania, zahrievanie na hortcej platnicke, v peci, pripadne
pri pokojovej teplote, i priprava &ipov s roznou hribkou vrstvy PDMS. Ziadna z variant

nemala vplyv na odlupenie PDMS od matrice.

Rezidud PDMS na matrici boli ¢istené v roztoku ,,piranha“, zmesi 96% H,SO,
(Mercy) a 30% H;O, (Mercy) v pomere 3:1. Exotermicka reakcia prebiehajiica po
pridani H,O, do H,SO,; po niekolkych opakovaniach odstranila vacSinu zvyskov
PDMS.

Po odhaleni chyby bolo vhodné vyrobit novi kremikovlii matricu a pouZit
efektivnejsi spdsob zabezpecujuci jednoduché odlepenie PDMS.

5.5.3 Oddelenie PDMS od kremikovej matrice po aplikovani FAS 17

II. generacia kremikovej matrice bola pred aplikovanim PDMS oSetrend vrstvou 95%
(heptadecafluoro-1,1,2,2-tetrahydrodecyl) trimethoxysilanu, nazyvaného FAS 17
(ABCR) .

Aplikacia FAS 17 prebehla v komore pre ,self-assembled monovrstvy (SAM)
(vyrobené na zakazku). Kremikova matrica bola vlozena do ur¢eného priestoru, vedl'a
bolo ulozené mikroskopické sklicko s 3x 10 ul kvapkami FAS 17. Po zatvoreni vicka
bol spusteny program nahriatia komory na pracovnu teplotu 150 °C s 20 minatovym
nastupom nasledovany postupnym chladenim. Po vychladnuti komory pod teplotu
60 °C bola matrica s monovrstvou FAS 17 vybrata a komora ocistena.

FAS 17 modifikoval povrch matrice na superhydrofobny. Odlupovanie PDMS
d’alej nespdosobovalo problémy. Plat PDMS odlapeny z matrice obsahoval
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9 mikrofluidickych ¢ipov. Tie boli podl'a oddelovacich linii rozrezané skalpelom na

jednotlivé kusy.

5.5.4 Uzavretie Struktur PDMS

Pred trvalym uzavretim Struktur bolo potrebné zhotovit' otvory v PDMS sliziace na
prechod kvapaliny mikrofluidickymi kandlmi. Spolu bolo v kazdom PDMS vytorenych
16 dier, vzdy na zaciatku a konci kazdého mikrokanala. K priprave diery bola pouzita
injek¢na ihla s odrezanou $pickou a nabriisenym hrotom s priemerom 1,2 mm.

V budicnosti by mali byt mikrofluidické ¢cipy platformou sklenenych
elektrochemickych ¢ipov. Preto boli vytvorené PDMS ¢ipy vyrobené k testovaniu

spajané so sklenenym mikroskopickym sklickom.

Obidva materialy boli pred spojenim ocistené etanolom, oplachnuté v destilovanej
vode analedne vystavené kyslikovej plazme v ,.Diener NANO Plasma cleaner pri
nastavenych parametroch: tlak 0,4 mbar, vykon 50 W, ¢as 45 s. OSetrené materialy boli
nasledne opatrne spojené tak, aby nedoslo k zrateniu alebo deformdacii mikrokanalov.

Pri¢inou nespojenia materialov bola vo vaésine pripadov pritomnost’ prachu.

Podrla predpokladu je nevratné spojenie medzi PDMS a sklom spdsobené vznikom
kovalentnej védzby (po strate vody Si—O-Si). Poskodenie spojenia by viedlo
k poskodeniu samotného PDMS. [63]

5.6  Testovanie PDMS mikrofluidického systému

Mikrofluidicky systém na testovanie prudenia kvapaliny (Obr. 5-10) pozostava zo
samotného mikrofluidického ¢ipu s napojenymi injekénymi striekackami, systémom
mikrofluidickych trubiciek, konektorov a ventilov na tzv. ,,syringe* pumpy.

Do mikrofluidického ¢ipu je pripojenych 16 injekénych striekaciek s odrezanymi
Spickami a priemerom 1,2 mm. Diery v mikrokanaloch boli pred zavedenim ihiel
pokvapkané izopropanolom z dovodu jednoduchSiecho zavedenia s mensSou
pravdepodobnostou natrhnutia materialu. Nasledne boli spoje ihiel trvalo utesnené

dvojzlozkovym lepidlom.

40



Obr. 5-10 Mikrofluidicky systém a samostatny PDMS mikrofluidicky ¢ip

Pri testovani pretekania kvapaliny vybranym kanélom boli ku kontrole toku pouzité
»syringe” pumpy typu NE-1000 (New Era Pump System, Inc.), na Obr. 5-11
v kombinacii s 10ml injekénymi striekackami. K dispozicii boli tri takéto pumpy. Pre
vizualizaciu usmernovaného toku kanadlom bolo pri prvotnom testovani pouzité bezne
dostupné potravinarske farbivo, neskor fluorescencné farbivo fluorescein excitované
svetlom s vinovou dizkou 366 nm UV lampou Kruss pri obmedzenom pristupe denného
svetla.

Cielom testovania bolo dosiahnutie pretekania kvapaliny vybranym vertikdlnym
kanalom. Z toho dovodu bola jedna pumpa pouZita na tlaenie kvapaliny na zaciatku
otvoreného vertikalneho kanalu. Zvysné tri vertikalne kanaly boli na zaciatku i na konci

uzavreté stop konektormi.
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Obr. 5-11 ,,Syringe* pumpa typu NE-1000 (New Era Pump System, Inc.) pouzita k testovaniu
PDMS mikrofluidického systému

Na tlacenie pradu vody zo stran boli k dispozicii 2 zvy$né pumpy. Kazda pumpa
bola pomocou mikrofluidickych trubic¢iek a troch ventilov pripojena na Stvoricu
vertikdlnych kandlov. Ventily umoziiovali otvorenie Ziadneho, jedného alebo obidvoch

pradov. Takto mohla byt’ voda tlacend ktorymkol'vek z 8 horizontalnych otvorov.

Prad kvapaliny tlacenej ,syringe“ pumpou bol kontrolovany nastavenim
objemového prietoku. Funkénost’ mikrofluidického systému bola overena s objemovym
prietokom vertikalnych kanalov nastavenych na hodnotu 15 ml-hodina™

Objemovy prietok horizontalnych otvorov i vyber pouzitia konkrétnych otvorov
bol urCeny experimentdlne. Z dovodu snahy o lepSie zobrazenie prudu tecuceho

vybranymi kanalmi prebehli experimenty s ¢ipom oto¢enym napojenymi ihlami nadol.

Pri pretekani fluoresceinu druhym kanalom zlava, zobrazenym na Obr. 5-12, bol
na lavej strane Cipu otvoreny prvy kanal zhora s nastavenym objemovym prietokom
45 ml-hodina™. Na pravej strane Cipu poli otvorené prvé dva kanaly zhora. Objemovy
prietok bol nastaveny na 180 ml-hodina™. Nastavenie 4-krat vicsieho objemového
prietoku kvapaliny bolo potrebné zo spominaného dovodu — jedna pumpa tlacila
kvapalinu do dvoch otvorov kanalov, ktoré boli ziroven vzdialenejSie od

usmernovaného vertikalného kanala v porovnani s otvorom na l'avej strane Cipu.
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Obr. 5-12 Pretekanie fluoresceinu vybranym druhym vertikalnym kanalom zl'ava

Obr. 5-13 zobrazuje pretekanie fluoresceinu prvym vertikalnym kanalom zlava.
Na Tlavej strane c¢ipu bol otvoreny prvy kandl zhora s nastavenym objemovym
prietokom 20 ml-hodina™. Na pravej strane &pu poli otvorené prvé dva kanaly zhora.

Objemovy prietok bol nastaveny na 190 ml ‘hodina™.

Obr. 5-13 Pretekanie fluoresceinu vybranym krajnym kanalom zl'ava



5.7 Diskusia

Prvou volbou materialu pre vyrobu mikrofluidického cipu bol PDMS, ktory je
vyuzivany pri vdaésine prieskumu v oblasti mikrofluidiky.

Naprieck mnohym benefitom ma PDMS limitacie pri pouziti v biomedicinskom
vyskume a nie je tak univerzadlnym materidlom pre mikrofluidiku. Z PDMS do média
pretekaji z mikrokanalov uvolfiované nevytvrdené oligoméry a zaroven PDMS
absorbuje malé hydrofobne molekuly z média. Permeabilita materidlu predstavuje

problém s odparovanim vzorky pri pouziti malych objemv. [40; 61; 70]
Problematickymi krokmi pri vyrobe PDMS ¢ipu bolo najma:

- odhadnutie rychlosti leptania v redlnych podmienkach,
- spojenic PDMS kandlov so sklom po oSetreni plazmou bez zritenia alebo
deformovania kanalov,
- vytvorenie otvorov na zaciatku a konci kanélov bez pretrhnutia materialu,
- Casovo ndro¢né nastavovanie vhodnych objemovych prietokov kvapalin
pradiacich mikrofluidickymi kanalmi.
Vyroba mikrofluidického ¢ipu je relativne jednoducha, finanéne nendrocna
a zaroven nevyzaduje Cisté priestory. Pri vyrobe va¢Sieho mnozstva Cipov by ale kvoli
vyssie spomenutym doévodom bolo vhodné uvazovat nad volbou iného materdlu

a metody vyroby.
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6 PMMA MIKROFLUIDICKY SYSTEM

Z dovodu dostupnosti  CNC strojov bol po PDMS materidlom na vyrobu
mikrofluidického systému opét’ polymér, ¢asto pouzivany a 'ahko dostupny PMMA.
Vyroba mikrofluidického systému obsahovala oproti predchadzajucej metode

menej ukonov:

- dizajn mikrokanalov,
- priprava ¢ipu S pouzitim CNC obrabacieho nastroja,
- uzavretie kanalov spojenim ¢ipu s podkladovym materialom,

- napojenie ¢ipu na systém trubiciek a pump nasledované testovanim systému.

6.1 Charakteristika PMMA

K vyhodnym vlastnostiam PMMA patri:
- vysoka chemické a mechanicka stabilita,
- excelentnd opticka transparentnost’,
- moznost’ jednoduchej vyroby priamymi metédami,
- biokompatibilita,

- nizka cena Cipu,. [71]

6.2 Dizajn a vyroba PMMA mikrofluidického ¢ipu

K priprave mikrofluidickych kanalov z PMMA bol ponechany dizajn kandlov PDMS.

