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ABSTRAKT

V dnesni dobé¢, kdy se posouvame stale do mensich méftitek, se uplatiiuje mikrofluidika, ktera
muze mit V budoucnu velké uplatnéni. Tato prace se vénuje optimalizaci pfipravy a vyroby
mikrofluidniho Cipu, ktery je slozen ze dvou casti. Jedna cast je z polydimethylsiloxanu
(PDMS) c¢ipu a druha je kryci sklicko. V této praci je zdokonalen postup vyroby tohoto ¢ipu.
Pomoci fluorescen¢ni mikroskopie byla testovana funkénost téchto Cipti a vliv starnuti na jejich
vlastnosti a charakteristiky

ABSTRACT

Nowadays, when we are moving to smaller and smaller scales, microfluidics is being used,
which helps us to move from fluid devices to the dimensions of microfluidics, which may have
a great application in the future. This work deals with the correct preparation and production of
a microfluidic chip. Which consist of two parts. One part is the polydimethylsiloxane (PDMS)
part of the chip, and the other is the coverslip. In this work, the production process of this chip
is improved. The functionality of these chips and the time dependence of the age of the chip
and the polydimethylsiloxane from which the chips are made were tested using fluorescence
microscopy.

KLiCOVA SLOVA
PDMS c¢ast ¢ipu, ktemikova maska, kryci sklicko
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PDMS part of chip, silicon mask, coverslip
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1 Uvod

Vyroba Cipt a jejich vyuziti v dnesni dobé nabird novy rozmér, kdy se z pomalé fluidiky
dostavame do mikrofluidnich procesti a diky témto pfevodim do malych rozmérii se nam
oteviraji nové moznosti zkoumani organt a bunéénych membran a jinych aplikaci v mikro
provedeni. Siroka $kéla vyuZitelnosti mikro&ipt pfinasi dali pozadavky pro vyrobu takovychto
mikrofluidnich Cipa.

Vyroba novych 1€¢iv a kosmetickych pripravkl a zkoumani jejich vyuziti zacina byt v dnesni
dob¢ protestll proti testovani na zivych organismech slozité a naro¢né ¢asove i financné. Organy
na ¢ipu by mohli byt v tomto piipadé prekurzorem v prvnim a zékladnim testovani novych
latek. V budoucnu by se mohla vyroba organti na cipech urychlit moznd dokonce
i mechanizovat, ¢imz by se snizili naklady i €as straveny pii zakladnim testovani novych latek
ur¢enych pro vyrobu lé¢iv. Vyhodou oproti testovani na zvifatech je odstranéni problému
se Slechténim a riistem zvifat.

Organy na Cipu se vyvijeji jako uzitecné pomiicky na modelovani a zkoumani priichodu dané
latky pies studovanou membranu. Jedna se o jedno z vyuziti organti na ¢ipu. V poslednich
letech se organy na Cipu pomalu vytvaii v podminkédch, ve kterych by mohli fungovat
pro realisti¢t€jsi modelovani in vitro modelt bunék. Mikrofluidika neboli obor zabyvajici se
studiem proudénim v objektech, které maji malou velikost ma moznost pfinést ke studii organu
na ¢ipech nemalé poznatky.



2 Teoreticka Cast

2.1 Mikrofluidika

Mikrofluidika je obor, ktery posouva pomalou fluidiku do rozmérd od jednotek mikrometrti
do jednoho milimetru. Pokud by se jednalo o rozméry jesté mensi, nazvali bychom takovouto
védu nanofluidika [1]. V soucasné dobé jsou znamy mikrofluidni aparaty pracujici jako
¢erpadla, filtry, misic¢e a chemické reaktory [3]. Mikrofluidika je technika generovani a fizeni
pohybu tekutin v kanalcich. Tyto kanalky v mikrofluidice jsou rozmérové srovnatelné
s velikosti bun¢k. Vyuziti mikrofluidika nachazi v biomedicinskych oborech [1].