Tvar celkového Cipu bol upraveny pre jednoduchsiu manipulaciu (Obr. 6-1).

Obr. 6-1 Dizajn PMMA mikrofluidického ¢ipu v 3D dizajnovom software SolidWorks
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Z dévodu vyroby pomocou CNC obrabacieho néstroja bolo potrebné zhotovit' 3D
dizajn mikrofluidického ¢ipu v 3D dizajnovom software SolidWorks. V programe NX
Unigraphics (Siemens, Nemecko) modifikovanom JDPaint (Jingdiao, Cina) boli
nasledne zvolené nastroje a parametre rezania. Na pripravu kanalov bol zadany nastroj
fréza s priemerom 2 mm, ¢o zodpoveda Sirke mikrofluidického kandla. Rychlost’
otadania frézy 20 000 rpm a rychlost’ pohybu 1000 mm-minata™. K vytvoreniu dier
a orezaniu celého ¢ipu bol navrhnuty vrtak s priemerom 0,5 mm, rychlostou otacania
2000 rpm arychlostou pohybu 1000 mm-min™. Informacie o pohybe nastrojov boli
transformované do G-kodu, programovacieho jazyka, ktory riadi CNC obrabacie

nastroje.

Navrhnutd vyska mikrofluidického €ipu bola 2 mm. Do CNC obrabacieho néstroja
Obr. 6-2 bol preto vlozeny a uchyteny 2mm PMMA plat. Procesu zhotovenia Cipu

predchadzalo poloautomatické nastavenie z-osi polohy vrtaka a frézy.

o sy R

JDHGT|400

Obr. 6-2 CNC obrabaci nastroj pre vyrobu PMMA mikrofluidického ¢ipu (JDHGT400 A10H,
Jingdiao)

Samotna vyroba ¢ipov prebichala podla informacii v G-kode automaticky.
Obrabanie materialu do hibky, t.j. vytvorenie dier a orezanie &ipu, prebiehalo v dvoch
krokoch, vzdy maximalne do hibky 1 mm, v pripade orezania &ipu s plynulym nabehom
nastroja do materidlu, aby nedoslo k znieniu obrabacieho néstroja. Tymto spdsobom

bolo vytorenych 10 mikrofluidickych ¢ipov.
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6.2.1 Kontrola parametrov vyrobeného Cipu

Parametre vyrobenych mikrofluidickych ¢ipov boli overené na optickom profilometri
Veeco NT1100 (Veeco Instruments), v rezime vertikalnej skenovacej interferometrie.
Podl'a informacii v datasheete priloZenom na pracovisku je rezim vhodny pre merania
s krokom v 0si y va¢sim ako 160 nm a vertikalym rozlisenim 5 nm.

Profilometrom boli overené parametre 4 mikrofluidickych ¢ipov, pre kazdy ¢ip na
dvoch miestach v smere osi x aj y . Pozorovany bol povrch vyfrézovanych kanalov
vzhl'adom ku tzv. ostrovéekom, t.j. miestam na Cipe, ktoré boli neskor spojené so sklom
z dovodu uzavretia kandlov. Meranymi parametrami boli hibka a drsnost’ povrchu
kanalov hodnotena pomocou RMS, rovnako ako u matrice pre vyrobu PDMS. Na Obr.
6-3 az Obr. 6-6 su zobrazené snimky povrchov jednotlivych ¢ipov. Tabulka na Obr. 6-7
obsahuje hodnoty nameranych hibok a RMS kanalov.
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Obr. 6-3 Povrch mikrofluidického ¢ipu €. 1, zobrazenie rozhrania kanal a tzv. ostrovéek
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Obr. 6-6 Povrch mikrofluidického Cipu €. 4, zobrazenie rozhrania kanal a tzv. ostrovéek

smer v ose X smer v osey
Cislo Cipu
vyska RMS vyska RMS
57.69 23.18 57.15 3.04
' 40.74 9.08 37.97 10.64
44.38 7.99 44.69 14.51
? 27.49 9.56 34.71 8.59
71.43 15.96 68.71 25.37
3 48.14 17.24 46.44 19.82
16.56 6.02 15.94 3.68
! 10.35 3.76 10.46 3.8

Obr. 6-7 Tabul'ka nameranych hodnot vysky mikrofluidického kanala v smere osi xay s

prislusnymi hodnotami RMS, pre kazdy ¢ip na dvoch miestach
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Vzhl'adom na ziskané informécie o povrchu kandlov je mozné konStatovat, ze
zvolena vyroba mikrofluidickych c¢ipov z PMMA nie je ideédlna, ¢o spdsobilo
pravdepodobne viac faktorov.

Pouzity CNC obrabaci nastroj nie je dizajnovany pre vyrobu mikrostruktir
a nedokaze ich vyrobit’ s dostato¢nou presnost'ou. RozliSenie v osiach X, y a z je 20 pum.
Na Obr. 6-3 azObr. 6-6 st na povrchu kanalov badateI'né ryhy od nastroja na
frézovanie. Najma na Obr. 6-5 je tiez viditelny rozdiel medzi hibkou horizontalneho

a vertikalneho kanala.

Dalsim faktorom, ktory je potrebné zohladnit’ pri vyrobe mikrostruktur, je kvalita
PMMA platu. Pouzity plat mal hribku 2 mm s toleranciou = 0,1 mm. Aby nedoslo
k poskodeniu CNC obrabacieho nastroja, PMMA bolo podlozené d’alsim 4mm platom
PMMA. Tieto skuto¢nosti mali vplyv na obrabant rovinu PMMA, ktora tak nemala
pozadovani hrabku a pravdepodobne tiez nebola vodorovna, pripadne nebola
vodorovna lokéalne. RieSenim nedostatkov by mohlo byt pouzitie vysokokvalitného
PMMA a CNC mikroobrabacieho nastroja.

Hibka mikrofluidickych kanalov zvy$nych &ipov bola prekontrolovana digitilnym
mikroskopom KH-7700 (Hirox). Systém uréuje hibku odgitanim polohy najnizie
a najvyssie zaostrené¢ho miesta na vzorke. Ziadny z ¢ipov nemal mensi rozdiel hibok na

rozdielnych miestach ¢ipu alebo niz§iu hodnotu RMS ako ¢ip ¢islo 4.

Napriek spomenutym nedostatkom bol Cip Cislo 4 d’alej pouzity k testovaniu.

6.2.2 Uzavretie Struktur PMMA

PMMA ¢ip bol podobne ako PDMS ¢ipy spojeny so sklenenym mikroskopickym
sklickom. Obidva materialy boli pred spojenim ocCistené, PMMA v destilovanej vode za
vyuzitia ultrazvukovej €isticky, sklo etanolom a destilovanou vodou a nésledne oftikané
dusikom.

K spojeniu PMMA ¢ipu a skla bolo zvolené pouzitie adheziv. Ako najvhodnejsi typ
sa javili UV adheziva. Ich vytvrdenie je sposobené fotochemickou reakciou iniciovanou

UV svetlom, ¢o poskytovalo dostatok ¢asu pre aplikovanie lepidla na Cip.

Prvé testované vzorky boli spojené transparentnym UV lepidlom Kafuter K-303
(Guangdong Hengda New Materials Technology). Nevyhodou lepidla bola nizka
viskozita, ktorda sposobovala zatekanie lepidla do kanalov. Druhou volbou bolo
komeréné transparentné gélové lepidlo (nedohladatel'ny vyrobca), ktoré sa javilo ako
vhodné. Na vytvrdenie oboch typov lepidiel bolo pouzit¢ UV svetlo (vyrobené na
zakéazku) s vinovou dizkou 395 nm a vykonom 40 W.
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6.3  Testovanie PMMA mikrofluidického systému

Mikrofluidicky systém na Obr. 6-8 pozostava, rovnako ako predchadzajtci systém,
zPMMA C¢ipu, ihiel, Systému mikrofluidickych trubiciek, réznych konektorov

a ventilov, ,,syringe* pump.

Obr. 6-8 Mikrofluidicky systém s PMMA ¢ipom

Po skusenosti prace so systtmom s PDMS c¢ipom, boli prvky nového systému
Ciastocne obmenené a miniaturizované. K mikrofluidickému ¢ipu bolo pripojenych 16
ihiel s tupymi $pickami, vnitornym priemerom 0,26 mm, vonkaj$im priemerom 0,51
mm a 60° sklonom ihly. St€astou systému bol transparentny drziak ihiel viditeI'ny na
Obr. 6-9. Spoj ihiel a PMMA ¢ipu bol dostato¢ne tesny a nebolo potrebné ho tesnit

lepidlom. Silikonové trubicky mali vnatorny priemer 1 mm a vonkaj$i priemer 3 mm.

Tok kvapaliny mikrofluidickym systémom bol kontrolovany ,,syringe* pumpami
TYDO1 (Lead Fluid) s pouzitim 3ml injekénych striekaciek. Pre vizualizaciu toku
kvapaliny bol pouzity roztok metylénovej modre;.
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Obr. 6-9 PMMA ¢ip s drziakom ihiel napojeny na ihly a samostatny PMMA ¢ip

Prvy test mikroufluidického syststému spocival v zopakovani rovnakého
experimentu ako s pouzitim PDMS ¢&ipu. Tri vertikalne kanaly boli opit’ uzavreté
a sustava trubiciek a ventilov umoziovala tlacenie vody ktorymkol'vek zo 4 bo¢nych
kanalov na kazdej strane. Objemové prietoky bolo potrebné oproti predchadzajicemu

systému upravit’.

Pretekanie metylenovej modrej tretim vertikalnym kanalom zl'ava je zobrazené na
Obr. 6-10. Objemovy prietok smerujuci do vertikalneho kanala bol nastaveny na
hodnotu 45 pl-s™. Na pravej strane &ipu bol otvoreny prvy atreti kanal zhora
s objemovym prietokom nastavenym na 190 pl-s™ a na l'avej strane prvy a druhy kanal
s nastavenymi 100ul's™. Pretekanie rovnakym vertikdlnym kanalom mohlo byt
nastavené roznymi inymi konfiguraciami otvorenia a zatvorenia kanalov, ¢i prietokov,
napr. otvorené kanaly zhora vlavo prvy, vpravo prvy a druhy, s prietokovymi objemami

nastavenymi vF'avo na 95, vpravo na 65 pl-s™,

Dal§i experiment prebichal s pouZitim $tyroch ,.syringe pump. Vietky kanaly
V horizontalnom smere boli zatvorené a vSetky kanaly vo vertikdlnom smere otvorené.
Ziadna z kombinacii nastaveni prietokovych objemov neviedla k ziskaniu
pozadovaného vysledku, kedy by roztok metylovej modrej prechadzal prvym a tretim
vertikalnym kanédlom zl'ava. Prietok kvapaliny v prvej tretine Cipu bol kontrolovany, ale
pri vystupovani z ¢ipu kvapalina z prvého a druhého kandla zl'ava prechadzala tretou
ihlou tak, ako je vidiet na Obr. 6-11. Snimka vznikla pri nastaveni prietokovych

objemov na 20, 50, 20 a 30 ul-s™ v poradi na ¢ipe zl'ava.
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Obr. 6-11 Pretekanie metylénovej modrej vybranymi kanalmi jedna a tri zl'ava

6.4 Diskusia

Po tuspesnej priprave prototypu mikrofluidického systému z PDMS, zohl'adneni vyhod
a nevyhod pouzitia PDMS a ziskaniu pristupu k CNC obrabaciemu nastroju, bola snaha
vytvorit’ mikrofluidicky ¢ip z materidlu PMMA.
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Pri kontrole parametrov vyrobenych mikrofluidickych ¢ipov bolo zistené, ze
pozadované §truktiry s hibkou 20um nie je mozné vytvorit' s dostatoénou presnostou
a ze povrch Struktar je znacne drsny. Napriek tomu bol €ip s najlepsimi parametrami

testovany.

K spojeniu mikrofluidického Cipu so sklom bolo pouzité UV lepidlo, ktorého
vyrobca nebol dohl'adatel'ny a preto nebol k dispozicii ani jeho datasheet. V buduicnosti,
kedy by Cip mal byt sucastou systému na detekciu biomarkerov, by bolo vhodné
nahradit’ ho kvalitnej$im. Vhodnou variantou by mohlo byt napr. UV lepidlo s vysokou
hodnotou viskozity EPO-TEK® 0OG116-31 (Epoxy Technology). Lepidlo spina
podmienky VI. triedy USP (United States Pharmacopeia), ktoré sa tykaju Standardov
pre zaruku medicinskych ainych zdravotnickych technoldgii. Dalsou moznostou je

uplné nahradenie uzavretia kanalov adhezivami.

Z hladiska pouzitia pre detekciu vzoriek biomarkerov sa moéze aktualny dizajn
javit ako diskutabilny. Mikrofluidicky ¢ip obsahuje sekcie, v ktorych sa krizia
vertikdlne a horizontalne kanaly. Navyse, mikrofluidicky systém vyzaduje urcita dobu
potrebnu na ustalenie prudenia kvapalin. Pri redlnych vzorkach by za tychto podmienok
mohlo dochadzat’ ku kontaminacii roztokov.

Pri testovani mikrofluidického systému z PDMS aj PMMA ale nebola dodrZana
zékladnd podmienka, kvoli ktorej boli systémy vytvarané. Kvapalina mala byt
usmernovana tak, aby pretekala cez povrch vsetkych elektrochemickych buniek. Na
Obr. 5-12,0br. 5-13 a Obr. 6-10 je viditeI'né, ze sa tok kvapaliny pretekajtcej vybranym
kanalom smerom Kk vystupu z kanala zuzuje. Tento by po spojeni s eletrochemickym
Cipom spodsobil, Ze cez niektoré elektrochemické bunky by pretekala iba voda
usmernujlica tok vybraného vertikalneho kanala, nie analyt.
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6.5 Novy dizajn a vyroba mikrofluidickych systémov

Metodika detekcie biomarkerov, podla ktorej budi jednotlivé vertikdlne kanaly
funkcionalizované ,.cross-linkermi“ a stipcami bud@ nésledne pretekat vzorky
s roznymi biomarkermi, bola testovanim vyrobenych syst¢émov z PDMS a PMMA
spochybnena. Preto bol dizajn mikrofluidickych Cipov prerobeny (Obr. 6-13 azObr.
6-15) apodl'a neho boli vyrobené nové PMMA ¢ipy. Testovana bola tiez cenovo
nenaro¢na, metdda uzavretia mikrofluidickych Struktar s pouzitim polyimidového filmu
Kapton (Goldfinger). [72; 73]

Prvym krokom vyroby bola priprava PMMA dielu srozmermi vysledného
pozadovaného Cipu a dierami pre privod a odvadzanie kvapaliny. Vyroba prebiehala
opat na CNC obrabacom nastroji s pouzitim vrtaka S rychlostou otdCania 2000 rpm
arychlostou pohybu 1000 mm-min™. V pripade pripravy systému s jednosmerovo
orientovanymi kanalmi (Obr. 6-13) boli vyrobené diery s priemerom 0,5 mm, pre
systémy ,,komorok* (Obr. 6-14 a Obr. 6-15) s priemerom 0,4 mm.

Mikrofluidické Struktiry boli vytvorené spojenim PMMA dielu so sklom pomocou
Kaptonu, ktory mal vysku 50 um a boli v niom vyrezané pozadované tvary Struktur.
Automaticky reza¢ kontar HWQ (Shenzhen Totenw Technology) pouziva na posun
noza krokovy motor. Preto bolo potrebné prerobit’ gul'até mikrofluidické $truktary na
vektorizované tvary. Ktomu bol pouzity platformovo nezavisly Nanolitography
Toolbox pre skriptované nakresy (NIST) s potrebnou funkciou ,,shapeReso* (Obr.
6-12). Pre rezanie struktar mal ndZ nastavené parametre: rychlost’ pohybu 100 mm-s™

asila pritlaku na Kapton 150 g. [74]
gd=Re=0o
shapeReso

layer

<basic stroct>

arc
rectangleC
arc
<top stroct>
<basic arrayRect>
layer
rectangleC

Obr. 6-12 Ukazka zdrojového koédu pre vytvorenie jednosmerovo —orientovanych
mikrofluidickych kanalov pomocou volne dostupného editoru zdrojovych kodov
Notepad++ a Nanolitography Toolbox v jazyku CNST scripting
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Obr. 6-13 Vlavo: PMMA diel s 0.5mm vnutornym priemerom dier, vpravo: predloha pre
rezanie kontur v Kaptone k vyrobe jednosmerovo orientovanych kanalov
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Obr. 6-14 Vlavo: PMMA diel s 0.4mm vnatornym priemerom dier, vpravo: predloha pre

rezanie kontar v Kaptone k vyrobe velkych ,, komorok*

OO
OO
OO
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Obr. 6-15 Vlavo: PMMA diel s 0.4mm vnutornym priemerom dier, vpravo: predloha pre

rezanie kontur v Kaptone k vyrobe malych ,,komorok*
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6.6  Testovanie PMMA mikrofluidickych systémov

Mikrofluidicky systém na Obr. 6-16 aObr. 6-17 pozostava z PMMA dielu, Kaptonom
spojen¢ho so sklom, ihiel a silikonovych trubiciek pripojenych k 4 ,,syringe* pumpam.
Parametre pouzitych Casti systému st zhodné s ¢astami pouzitymi v prvom PMMA
mikrofluidickom systéme (Podkapitola 6.3). Objemovy prietok kanalov bol nastaveny
na hodnotu 10 pl-s™.

Sucastou systému bol stojan vyrobeny na mieru podl'a nakresu v dizajnovom
prostredi SolidWorks a vyrobeny na 3D tlaciarni (RepRap Prusa i3). Stojan pridrziaval
mikrofluidicky systém pocas experimentu. Diery po stranach sluzili na prevlecenie
mikrofluidickych trubi¢iek z konca mikrofluidickych Struktir ku miskdm podlozenym
pod stojanom, ktoré zbierali pouzity roztok.

Na Obr. 6-16 azObr. 6-18 je viditeI'né, ze systém funguje podl'a navrhu. Kvapalina
postupne napiia cely kanal, ktorym preteka. Pre tento typ mikrofluidického systému je
potrebné nahradit’ pdvodnu predstavu detekcie pomocou vertikalnych i horizontalnych
kanalov inou. Naviazanie vhodnych ,,cross-linkerov* bude musiet’ byt pravdepodobne
uskutoc¢nené pred uzavretim mikrofluidickych Struktar a vedenie kvapaliny v kanaloch
bude pouzit¢ na distribliciu vzoriek obsahujicich analyty ku elektrochemickym

bunkam.

Obr. 6-16  Mikrofluidicky  systtm s  jednosmerovo  orientovanymi  kanalmi

s roztokom metylénove modrej pretekajtcej celym vybranym kanalom
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Obr.  6-17 Mikrofluidicky  systtm s  jednosmerovo  orientovanymi  kanalmi

s roztokom metylénove modrej pretekajucej dvomi vybranym kanalmi

Obr. 6-18 Mikrofluidicky systtm s  jednosmerovo  orientovanymi  kanalmi
naplnenymi roztokmi metylénovej modrej a fluoresceinu pretekactcimi celym
povrchom kanalov. Systém bol osvieteny UV svetlom s vinovou dizkou 395 nm pri
vykone 40 W.

58



Systém ,,komorok* sa od predchadzajticeho systému 1iSi priemerom pouzitych ihiel bez
rezervoara S hodnotami 0,21 mm pre vnutorny a 0,41 mm vonkajsi. Pre takto malé
rozmery nebola ndjdend silikbnova trubiCka a preto bol pouzity systém trubiciek
z teflonu s vniitornym rozmerom 0,4 mm.

Kvapalina pritekajica do ,.komorky“ bola schopna celt ju zaplnit’ (Obr. 6-19).
Pokial’ sa spoje medzi ihlami a PMMA v budtcnosti trvalo nezalepia, bude mozné
presuvat’ systém ihiel a trubiciek v horizontalnom aj vertikalnom smere a realizovat’ tak

prvotni myslienku detekcie analytov.

Obr. 6-19 VTavo: ¢ip s ukazkou Casti mikrofluidického systému ,,komorok* ktorymi preteka
metylénova modra, vl'avo ukazka naplnenia v$etkych , komorok*

6.7 Diskusia

Druha séria PMMA mikrofluidickych ¢ipov ma premysleny dizajn. Metoda pouzitia
Kaptonu na téely vytvorenia 50 um hibky kanala a spojenie materialov sklo — PMMA
moze byt tiez povazované sa uspesné. Testovanie potvrdilo pouzitenost’ obidvoch
typov mikrofluidickych systémov pre dalSie analyzy. Detekcia biomarkerov
naviazanych na vhodne vybrané ,cross-linkery* by mohla podla prvotného névrhu
fungovat’ so systétmom ,,komdrok®. Upraveny névrh, v ktorom by mikrofluidickymi
kanalmi prechadzali iba vzorky analytov, by mohol byt pouzity so systémom

jednosmerovo orientovanych mikrofluidickych kandlov.
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7 ELEKTROCHEMICKE MERANIA

Cast’ pripravy diplomovej prace prebichala v ramci vymeny $tudentov v programe
Mechanické inzinierstvo na Nortwestern Polytehnical University, Xian, Cina. Tu bol
smer prace zamerany na testovanie eletrochemického systému (Obr. 7-1), potrebného
k samotnym elektrochemickym meraniam.