Mikrofluidni reaktor je v dnesni dob¢ jiz zauzivany pojem. Jedna se 0 systém, ktery je svoji
rychlosti a vlastnostmi schopen dosahovat stejné rychlosti proudéni jaka je v primyslovych
trubkovych reaktorech. Vyhodou tohoto mikrofluidniho reaktoru je, ze se spotiebuje pouze
nezbytné nutné mnozstvi katalyzatoru a ma nizkou spotiebu surovin. V praxi jsou tyto
mikrofluidni reaktory ptipadné Cipy vyrabény z riznych materiald, nejcastéji 1 nejlevnéji jsou
reaktory slozené ze dvou protilehlych desticek, do kterych je vyleptana s velkou ptesnosti vzdy
polovina prito¢ného kanalu. Vnitini prifez mize byt kruhovy, zpravidla vSak jde o kombinaci
obdélnikového a elipsoidniho prifezu [8]. Bereme-li v avahu souvislost mikrofluidiky
s mikroelektronikou, potom by se jednalo o pouzitou vyrobni technologii. Casto se také jedna
o monokrystalicky ¢ip spoleéné s elektronickymi obvody. Tyto systémy napiiklad méfi
vlastnosti tekutiny, fidi a vykondvaji funkce. Na tomto monokrystalickém ¢ipu se kanalky a
dalsi prvky protékané tekutinou zhotovuji [1]. ZvySujici se sila po¢itatové a vypocetni techniky
nam muize umoznit matematické modelovani mikrofluidnich zatizeni [2]. Na toto modelovani
jsou vyuZivany razné programy jako napiiklad ComSol nebo SolidWorks.

Hlavni charakteristiky mikrofluidnich aparatii jsou:

e Vysoka hodnota SV poméru (pomér velikosti povrchu a vnitiniho objemu zafizeni)
o Kratké transportni vzdalenosti

e Malé mnoZstvi zpracovavané tekutiny

e Velmi snadna paralelizace

e Vysoky stupeni integrace

Napiiklad vysoka hodnota SV poméru (pomér velikosti povrchu a vnitiniho objemu zafizeni)
umoziuje rychlé odvadéni nebo ptivadéni tepla do systému za pouziti velmi malé hybné sily.
Vysokéa hodnota SV pomeéru zajiStuje dostatené mnozstvi reakéniho povrchu pro provadéni
heterogennich aplikaci (chemické a biochemické interakce) [3].

Zmensovanim struktur do mikrofluidiky, se zmenSuje pravdépodobnost klasického
turbulentniho proudéni, coz vede k lepSimu matematickému modelovani, které vyuziva teorii
kontinua [2]. Vytvareni takovych to struktur vyzaduje zavedeni novych veli¢in, kterymi se
zabyvaji Reynoldsova ¢isla [4].

2.2 Reynoldsovo ¢islo

Reynoldsovo ¢islo charakterizuje proudéni kapaliny v mikrofluidnich kandlcich. Popisuje, zdali
nastane v trubici proudéni laminarni nebo turbulentni [5]. Reynoldsovo ¢islo je vyznamné pro
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praxi pii studiu odporové sily, ktera vznika pii proudéni realné tekutiny kolem télesa. Vyuziva
se z diivodu, ze studované téleso je tak velké, Ze neni mozno studovat odporové sily pifimo
na tomto télese [6]. Reynoldsovo ¢islo je bezrozmérnou veli¢inou s kritickymi hodnotami, které
uréuji druh proudéni [7]. Reynoldsovo &islo je definované pomoci rovnice:

Rovnice 1: Definice Reynoldsova cisla

V rovnici je symbolem Re oznac¢eno Reynoldsovo Eislo, vs je stiedni rychlost proudéni v trubici
V daném prifezu a d oznacuje hydraulicky pramér trubice. Je zfejmé, ze existuje kriticka
hodnota Reynoldsova cisla Rek, kterd rozd€luje typ proudéni na lamindrni nebo turbulentni.
Z experimentu vyplyva, ze hodnota Rex =1000. Na zaklad¢ této hodnoty ji lze urcit pro danou
tekutinu velikost kritické stiedni rychlosti vk, pfi niz ptechédzi turbulentni proudéni na laminarni
a naopak [7]. Diky malému Re v mikrofluidice, je proudéni laminarni a neobjevuji se
turbulence. Proudéni kapaliny mikrokanalky je dale spravné popisovano Navier-Stokesovou
rovnici [5]. Navier-Stokesova rovnice je v tfidimenzionalnim prostoru zatim hladce nefesitelna,
ale z jejiho zadani 1ze odvodit popis nestlacitelné Newtonowské tekutiny.