Obr. 7-1 Prenosny ,,lock-in“ elektrochemicky systém

Stucastou diplomovej prace bolo podielanie sa na priprave publikacie ohl'adom
daného systému ajeho zakladnom testovani. Data boli merané a spracovavané
spoluatormi v réznej miere, V niektorych pripadoch opakovane. Pre ziskanie
komplexného pohl'adu na problematiku boli v diplomovej praci pouZzité aj spolocné

vysledky.

7.1 Charakteristika ,,Jock-in*“ elektrochemického systému

K elektrochemickym meraniam bol pouZivany prenosny elektrochemicky systém na
Obr. 7-1, =zaloZzeny na metéde ,lock-in“ zosilovaca. Sucastou systému je
elektrochemicky Cip, ktory pozostava zo 64 elektrochemickych buniek. Tie st rozdelené
na 16 klastrov, kde kazdy klaster obsahuje 4 elektrochemické bunky (vid’. Obr. 7-2).
Konfugiracia elektrochemického systému je pripravena tak, aby mohol byt’ systém
skombinovany s mikrofluidickym ¢ipom na detekciu viacerych biomarkerov

z viacerych vzoriek.
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Obr. 7-2 Elektrochemicky ¢ip tvoreny 64 elektrochemickymi bunkami rozdelenymi do 16
klastrov po 4 elektrochemické bunky

7.2 Princip fungovania ,,Jlock-in* systému

Kazda elektrochemicka bunka je tvorena pseudoreferenénou a pracovnou elektrodou.
Pseudoreferencné elektrody su individudlne napédjané pulzmi so Stvorcovymi vlnami,
superponovanymi na pilovy signal pre cyklickGi voltametriu (Obr. 7-3). Pracovné
elektrédy zjedného klastra st spojené auzemnené cez virtudlnu zem operacného
zosilovaca. Tento konvertuje elektricky prud pracovnych elektrod lwe na napétie Vour.
Amplitida Voyr je nasledne opdt zosilnena druhym operacnym zosilovacom,
demultiplexovana a filtrovana filtrom s dolnou priepust’ou.
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Obr. 7-3 Excitané symetrické napitie v tvare pily s napitim v rozmedzi + 500 mV (vlavo) so

superponovanymi §tvorcovymi vinami s amplitidou= 200 mV (vpravo)
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Ku generovaniu pulzov boli pouzité 4 generatory, pricom kazdy pracoval na
rozdielnej frekvencii. Vd’aka tomu mohol byt vysledny signal demultiplexovany na 4
individualne signaly. Iba signal o danej frekvencii preSiel syst¢tmom. To robilo systém
vysoko imunnym voc¢i externému Sumu. Kazdy ,lock-in“ zosilova¢ mal navyse
pridanych 16 spinaov, Co rozSirilo moznosti merania systému na vSetkych 64
elektrochemickych bunkach. Elektrochemicka metdda s vyuzitim ,lock-in®“ systému
moze byt oznafena za cyklicku ,,lock-in“ voltametriu.

Systém je obsluhovany dvomi pocitatovymi aplikaciami. Prva aplikacia umozuje
nastavit’ parametre ,,lock-in* zosilovaca, t.j. 4 pracovné frekvencie. Druhou aplikaciou
sa prepina vyber 1 zo 16 spinacov. Takto mdze uzivatel merat’ signal zo vSetkych

senzorov, vzdy po bloku — klastri po 4 elektrochemickych buniek.

7.3 Vyroba elektrochemickych ¢ipov

Elektrochemické Cipy boli dizajnované pouzitim pokrocilého ndstroja na generovanie
nakresov [74] a pripravené v National Institute of Standards and Technology (NIST)
procesom zaloZzenom na planarnej litografii. Sklenené wafere s priemerom ~100 mm
boli pokryté tenkou ~20nm prilnavou vrstvou CrNi. Procesom ,physical vapor
deposition (PVD) bol vytvoreny tenky film ~200nm vrstvy Au (Obr. 7-4, A).
Nasledovala litografia s pouzitim ,,i-line” pozitivneho fotorezistu, vyvojky hydroxid
tetrametylamonny (TMAH) asuché leptanie zlatej vrstvy metodou ,,ion milling®.
Fotorezist bol odstraneny kyslikovou plazmou a ¢ip o€isteny. (Obr. 7-4, B).

Dalej boli wafere pokryté vrstvou HMDS kvoli zlepseniu adhézie povrchu
a metodou ,,plasma-enhanced chemical vapor deposition” (PECVD) vrstvou SiO; (Obr.
7-4, C). Pracovné apseudoreferencné elektrody, pady boli odhalené leptanim CHF;
plazmou. Vrstva SiO; bola pouzita k ochrane CrNi pred koroziou.

A

Obr. 7-4 Zjednoduseny model procesu pripravy elektrochemickych ¢ipov
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Vyroba elektrochemického ¢Cipu viedla k vytvoreniu ~2um medzere medzi
pracovnou a pseudoreferen¢nou elektrodou. Plocha pracovnej elektrody predstavuje
~5969 um®a pseudoreferenénej elektrody ~162879 pm?.

Obr. 7-5 A) Fotografia klastra so 4 elektrochemickymi bunkami so spojenymi pracovnymi
a separovanymi pseudoreferenénymi elektrodami. B) Detail elektrochemickej bunky
s povrchom pracovnej elektrody ~27x vacsim ako pseudoreferenénej elektrody

Wafere s vyrobenymi ¢ipmi boli narezané na samostatné Cipy s rozmermi ~18 x
~18 mm diamantovym kotic¢om (Kamea service for semiconductor industry, Piestany).
Nasledne bol z ¢ipov odstraneny rezist pouzitim chemikalie 1-metyl-2-pyrrolidon (NMP
stripper). Cipy boli oplachnuté izopropanolom, demineralizovanou vodou a osusené
dusikom. Nasledne boli rychloschnucim lepidlom Loctide prilepené na dosky plosného
spoja (PCB) anabondované hlinikovym drétom s priemerom ~25 um. Drétiky boli
chranené proti poskodeniu pri manipulacii nanesenou vrstvou tixotropného epoxidu.

7.4  Testovanie elektrochemického ¢ipu metodou CV

Testovanie elektrochemického ¢ipu metodou cyklckej voltametrie (CV) bolo potrebné
pre ziskanie referencnych dat a experimentdlne zistenie elektrochemicky aktivnej
plochy pracovnej elektrody. PCB bolo vlozené do elektrochemického systému s doskou
obsahujucou konvertor prudu na napidtie. Meranie prebehlo s pouzitim roztoku
Ks[Fe(CNg)] a K4[Fe(CNg] (Sigma Aldrich) s koncentraciou obidvoch zloziek =2,5 mM
v pufrovom roztoku ~0,1M KCI (Fe**/Fe**). Namerané CV krivky st na Obr. 7-6.
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Obr. 7-6 Krivky z cyklickej voltametre testované v ~2,5 mM Fe?*/Fe** roztoku pri rychlostiach
skenovania 5 mV-s™az 1000 mV-s™ [material z publikacie]

Od¢itana hodnota amplitudy elektrického prudu (Iweo) bola vykreslena ako funkcia
odmocniny skenovacej rychlostivv (Obr. 7-7). Linearna regresia vykazovala takmer
dokonalé¢ fitovanie vV celom rozmedzi zobrazenych CV kriviek, t.j do 1000 mV-s™, so
sklonom (0.217 + 0.001) pA-mV **-s%° (priemer a §tandardna odchylka).

2.5

00 02 04 06 08 1.0
0.5, 05 -0.5
v (Vs )

Obr. 7-7 Od¢itané hodnoty Iweo linerarne proporcionalne vv [material z publikacie]
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Podl'a Randles-Sevéikovej rovnice tak mohla byt vypo¢itana aktivna plocha
Tento jav bol pravdepodobne spdsobeny samotnou vyrobou elektrochemickych buniek,
kedy medzi pracovnou a referen¢nou elektrodou vznikla mala 2pm medzera. Elektrody

preto vykazuju ¢iastocne mikroelektrédové spravanie.

7.5  Testovanie elektrochemického systému

Pred samotnym meranim Kriviek cyklickej ,,lock-in“ voltametrie (CLV) s pouzitim
,lock-in“ systému, bolo potrebné optimalizovat’ jeho parametre. V systéme existuju dve
sady pulzov, prvy prendsa pulzy na elektrochemické bunky a druhy referencny je
pouzity Kk demultiplexovaniu signalu. Idealny ¢asovy posun medzi nimi bol
experimentdlne overeny a posudeny podla zisku najlepSicho vytazku signdlu na
hodnotu 28 ps. Zarovein bolo testované nastavenie frekvencii 4 generatorov. Frekvencie,
ani ich vysSie harmonické, by sa nemali rovnat, pretoze by dochadzalo k vzniku
neziaduceho rusenia. Vhodnymi sa javilo nastavenie frekvencii na 970, 1001, 1030
a 1060 Hz. [75]

Pre testovanie boli vyrobené dva elektrochemické systémy. Bolo zistené, ze pre
druhy systém je vhodnejSie pouzit’ frekvencie generatorov nastavené na 881, 997, 1017
a 1030 Hz.

7.6  Testovanie elektrochemického ¢ipu metédou CLV

CLV testovanie prebehlo za pouzitia ~2,5mM roztoku Fe*/Fe** pri roznych
skenovacich rychlostiach. Na pseudoreferenéné elektrody bol vkladany symetricky
signal v tvare pily S miniméalnou a maximalnou hodnotou nastavenou na -500 mV
a +500 mV.

Na Obr. 7-8 je zobrazeny vysledok CLV testovania jedného kanala. Spravanie
systétmu je podobné ako v predchadzajicom pripade na Obr. 7-6 S odstranenim
superponovanej sigmoidalnej krivky az do rychlosti skenovania nastavenej na hodnotu
400 mV-s™. Pri rychlosti skenovania nastavenej na hodnotu 1000 mV-s™ dochadza
k dominancii nabijacicho pradu a skenovanie systému s vys$Sou rychlost'ou skenovania
nie je potrebné.
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Obr. 7-8 Krivky z CLV testované v ~2,5mM Fe?'/Fe*" roztoku pri rychlostiach skenovania
5mV-staz 1000 mV-s™

Dal§imi meraniami bola sledovana reprodukovatelnost’ systému (Obr. 7-9). Pri
sledovani odozvy vSetkych 16 kanalov bola odhalend nepracujica elektrochemicka
bunka. Nakolko je kazdy klaster tvoreny 4 elektrochemickymi bunkami, bolo
jednoduché takuato odlisnost’ detekovat’. Oxida¢ny Iwe (lweo) @ jeho potencial (Eg) mali
hodnoty v poradi (priemer a standardna odchylka) (0.256 + 0.033) pA a (0.151 =+
0.002) V. Redukény Iwe (lwer) @ jeho potencial (Eg) (—0.223 + 0.025) pA a (0.044 +
0.003) V.

CLV 4 elektrochemickych buniek zjedného klastra malo hodnoty v poradi
(priemer =+ §tandadna odchylka) lweo (0.253 + 0.006) pA a Eo (0.155 £ 0.006) V a
lwer @ jeho Eg (<0.241 + 0.011) pA a (0.0471 = 0.003)V.
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Obr. 7-9 Krivky z CLV testované v~2,5 mM Fe*/Fe*" roztoku: vlavo CLV 15 klasterov,
vpravo CLV klasteru ¢&. 6 pri rychlostiach skenovania nastavenych na 200 mV-s™
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Pri testovani elektrochemickych cipov sa zistilo, ze na niektorych kusoch je
nedoleptana vrstva SiO,, ktora znemoznuje ich testovanie. Vrstva oxidu
s predpokladanou hriibkou 10 — 20 nm vytvarala pri sledovani mikroskopom vizualny
dojem popraskaného skla. Cipy boli doleptané suchym leptanim CHF3 , reactive ion
etching® (RIE).

Obr. 7-10 Detail ¢ipu s nedoleptanou vrstvou SiO,

7.7 1L generacia ,,lock-in” elektrochemického systému

Novy ,,lock-in” systém (Obr. 7-11) ma oproti predchadzajicemu systému niekol'ko
vyhod. V novom systéme je mozné nastavenie SirSieho spektra frekvencii. Systém
obsahuje vstavany generator napétia a umoziiuje nastavenie parametrov priebehu CV
astripovacej voltametrie. Dal§imi vyhodami si moznosti pripojenia k osobnému
pocitatu pomocou USB konektoru, ktory ovlada systém cez jednu aplikaciu a tiez
konektivita vstupov a vystupov systému realizovana cez SMA kable.

Spociatku mal systém nedostatky, ktoré bolo mozné opravit na dialku
preprogramovanim pomocou programatora PICKit3 a integrovaného programovacieho
prostredia MPLAB IPE (Microchip).
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Obr. 7-11 1I. generacia ,,lock-in“ elektrochemického systému

7.8  Detekcia cysteinu

Za ucelom detekovat’ pomocou elektrochemického systému redlnu vzorku, boli
pomocou nového ,,lock-in* systému zmerané CV (Obr. 7-120br. 7-13) a DPV (Obr.
7-14 a Obr. 7-15) s modelovou latkou cystein.

Roztok bol pripraveny zmieSanim ~0,04M cysteinu S Britton-Robinson pufrom
(hodnota pH ~3) v pomere 1:10 a 1:20. Na pseudoreferencné elektrody bol vkladany
symetricky signal vtvare pily s minimalnou a maximalnou hodnotou napétia
nastavenou na -200 mV a+1300 mV pre CV. Nakolko novy syst¢ém umoziuje
nezavislé zapinanie a vypinanie generatorov, frekvencia jedného z generatorov bola
nastavena na hodnotu 2000 Hz, ¢o zodpoveda periode 500 ps. Dizka pulzov bola

nastavena na polovicu periody, vdaka comu systém fungoval v rezime merania DPV.

V praci st uvedené spracovania CV kriviek pre pufer (Obr. 7-12) a roztok cysteinu
s pufrom (Obr. 7-13), nasledne DPV kriviek pre pufer (Obr. 7-14) aroztok cysteinu
s pufrom (Obr. 7-15). Vysledné krivky by mali byt spravne prevratené podla osi vy,

nakol’ko signal prechadzal v systéme operatorom v invertujuicom mode.

Pri porovnani kriviek pufrov a pufrov s cysteinom, je mozné pozorovat’ oxidacny
pik cysteinu pri hodnote napétia okolo 1,3 V. Meranie kriviek s cysteinom zmieSanym
v pomere 1:20 nezobrazovalo oxida¢ny ani redukény pik. Dovodom slabej
elektrochemickej odozvy v celom merani bolo pravdepodobne pouzitie starého roztoku

cysteinu.
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Obr. 7-12 CV krivky pufru Britton-Robinson
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Obr. 7-13 CV krivky ~0,04M cysteinu v pufri Britton-Robinson v pomere 1:10, Sipka oznacuje

najepsie viditel'ny oxidac¢ny pik

69



5mV/
2 4 ] — 10mmVs/s
— 20 mV/s
50 mV/s
2.1 T oomve
—— 400 mV/s
2 800 mV/s
> 1.8
=
— 1.5-
1 .2 T T T 1
-0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
VPRE (V)
Obr. 7-14 DPV krivky pufru Britton-Robinson
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Obr. 7-15 DPV krivky ~0,04M cysteinu v pufri Britton-Robinson v pomere 1:10, sipka

oznacuje najepsie vidite'ny oxidacny pik
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7.9 Diskusia

V kapitole su prezentované informacie o inovativnom elektrochemickom systéme.
Vdaka pouzitiu ,,lock-in“ zosilovaca mohol systém sucasne detekovat signal zo 4
elektrochemickych buniek. K meraniu bol navyse pouzity -elektrochemicky &ip
pozostavajici az zo 64 elektrochemickych buniek.

Testovanim systému bez ,,lock-in“ zosilovacéa, s pouzitim Standardného roztoku
Fe?*/Fe®* skoncentraciou ~25 mM bolo zistené, ze elektrody vykazuji
mikroelektrodové spravanie. Dokazom bola aj niekolkonasobne vécsia vypocitana
hodnota aktivnej plochy pracovnej elektrody, na zaklade Randles-Sevéikovej rovnice,
V porovnani s realnou geometrickou hodnotou. Jav bol pravdepodobne sposobeny 2um
medzerou medzi pracovnou a pseudoreferenc¢nouu elektrodou.

Po optimalizacii parametrov elektrochemického systému, t.j. nastaveni parametrov,
pri ktorych bol ziskany najlepsi vytazok signalu, bol tento testovany metédou CLV.
Bolo zistené, Ze systém ma dobru reprodukovatelnost’. Odozva 4 elektrochemickych
buniek z jedného zhluku, v podobe CLV kriviek, je takmer identickd. Pri porovnani
odozvy 16 elektrochemickych buniek je vidideI'na mierna odlisnost’ odozvy jedného
z klastrov od priemeru. Dévodom odli§nosti by mohol byt rozdiel v dizke cesty medzi
elektrodami a padmi medzi elektrodami. Nedoleptanie vrstvy SiO2 je v tomto pripade
malo pravdepodobné, pretoze elektrody v jednom klastri mali rovnaky priebeh kriviek.

S vyrobou nového ,lock-in“ systému ma experimentator viac vol'nosti pri volbe
nastaveni systému. Vyrobeny systém mal zo zaciatku zavady, z ktorych vicSina bola po
komunikacii s vyrobcom odstranena. K vyuzitiu vsetkych funkcii, ktoré by systém mal
obsahovat, je ale potrebnych niekol’ko dal§ich uprav nasledovanych podrobnymi

testami systému pre optimalizaciu parametrov systému.

Na novom systéme bola detekovana redlna vzorka cysteinu metédou CV a DPV.

Detekovanie biomarkerov po zvazeni ¢asovej naro¢nosti merania nebolo uskuto¢nené.
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ZAVER

Cielom prace bola analyza problematiky detekcie biologickych analytov -
rakovinovych biomarkerov pomocou pulznych metéd s vyuzitim mikrofluidického Cipu.
Realne praca obsahuje riesenia niektorych krokov veducich k takejto detekcii a reserse
v danych oblastiach.

K detekcii biomarkerov, ktora by mala dostato¢nu vypovednu hodnotu, by bolo
Z Casového hladiska pravdepodobne potrebné pracovat’ s komercénymi elektrodami
a systémom na meranie umoziujucim meranie CV a nasledne aj DPV ato pri pouziti
beznych objemov vzoriek. Druhou moznost'ou by bolo pouzitie komeréne dostupnych

mikroCipov a systémov na meranie.

Diplomovéa praca mala charakter redlneho vyskumu, ktorého vysledkom bude
publikacia, ktora je momentalne v stave upravovania pripomienok od recenzentov.
Preto sa zadanie vyvijalo v zavislosti od potrieb, ktoré¢ sa objavili pocas rieSenia
zadania. Na vyvoji systému a metodiky merania pracovala skupina Studentov
a doktorantov. Nakol'ko sa jednd o medziodborovli tému, niektoré kroky boli
konzultované s d’al$imi odbornikmi pre konkrétnu problematiku.

V praci bol popisany vyznam biomarkerov pri rakovinovom ochoreni
s detailnejSim popisom prostatického $pecifického antigénu — PSA. Ten je povaZovany
za najvhodnejsi biomarker k detekcii rakoviny v skorom §tadiu, konkrétne karcindmu

prostaty. Biomarker sa v praxi pouziva pri screeningu cielenej skupiny pacientov.

Teoreticka Cast’ diplomovej prace obsahuje aj kapitoly so zakladnymi informéciami
potrebnymi K zorientovaniu sa v problematike ohl'adom pouzivanej elektrochemickej
metody k detekcii analytov — voltametrii a 0 mikrofluidickych systémoch.

Praca navrhuje niekolko rieSeni mikrofluidickych systémov, ktoré moézu byt

pouzité v spojeni s elektrochemickym systémom k detekcii niekol’kych biomarkerov.

Na =zaCiatku bola praktickd cast prace sustredend najmid na vytvorenie
mikrofluidického ¢ipu, ktory by ako platforma pre elektrochemicky €ip usmeriioval
prad kvapaliny podl'a potreby experimentu. Prvotne bol systém vytvoreny z materialu
typického na vyrobu prototypov mikrofluidickych systémov — z PDMS. Na vymennom
pobyte Studentov v ramci diplomovej prace bol tento materidl zmeneny podla
dostupnosti CNC obrabacich nastrojov na materill PMMA. Rovnako boli zmenené
techniky k vyrobe Cipov suvisiace s vyberom materialu; najprv pouzivana metoda ,,soft*
litografie pre PDMS, neskor mikroobrabanie PMMA platu CNC néstrojom.