2.2.1 Laminarni proudéni

Laminarni proudéni je zplisob pohybu viskoznich kapalin, pii kterém jsou dréhy jednotlivych
slozek kapaliny navzajem rovnobézné. Castice se pohybuji ve vzijemnd rovnobé&znych
vrstvach, aniz by se navzajem misily. Pti pohybu viskozni kapaliny v tenké trubici se jednotlivé
vrstvy tekutiny nepohybuji stejnou rychlosti. Nejrychleji se pohybuje osova vrstva tekutiny,
smérem ke stén¢ kanalku se pohyb jednotlivych vrstev zpomaluje.

2.2.2 Turbulentni proudéni

Turbulentni proudéni je zplsob pohybu viskdznich kapalin, pfi kterém jednotlivé vrstvy
kapaliny pfechdzeji riznymi vrstvami kapaliny, ¢imZ dochédzi k promichéani téchto vrstev.
Castice kapaliny pii proudéni kromé posouvani vykonavaji i slozity vlastni pohyb, ktery vede
ke vzniku vird a je doprovézen zvukovymi fenomény (rozdil od lamindrniho proudéni).
Rychlost jednotlivych ¢astic kapaliny se nepravidelné meéni (Castice nemaji ve vSech mistech
neménnou rychlost a proudéni neni stacionarni). Pravdépodobnost vzniku turbulentniho
proudéni tekutiny v tenké trubici je ddno rychlosti proudéni, primérem trubice, viskozitou a
hustotou kapaliny. Tato pravdépodobnost se vyjadiuje pomoci Reynoldsova cisla [8].
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Turbulentni proudéni

Lamindrni proudéni

ObrazeK 1: typy proudéni [28]
2.3 Luminiscence

Luminiscence jako slovo pochazi z latinského slova lumen — svétlo. Jedna se o kvantovy jev,
kdy dochazi k samovolnému vyzatovani fotonti pevnymi nebo kapalnymi latkami. K tomu je
potieba, aby probé¢hla excitace dané latky. Samotna luminiscence je vzdy na niz$i frekvenci
(vyssi vinové délce) nez kterou ma zdroj excitace. Tim padem cervené svétlo nemuize spustit
luminiscenci ani v ptipadé, Ze zdrojem Cerveného svétla je zdroj s velkou intenzitou naptiklad
laser [23-26].

2.3.1 Fluorescence a fosforescence

Fluorescence je typ luminiscence, ktery se vyskytuje v chemickych systémech. Fluorescence
molekuly je zpilisobena absorpci fotoni v zdkladnim singletovém stavu povySenou
na singletovy excitovany stav. Spin elektronu je stale sparovan s elektronem v zékladnim stavu
na rozdil od fosforescence. Kdyz se excitovana molekula vraci do zakladniho stavu, emituje
u tohoto jevu svétlo, které ma vétsi vinovou délku nez svétlo absorbované pii excitaci molekuly.
Ztrata energie je zpusobena vibracni relaxaci v excitovaném stavu. Tento posuv K vétSim
vlnovym délkam je nazyvan Stokesiiv posuV a je vyobrazen na obrazku ¢. 3. Excitované stavy
jsou pouze s kratkou Zivotnosti kolem 108 sekund. Obecné jsou molekuly, které fluoreskuji
konjugované systémy. K fluorescenci dochazi, kdyz se atom nebo molekula prostiednictvim
vibracni relaxace vrati do svého ptivodniho stavu po vybuzeni. Specifické frekvence excitace a
emise jsou zavislé na molekule nebo atomu Chyba! Nenalezen zdroj odkazii..