Po tom, ako boli externe vyrobené a narezané elektrochemické Cipy, prebiehalo ich
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zakladné testovanie, na ktorom sa v réznej miere podiel’al cely tim. Z dévodu potreby
poznat’ spravanie novych elektrochemickych buniek, t.j. pracovnej a pseudoreferencne;j
elektrody i celého elektrochemického systému s ,,lock-in“ zosilovacom, postupovalo sa
pri merani vzdy od najzakladnejsich metod. Cipy tak boli najprv opticky kontrolované,
nasledne testované so §tandardnym roztokom Fe?*/Fe** s roznymi pripravenymi
koncentraciami, najprv zakladnou voltametrickou metédou CV, potom DPV. K meraniu
bol spociatku pouzity komercne dostupny systém pAutolab III Potentiostat/galvanostat
(Metrohm AG), neskor elektrochemicky systém s konvertorom pradu pracovnej
elektrody lwe na napétie Voyt. AZ po tychto meraniach sa zacalo pracovat’ s ,,lock-in“

zosilovacom elektrochemického systému.

V praci bol prezentovany prenosny elektrochemicky systém pre detekciu
biologickych vzoriek. Jedine¢nost' systému spociva v pouziti ,lock-in“ amplifikacie,

vd’aka ktorej je mozné merat’ signal zo 4 elektrochemickych buniek sucasne.

Inovativnym prvkom bol tiez samotny elektrochemicky Cip s velkost'ou iba ~18 x
~18 mm a obsahom 64 -eclektrochemickych buniek rozdelenych do 16 klastrov.
Dvojelektrodovy systém ma medzi pracovnou a pseudoreferencnou elektrodou
prstencovych tvarov 2um medzeru sposobujicu mikroelektrédové spravanie pracovnej
elektrody. Toto chovanie potvrdil aj 6,3 nasobok rozmeru aktivnej plochy vypocitanej
na zaklade merani oproti realnej ploche.

K testovaniu systému bol pouzity $tandardny rozotok Fe®*/Fe®*. Systém vykazoval
dobrt reprodukovatelnost’. Elektrochemické bunky jedného klastru mali takmer Uplne
totozné vysledky detekcie. V pripade vyskytu nefungujicej elektrochemickej bunky by
tak doslo k jej rychlemu odhaleniu.

Testovany bol tieZ novy ,lock-in“ systém. Po merani Fe?*/Fe** nasledovala
detekcia redlnej vzorky cysteinu. V merani by bolo vhodné pokrac¢ovat’ a pripravit’ viac

koncentracii roztokov s Cerstvim cysteinom.

Dalsim krokom vyvoja elektrochemického systému bude kombinécia
s mikrofluidickou platformou a funkcionalizovanie systému vhodnymi molekulami
k detekcii proteinovych biomarkerov alebo biomarkerov s povahou nukleovych kyselin.
TieZ bude potrebné pokracovat’ s meraniami na novom ,lock-in“ systéme, ktory
poskytuje viac moznosti v nastaveniach systému. K vyuzitiu vSetkych funkcii, ktorymi
by systtm mohol operovat, je potrebné vykonat nickol’ko tuprav od
vyrobcu, optimalizacii a testov.

73



LITERATURA

[1]  World Health Organization [online]. 2017 [cit. 2017-04-06]. Cancer: Fact sheet.
Dostupné z: <http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/en/>

[2] FRANK, R. a R. HARGREAVES Clinical biomarkers in drug discovery and
development. Nature Reviews Drug Discovery [online]. 2003, ro¢. 2, ¢. 7, s. 566-580.
[cit. 2017-05-17]. DOI 10.1038/nrd1130. ISSN 1474-1776. Dostupné z:
<https://doi.org/10.1038/nrd1130>

[3] Z., ADAM, KREJCI M. a VORLICEK J. Obecnd onkologie. 1. vyd. Praha:
Galén, 2011. 394 s. ISBN 978-80-7262-715-8.

[4] MITRA, S. K. a S. CHAKRABORTY Microfluidics and Nanofluidics
Handbook: Fabrication, Implementation, and Applications. Boca Raton: CRC Press,
Taylor & Francis Group, 2012. 641 s. ISBN 978-143-9816-738.

[5] LUO, X. L. a J. J. DAVIS Electrical biosensors and the label free detection of
protein disease biomarkers. Chemical Society Reviews [online]. 2013, ro¢. 42, ¢. 13, s.
5944-5962. [cit. 2017-05-17]. DOI 10.1039/c3cs60077g. ISSN 0306-0012. Dostupné z:
<https://doi.org/10.1039/c3cs60077g>

[6] PHEENEY, C. G.,, A. R. ARNOLD, M. A. GRODICK, et al. Multiplexed
Electrochemistry of DNA-Bound Metalloproteins. Journal of the American Chemical
Society [online]. 2013, ro¢. 135, ¢. 32, s. 11869-11878. [cit. 2017-05-17]. DOI
10.1021/ja4041779. ISSN 0002-7863. Dostupné zZ:
<https://dx.doi.org/10.1021%2Fja4041779>

[7] DOLL, R. a R. PETO THE CAUSES OF CANCER - QUANTITATIVE
ESTIMATES OF AVOIDABLE RISKS OF CANCER IN THE UNITED-STATES
TODAY. Journal of the National Cancer Institute [online]. 1981, ro¢. 66, ¢. 6, s. 1191-
1308. [cit. 2017-05-17]. DOI ISSN 0027-8874. Dostupné zZ:
<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7017215#>

[8] COFFEY, J. C., J. H. WANG, M. J. F. SMITH, et al. Excisional surgery for
cancer cure: therapy at a cost. Lancet Oncology [online]. 2003, ro¢. 4, ¢. 12, s. 760-768.
[cit. 2017-05-17]. DOI 10.1016/s1470-2045(03)01282-8. ISSN 1470-2045. Dostupné z:
<http://dx.doi.org/10.1016/S1470-2045(03)01282-8>

[91 ATKINSON, A.J., W. A. COLBURN, V. G. DEGRUTTOLA, et al. Biomarkers
and surrogate endpoints: Preferred definitions and conceptual framework. Clinical
Pharmacology & Therapeutics [online]. 2001, ro¢. 69, ¢. 3, s. 89-95. [cit. 2017-05-17].
DOI 10.1067/mcp.2000.113989. ISSN 0009-9236. Dostupné z:
<https://doi.org/10.1067/mcp.2001.113989>

[10] CHATTERIEE, S. K. a B. R. ZETTER Cancer biomarkers: knowing the present
and predicting the future. Future oncology (London, England) [online]. 2005, ro¢. 1, ¢.
1, s. 37-50. [cit. 2017-05-17]. DOI 10.1517/14796694.1.1.37. ISSN 1479-6694.
Dostupné z: <https://doi.org/10.1517/14796694.1.1.37>

74


http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/en/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7017215
http://dx.doi.org/10.1016/S1470-2045(03)01282-8

[11] BENSALAH, K., F. MONTORSI a S. F. SHARIAT Challenges of cancer
biomarker profiling. European Urology [online]. 2007, ro¢. 52, €. 6, s. 1601-1609. [cit.
2017-05-17]. DOI 10.1016/j.eururo.2007.09.036. ISSN 0302-2838. Dostupné z:
<dx.doi.org/10.1016/j.eururo.2007.09.036>

[12] ANDRE, F. a L. PUSZTAI Molecular classification of breast cancer:
implications for selection of adjuvant chemotherapy. Nature Clinical Practice Oncology
[online]. 2006, ro¢. 3, €. 11, s. 621-632. [cit. 2017-05-17]. DOI 10.1038/ncponc0636.
ISSN 1743-4254. Dostupné z: <https://doi.org/10.1038/ncponc0636>

[13] DALTON, W. S. a S. H. FRIEND Cancer biomarkers - An invitation to the
table. Science [online]. 2006, ro¢. 312, ¢. 5777, s. 1165-1168. [cit. 2017-05-17]. DOI
10.1126/science.1125948. ISSN 0036-8075. Dostupné zZ:
<https://doi.org/10.1126/science.1125948>

[14] COLLINS, F. S. a H. VARMUS A New Initiative on Precision Medicine. New
England Journal of Medicine [online]. 2015, ro¢. 372, ¢. 9, s. 793-795. [cit. 2017-05-
17]. DOl  10.1056/NEJMp1500523. ISSN  0028-4793.  Dostupné  z:
<https://doi.org/10.1056/NEJMp1500523>

[15] S., SVOBODOVA, PESTA M., TOPOLCAN O., et al. Biomarkery v onkologii.
Brno: Tribun EU, 2012. 40 s. ISBN 978-80-263-0324-4.

[16] PRITZKER, K. P. H. Cancer biomarkers: Easier said than done. Clinical
Chemistry [online]. 2002, ro¢. 48, ¢. 8, s. 1147-1150. [cit. 2017-05-17]. DOI ISSN
0009-9147. Dostupné z: <https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12142366>

[17] Masarykiv onkologicky ustav: Oddeéleni laboratorni techniky [online]. 2017 [cit.
2017-04-07]. Vyuziti nadorovych markertt v klinické praxi - doporuceni odbornych
spolec¢nosti. Dostupné z: <https://www.mou.cz/olm-vyuziti-nadorovych-markeruv-
klinicke-praxi-doporuceni-odbornych-spolecnosti/f813>

[18] PALECEK, E., J. TKAC, M. BARTOSIK, et al. Electrochemistry of
Nonconjugated Proteins and Glycoproteins. Toward Sensors for Biomedicine and
Glycomics. Chemical Reviews [online]. 2015, ro¢. 115, €. 5, s. 2045-2108. [cit. 2017-
05-17]. DOI 10.1021/cr500279h. ISSN 0009-2665. Dostupné z:
<http://dx.doi.org/10.1021/cr500279h>

[19] PEZARO, C., H. H. WOO a I. D. DAVIS Prostate cancer: measuring PSA.
Internal Medicine Journal [online]. 2014, roc. 44, ¢. 5, s. 433-440. [cit. 2017-05-17].
DOI 10.1111/imj.12407. ISSN 1444-0903. Dostupné z:
<https://doi.org/10.1111/imj.12407>

[20] ARMBRUSTER, D. A PROSTATE-SPECIFIC ~ ANTIGEN -
BIOCHEMISTRY, ANALYTICAL METHODS, AND CLINICAL-APPLICATION.
Clinical Chemistry [online]. 1993, ro¢. 39, ¢. 2, s. 181-195. [cit. 2017-05-17]. DOI
ISSN 0009-9147. Dostupné z: <https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7679336>

[21] ANGELIS, G., H. G. RITTENHOUSE, S. D. MIKOLAICZYK, et al. Twenty
Years of PSA: From Prostate Antigen to Tumor Marker. Rev Urol [online]. 2007, ro€. 9,
¢. 3, s. 113-123. [cit. 2017-05-17]. DOl ISSN 1523-6161 Dostupné z:
<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17934568>

75


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12142366
http://www.mou.cz/olm-vyuziti-nadorovych-markeruv-klinicke-praxi-doporuceni-odbornych-spolecnosti/f813
http://www.mou.cz/olm-vyuziti-nadorovych-markeruv-klinicke-praxi-doporuceni-odbornych-spolecnosti/f813
http://dx.doi.org/10.1021/cr500279h
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7679336
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17934568

[22] TORMEY, W. P. The complexity of PSA interpretation in clinical practice.
Surgeon-Journal of the Royal Colleges of Surgeons of Edinburgh and Ireland [online].
2014, ro¢. 12, ¢. 6, s. 323-327. [cit. 2017-05-17]. DOI 10.1016/j.surge.2014.04.003.
ISSN 1479-666X. Dostupné z: <https://doi.org/10.1016/j.surge.2014.04.003>

[23]  Elektroanalytické metody: sbornik predndsek z kurzu. 1. vyd. Cesky Té&sin: 2
Theta, 2001. 316 s. ISBN 80-86380-07-6.

[24] WANG, J. Analytical Electrochemistry. 3 vyd. New Jersey: Wiley-VCH, 2006.
250 s. ISBN 978-0-471-67879-3.

[25] Nobel Media AB [online]. 2017 [cit. 2017-04-07]. Jaroslav Heyrovsky - Facts.
Dostupné Z:
<http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/1959/heyrovsky-
facts.htm|>

[26] KIZEKR. [online]. 2011 [cit. 2017-04-07]. Bioelektrochemie a nanotechnologie:
Instrukéni a studijni materialy. Dostupné zZ:
<http://www.umel.feec.vutbr.cz/nanoteam/03.php?deta=28>

[27] HEYROVSKY, J. a P. ZUMAN Practical Polarography: An Introduction for
Chemistry Students. New York: Academic Press Inc., 1968. 237 s. ISBN 978-1-4832-
2746-7.

[28] F., OPEKAR, JELINEK I, RYCHLOVSKY P., et al. Zdikladni analytickd
chemie pro studenty, pro néz analyticka chemie neni hlavnim studijnim oborem. 1. vyd.
Praha: Karolinum, 2002. 201 s. ISBN 80-246-0553-8.

[29] ZUTSHI, K. Introduction to Polarography and Allied Techniques. 2.
prepracované vyd. New Delhi: New Age International, 2006. 284 s. ISBN 978-81-224-
1791-3.

[30] F., SCHOLZ Electroanalytical Methods: Guide to Experiments and
Applications. 2 vyd. Berlin: Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 2010. 359 s. ISBN 978-
3-642-02914-1.

[31] SEILER, H., A. SIGEL a H. SIGEL Handbook on Metals in Clinical and
Analytical Chemistry. New York: M. Dekker, 1994. 940 s. ISBN 0-8247-9094-4.

[32] COMPTON, R.G. a C.E. BANKS Understanding Voltammetry. 2 vyd. London:
Imperial College Press, 2011. 429 s. ISBN 978-184-8165-854.

[33] KISSINGER, PETER T. a WILLIAM R. HEINEMAN Cyclic voltammetry.
Journal of Chemical Education [online]. 1983, roc. 60, ¢. 9, s. 702. [cit. 2017-05-17].
DOI 10.1021/ed060p702. ISSN 0021-9584. Dostupné z:
<http://dx.doi.org/10.1021/ed060p702>

[34] Univerzita Palackého v Olomouci, Katedra fyzikalni chemie [online]. [cit. 2017-
10-04]. Cyklickd  voltametrie. = Skripta  fyzikdlni chemie. Dostupné¢ z:
<fch.upol.cz/skripta/pok1/Cyklicka_voltametrie.pdf>

[35] Univerzita Karlova, Matematicko-fyzikdlni fakulta, Katedra fyziky povrchit a
plazmatu [online]. [cit. 2017-04-10]. Cyklickd voltametrie. Dostupné z:
<http://physics.mff.cuni.cz/kfpp/povrchy/metoda/cv>

76


http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/1959/heyrovsky-facts.html
http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/1959/heyrovsky-facts.html
http://www.umel.feec.vutbr.cz/nanoteam/03.php?deta=28
http://dx.doi.org/10.1021/ed060p702
http://physics.mff.cuni.cz/kfpp/povrchy/metoda/cv

[36] BARD, A.J. aL.R. FAULKNER Electrochemical Methods: Fundamentals and
Applications. 2. vyd. New York: John Wiley & Sons, 2001. ISBN 978-0471043720.

[37] THOMAS, F. G. a G. HENZE Introduction to Voltammetric Analysis: Theory
and Practice. Collingwood: CSIRO Publishing, 2001. 264 s. ISBN 978-06-431-0264-4.

[38] SMEJKAL, P. a F. FORET Mikrofluidika v bioanalytické instrumentaci.
Chemicke Listy [online]. 2012, ro¢. 106, ¢. s. 104-112. [cit. 2017-05-17]. DOI ISSN
1213-7103. Dostupné z: <www.chemicke-listy.cz/docs/full/2012_02_104-112.pdf>

[39] SQUIRES, T. M. a S. R. QUAKE Microfluidics: Fluid physics at the nanoliter
scale. Reviews of Modern Physics [online]. 2005, ro¢. 77, €. 3, s. 977-1026. [cit. 2017-
05-17]. DOl 10.1103/RevModPhys.77.977. ISSN  0034-6861. Dostupné z:
<https://doi.org/10.1103/RevModPhys.77.977>

[40] WHITESIDES, GEORGE M. The origins and the future of microfluidics.
Nature [online]. 2006, ro¢. 442, ¢. 7101, s. 368-373. [cit. 2017-05-17]. DOI
10.1038/nature05058. ISSN 00280836. Dostupné z:
<https://doi.org/10.1038/nature05058>

[41] DITTRICH, P. S. a A. MANZ Lab-on-a-chip: microfluidics in drug discovery.
Nature Reviews Drug Discovery [online]. 2006, ro¢. 5, ¢. 3, s. 210-218. [cit. 2017-05-
17]. DOI 10.1038/nrd1985. ISSN 1474-1776. Dostupné A
<http://dx.doi.org/10.1038/nrd1985>

[42] HRAZDIRA, I.aV. MORNSTEIN Lékarska biofyzika a pristrojova technika. 1.
vyd. Brno: Neptun, 2001. 381 s. ISBN 80-902-8961-4.

[43] FOLCH, A. Introduction to BIoOMEMS. 1. vyd. Boca Raton: CRC Press, 2016.
528 s. ISBN 978-1-43981-839-8.

[44] COOKSEY, G. A, C. G. SIP a A. FOLCH A multi-purpose microfluidic
perfusion system with combinatorial choice of inputs, mixtures, gradient patterns, and
flow rates. Lab on a Chip [online]. 2009, ro¢. 9, ¢. 3, s. 417-426. [cit. 2017-05-17]. DOI
10.1039/b806803h. ISSN 1473-0197. Dostupné z: <https://doi.org/10.1039/b806803h>

[45] TENG, J., J. CHU, CH. LIU, et al. Fluid Dynamics in Microchannels. Fluid
Dynamics, Computational Modeling and Applications. [online]. 2012, ro¢. ¢. s. [cit.
2017-05-17]. DOl 10.5772/28336. ISSN 978-953-51-0052-2. Dostupné z:
<http://www.intechopen.com/books/fluid-dynamics-computational-modeling-and-
applications/fluid-dynamics-in-microchannels>

[46] RANDS, C., B. W. WEBB a D. MAYNES Characterization of transition to
turbulence in microchannels. International Journal of Heat and Mass Transfer [online].
2006, ro¢. 49, ¢ 17-18, s.  2924-2930. [cit. 2017-05-17]. DOI
10.1016/j.ijheatmasstransfer.2006.02.032. ISSN 0017-9310. Dostupné zZ:
<http://doi.org/10.1016/j.ijheatmasstransfer.2006.02.032>

[47] LABEED, F.H. a H.O. FATOYINBO Microfluidics in Detection Science: Lab-
on-a-chip Technologies. Royal Society of Chemistry, 2014. 281 s. ISBN 978-1-84973-
638-1.

77


http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2012_02_104-112.pdf
http://dx.doi.org/10.1038/nrd1985
http://www.intechopen.com/books/fluid-dynamics-computational-modeling-and-applications/fluid-dynamics-in-microchannels
http://www.intechopen.com/books/fluid-dynamics-computational-modeling-and-applications/fluid-dynamics-in-microchannels
http://doi.org/10.1016/j.ijheatmasstransfer.2006.02.032

[48] ALRIFAIY, A., O. A. LINDAHL a K. RAMSER Polymer-Based Microfluidic
Devices for Pharmacy, Biology and Tissue Engineering. Polymers [online]. 2012, ro¢.
4, ¢. 3, s. 1349-1398. [cit. 2017-05-17]. DOI 10.3390/polym4031349. ISSN 2073-4360.
Dostupné z: <http://dx.doi.org/10.3390/polym4031349>

[49] LI, D. Electrokinetics in Microfluidics. 2 vyd. Oxford: Academic Press, 2004.
652 s. ISBN 978-00-805-3074-1.