Pti fosforescenci dochazi k zakazanému ptfechodu elektront a tim padem doba vyzaieni fotonu
roste scasem, a tak doba vyzafovani muize byt 1 nekolik minut. [23-26].
Fluorescence 1 fosforescence jako dalsi fotolumiscencni jev jsou zaznamenany v Jablonského
diagramu na Obrazku 2
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Obrazek 2: Jablonského diagram zobrazujici excitaci elektronit a emisi si svétla v pripade
fosforescence a fluorescence [29]

_|_|_

Stokes(iv posuv

flucrescencni
absorbce emise

300 400 500 600 700
vinové défka (nmy

Obrazek 3: Stokesiv posuvs vinovou délkou absorpce a excitace [30]

Ve fluorescencni mikroskopii je vyuzivana fada fluorescen¢nich barviv a fluorescencnich
znacek, mezi jedno z nich patii ATTO — barvivo. Toto barvivo ma vSechny kli¢ové vlastnosti
pozadované po modernim fluorescencnim barvivu. Mezi pfednosti tohoto barviva patii vysoka
absorpce, vysoka emise fluorescence a vysoka fotostabilita [20].
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2.4 Mikroskopie
2.4.1 Opticka mikroskopie

Opticka neboli svételnd mikroskopie je rozsahly obor, ktery zahrnuje jak teorii a konstrukei
samotnych pfistroju, tak aplikace mikroskopickych metod, sahajici od biologie a mediciny
az do chemie. Obycejny opticky mikroskop se sklada z objektivu, ktery vytvaii prevraceny
obraz objektu a okularu, kterym tento obraz pozorujeme jako lupou. Dalsi dulezitou ¢asti
mikroskopu je zdroj svétla s kondenzorem [16].

2.4.2 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie je specialni forma optické mikroskopie. V této metodé je vyuzivano
flouroforu, které emituji svétlo o uréité vinové délce po jejich ozateni. Fluorescenéni mikroskop
je velmi podobny optickému (svételnému) mikroskopu. Rozdil mezi obéma mikroskopy je ve
zdroji zateni, kdy pro fluorescen¢ni mikroskop je vyuzivana silnd xenonova lampa nebo laser
jako monochromatické svétlo. Fluorescenéni mikroskop dale obsahuje excitaéni a emisni filtr.
Excita¢ni filtr je schopen propustit pouze svétlo, které je schopno vybudit vzorek svou
konkrétni vinovou délkou. Svétlo vyzatované vzorkem musi projit emisnim filtrem, ptedtim,
nez se dostane do detektoru. Emisni filtr je prisvitny pouze pro urcity usek
elektromagnetického spektra neboli pouze pro to, které mize byt vyzafovao vzorkem [17].

2.4.3 Mikroskopie atomarnich sil

Mikroskopie atomarnich sil sleduje odpudivé elektrostatickeé sily a pfitazlivé Van der Waalsovy
sily. AFM mikroskop (mikroskop atomarnich sil) ma 3 moédy vyuzitelnosti, prvni kontaktni
rezim se pouziva pro tuhé vzorky. Druhy nekontaktni rezim je vyuzivan pro mekké a pruzné
vzorky. Tteti reZim je poklepovy. Mikroskop atomarnich sil je vyuzivan pro zobrazeni povrchu
daného vzorku [18].

2.5 Plazma

Plazma je asto oznacovano jako ¢tvrté skupenstvi hmoty. Pfirozenym zpiisobem dopliiuje fadu
pevna latka — kapalina — plyn. Dodame-li dalsi tepelnou energii plynu, dojde k jeho ¢aste¢né
a nasledné k uplné ionizaci. Latka se stane plazmatem, jsou v ni volné nosi¢e naboje, ¢imz ma
toto skupenstvi zcela nové vlastnosti a jako jediné kolektivné reaguje na elektricka
a magneticka pole a samo je vytvari. Vlastnosti plazmatu jsou velmi odli$né od vlastnosti plyni
a kapalin.