[50] STONE, H. A, A. D. STROOCK a A. AJDARI Engineering flows in small
devices: Microfluidics toward a lab-on-a-chip. Annual Review of Fluid Mechanics
[online]. 2004, ro¢. 36, ¢ s.  381-411. [cit. 2017-05-17]. DOl
10.1146/annurev.fluid.36.050802.122124. ISSN  0066-4189.  Dostupné  z:
<https://doi.org/10.1146/annurev.fluid.36.050802.122124>

[51] TESAR, V. Mikrofluidika. AUTOMA [online]. 2008, ro¢. 8, &. 10, s. 6 - 9. [cit.
2017-05-17]. DOl ISSN 1210-9592. Dostupné z:
<http://www.odbornecasopisy.cz/res/pdf/37953.pdf>

[52] SHAIKH, K. A., K. S. RYU, E. D. GOLUCH, et al. A modular microfluidic
architecture for integrated biochemical analysis. Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America [online]. 2005, ro¢. 102, ¢. 28, s. 9745-9750.
[cit. 2017-05-17]. DOI 10.1073/pnas.0504082102. ISSN 0027-8424. Dostupné z:
<https://dx.doi.org/10.1073%2Fpnas.0504082102>

[53] LASER, D. J. a J. G. SANTIAGO A review of micropumps. Journal of
Micromechanics and Microengineering [online]. 2004, ro¢. 14, ¢. 6, s. R35-R64. [cit.
2017-05-17]. DOI 10.1088/0960-1317/14/6/r01. ISSN 0960-1317. Dostupné z:
<http://dx.doi.org/10.1088/0960-1317/14/6/R01>

[54] NGUYEN, N. T. a Z. G. WU Micromixers - a review. Journal of
Micromechanics and Microengineering [online]. 2005, ro¢. 15, ¢. 2, s. 3263-3287. [cit.
2017-05-17]. DOl 10.1088/0960-1317/15/2/r01. ISSN 0960-1317. Dostupné z:
<https://dx.doi.org/10.3390%2Fijms12053263>

[55] BEEBE, D. J., G. A. MENSING a G. M. WALKER Physics and applications of
microfluidics in biology. Annual Review of Biomedical Engineering [online]. 2002, roc.
4, ¢ s. 261-286. [cit. 2017-05-17]. DOI 10.1146/annurev.bioeng.4.112601.125916.
ISSN 1523-9829. Dostupné Z:
<https://doi.org/10.1146/annurev.bioeng.4.112601.125916>

[56] BECKER, H. a L. E. LOCASCIO Polymer microfluidic devices. Talanta
[online]. 2002, ro¢. 56, ¢. 2, s. 267-287. [cit. 2017-05-17]. DOI 10.1016/s0039-
9140(01)00594-x. ISSN 0039-9140. Dostupné z: <https://doi.org/10.1016/S0039-
9140(01)00594-X>

[57] ABGRALL, P. a A. M. GUE Lab-on-chip technologies: making a microfluidic
network and coupling it into a complete microsystem - a review. Journal of
Micromechanics and Microengineering [online]. 2007, roc¢. 17, €. 5, s. 15-49. [cit. 2017-
05-17]. DOI 10.1088/0960-1317/17/5/R01. ISSN 0960-1317. Dostupné z:
<https://doi.org/10.1088/0960-1317/17/5/R01>

78


http://dx.doi.org/10.3390/polym4031349
http://www.odbornecasopisy.cz/res/pdf/37953.pdf
http://dx.doi.org/10.1088/0960-1317/14/6/R01

[58] BECKER, H. a C. GARTNER Polymer microfabrication technologies for
microfluidic systems. Analytical and Bioanalytical Chemistry [online]. 2008, ro¢. 390,
¢. 1, s. 89-111. [cit. 2017-05-17]. DOI 10.1007/s00216-007-1692-2. ISSN 1618-2642.
Dostupné z: <https://doi.org/10.1007/s00216-007-1692-2>

[59] TSAO, CHIA-WEN a DON L. DEVOE Bonding of thermoplastic polymer
microfluidics. Microfluidics and Nanofluidics [online]. 2009, ro€. 6, ¢. 1, s. 1-16. [cit.
DOI 10.1007/s10404-008-0361-X. ISSN 1613-4990. Dostupné A
<http://dx.doi.org/10.1007/s10404-008-0361-x>

[60] BECKER, H. a C. GARTNER Polymer microfabrication methods for
microfluidic analytical applications. Electrophoresis [online]. 2000, ro¢. 21, ¢. 1, s. 12-
26. [cit. 2017-05-17]. DOI  10.1002/(sici)1522-2683(20000101)21:1<12::aid-
elps12>3.3.co;2-z. ISSN 0173-0835. Dostupné z: <https://doi.org/10.1002/(SICI)1522-
2683(20000101)21:1%3C12::AID-ELPS12%3E3.0.CO;2-7>

[61] SACKMANN, E. K., A. L. FULTON a D. J. BEEBE The present and future role
of microfluidics in biomedical research. Nature [online]. 2014, ro¢. 507, ¢. 7491, s. 181-
189. [cit. 2017-05-17]. DOI 10.1038/nature13118. ISSN 0028-0836. Dostupné z:
<https://doi.org/10.1038/nature13118>

[62] NEUZIL,P.,C. D. M. CAMPOS, C. C. WONG, et al. From chip-in-a-lab to lab-
on-a-chip: towards a single handheld electronic system for multiple application-specific
lab-on-a-chip (ASLOC). Lab on a Chip [online]. 2014, ro¢. 14, ¢. 13, s. 2168-2176. [cit.
2017-05-17]. DOl 10.1039/CALCO0310A. ISSN 1473-0197. Dostupné z:
<http://dx.doi.org/10.1039/C4LC0O0310A>

[63] MCDONALD, J. C., D. C. DUFFY, J. R. ANDERSON, et al. Fabrication of
microfluidic systems in poly(dimethylsiloxane). Electrophoresis [online]. 2000, ro¢. 21,
& 1, s. 27-40. [cit. 2017-05-17]. DOI 10.1002/(sici)1522-2683(20000101)21:1<27::aid-
elps27>3.3.c0;2-3. ISSN 0173-0835. Dostupné z: <https://doi.org/10.1002/(SICI)1522-
2683(20000101)21:1%3C27::AID-ELPS27%3E3.0.CO;2-C>

[64] KUNCOVA-KALLIO, J. a P. J. KALLIO PDMS and its Suitability for
Analytical Microfluidic Devices. International Conference of the IEEE Engineering in
Medicine and Biology Society [online]. 2006, ro€. ¢. s. 2486-2489. [cit. 2017-05-17].
DOI 10.1109/iembs.2006.260465. ISSN 1557-170X Dostupné z:
<https://doi.org/10.1109/IEMBS.2006.260465>

[65] HORIBE, H.,, M. YAMAMOTO, S. TAKAMATSU, et al. Resolution and
sensitivity of a resist with and without hexamethyldisilazane determined using
profilometry. Journal of Photopolymer Science and Technology [online]. 2006, roc. 19,
¢. 1, s. 75-80. [cit. 2017-05-17]. DOI 10.2494/photopolymer.19.75. ISSN 0914-9244.
Dostupné z: <http://doi.org/10.2494/photopolymer.19.75>

[66] SIA, S. K. a G. M. WHITESIDES Microfluidic devices fabricated in
poly(dimethylsiloxane) for biological studies. Electrophoresis [online]. 2003, ro¢. 24, ¢.
21, s. 3563-3576. [cit. 2017-05-17]. DOI 10.1002/elps.200305584. ISSN 0173-0835.
Dostupné z: <https://doi.org/10.1002/elps.200305584>

[67] WILLIAMS, K. R., K. GUPTA a M. WASILIK Etch rates for micromachining
processing - Part 1. Journal of Microelectromechanical Systems [online]. 2003, ro¢. 12,

79


http://dx.doi.org/10.1007/s10404-008-0361-x
http://dx.doi.org/10.1039/C4LC00310A
http://doi.org/10.2494/photopolymer.19.75

¢. 6,s.761-778. [cit. 2017-05-17]. DOI 10.1109/jmems.2003.820936. ISSN 1057-7157.
Dostupné z: <https://doi.org/10.1109/IMEMS.2003.820936>

[68] KIN FONG, L. Chapter 1 Materials and Fabrication Techniques for Nano- and
Microfluidic Devices. The Royal Society of Chemistry, 2015. 1-28 s. ISBN 978-1-
84973-638-1.

[69] SATO, K., M. SHIKIDA, T. YAMASHIRO, et al. Anisotropic etching rates of
single-crystal silicon for TMAH water solution as a function of crystallographic
orientation. Sensors and Actuators a-Physical [online]. 1999, ro¢. 73, ¢. 1-2, s. 131-137.
[cit. 2017-05-17]. DOI 10.1016/s0924-4247(98)00271-4. ISSN 0924-4247. Dostupné z:
<https://doi.org/10.1016/S0924-4247(98)00271-4>

[70] REGEHR, K. J.,, M. DOMENECH, J. T. KOEPSEL, et al. Biological
implications of polydimethylsiloxane-based microfluidic cell culture. Lab on a Chip
[online]. 2009, ro¢. 9, ¢. 15, s. 2132-2139. [cit. 2017-05-17]. DOI 10.1039/b903043c.
ISSN 1473-0197. Dostupné z: <https://doi.org/10.1039/b903043¢c>

[71] YAO, X., Z. CHEN a G. CHEN Fabrication of PMMA microfluidic chips using
disposable agar hydrogel templates. Electrophoresis [online]. 2009, ro¢. 30, ¢. 24, s.
4225-4229. [cit. 2017-05-17]. DOl 10.1002/elps.200900502. ISSN 0173-0835.
Dostupné z: <https://doi.org/10.1002/elps.200900502>

[72] MARTINEZ, A.W., S. T. PHILLIPS a G. M. WHITESIDES Three-dimensional
microfluidic devices fabricated in layered paper and tape. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America [online]. 2008, ro¢. 105, ¢. 50, s.
19606-19611. [cit. 2017-05-17]. DOl 10.1073/pnas.0810903105. ISSN 0027-8424.
Dostupné z: <https://doi.org/10.1073/pnas.0810903105>

[73] SU,W.J, B.S.COOK, Y. N. FANG, et al. Fully inkjet-printed microfluidics: a
solution to low-cost rapid three-dimensional microfluidics fabrication with numerous
electrical and sensing applications. Scientific Reports [online]. 2016, ro¢. 6, €. s. [cit.
2017-05-17]. DOl  10.1038/srep35111. ISSN  2045-2322.  Dostupné  z:
<https://dx.doi.org/10.1038%2Fsrep35111>

[74] BALRAM, K. C.,D. A. WESTLY, M. DAVANCQO, et al. The Nanolithography
Toolbox. J. Res. Natl. Inst. Stand. [online]. 2016, ro¢. 121, &. s. 464-475. [cit. 2017-05-
17]. DOI 10.6028/jres.121.024. ISSN Dostupné zZ:
<https://dx.doi.org/10.6028/jres.121.024>

[75] NOVAK, LUKAS. Metoda citlivé optoelektronické detekce a jeji aplikace.
Czech Technical University in Prague, 2013.

80