Néazev plazma pro ionizovany plyn poprvé pouzil Irving Langmuir v roce 1928, protoZze mu
chovanim pfipominal krevni plazmu. Langmuir plazma chépal jako oblast vyboje plynu, ktery
neni ovlivnén sténami nebo elektrodami a mé nasledujici vlastnosti:

e Vplazmatu jsou volné nosice naboje

e plazma vykazuje kolektivni chovani (jako celek reaguje na elektricka a magneticka pole
a také je vytvari)

e plazma je kvazineutralni, tj. v makroskopickém objemu je stejné mnozstvi kladnych
1 zapornych néboji
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Plazma je charakteristické linearnimi a ploSnymi utvary (vlakny a st€énami) drzenymi vlastnim
magnetickym polem, které vznika protékajicim proudem. Nabité ¢astice mohou jednak rotovat
kolem magnetickych indukénich car a jednak driftovat napfic magnetickému
a jinému poli. V oblastech intenzivnéjSiho magnetického pole se mohou odréazet, takovy jev
nazyvame magnetické zrcadlo. V plazmatu existuje obrovské mnozstvi méda rtznych
nizkofrekvenc¢nich i vysokofrekvencnich vin. Pro plazma je charakteristické fada nestabilit, se
kterymi se dlouha 1éta potykaji konstruktéfi termojadernych reaktort [22].

Plazma je stav hmoty, ve kterém je velké mnozstvi atomil ionizovanych. Nizkoteplotni plazma
je skupenstvi, ve kterém je kineticka teplota atomt 100 °C, zatimco kineticka teplota elektroni
je vysoka okolo 1000 °C. I kdyz je teplota atomt a molekul relativné nizka tak nezanedbatelné
procento z nich je ionizovano a ve zbytku je velké procento atomu V excitovaném stavu [21].

2.6 Mikrofluidni zarizeni

Mikrofluidni zatfizeni lze vyrabét z fady materidlli pomoci riznych metod. Vyroba obvykle
nasleduje po procesu vytvareni kandlkd na povrchu pevného substratu, pied vyrazenim nebo
vyvrtanim pristupovych otvord, a nakonec jeho ptipojeni ke kryci desce.

vvvvvv

do skla. | kdyz sklo nadale zlstava oblibenym materialem, polymerové Cipy se stavaji
nejoblibenéjSim materidlem pro masovou vyrobu mikrofluidnich ¢ipli. Nicméné nejb&znéj$im
materidlem  pouzivanym ve vyzkumnych laboratofich je flexibilni elastomer
poly(dimethylsiloxan) PDMS, ktery je vhodny pro rychlé prototypy. U téchto ¢ipl je n€kdy
nutné, aby byly povrchy mikrokanalkii v mikrofluidnim ¢ipu upraveny tak, aby vykazovaly
urcité vlastnosti, cehoz lze dosdhnout ne¢kolika technikami, naptikald depozice organosilant
[33].

Kapilarni elektroforéza byla prvni z GspéSnych procest provedenych na lab — on — chip
(laboratofi na ¢ipu) diky své snadné pieveditelnosti od mikro rozmérti a dosazZitelnému zvySeni

vykonu diky tomuto pfevodu. Od této doby se stala zdkladem pro mnoho mikrofluidnich
technologii [34].
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3 Soucasny stav FeSené problematiky
3.1 Materialy pouZivané na vyrobu ¢ipi

Materialy, které se pouzivaji na vyrobu ¢ipt, jsou Vv dne$ni dobé polymery na bazi uhliku
a kiemiku, ptipadné sklo. VSechny tyto materialy vykazuji rizné vlastnosti, proto je vhodné
zvazit pouziti ¢ipu a podle néj vybrat vhodny material.

3.2 Sklo a kiemik

Sklo i kfemik jsou kiehké materidly, maji netrividlni spojovaci protokoly pro uzavirani
mikrokanalkli a obecné vyzaduji drah¢é a nepiistupné metody vyroby. Tyto materidly se hodily
pro n¢které aplikace (elektroforéza), ale nakonec je jejich vyvoj pomaly diky dominanci
polymernich ¢ipa. Napiiklad kiemik je nepriihledny pro viditelné a ultrafialové svétlo, coz ¢ini
tento material nekompatibilni s dne$nimi mikroskopickymi metodami [27].

Obrazek 4: Mikrofluidni ¢ip vyrobeny ze skla drzeny pinzetou [27]
3.3 Polymery

Materialy, ze kterych uz byl vytvofen funkéni mikrofluidni ¢ip jsou popsany v nasledujicich
odstavcich a je k nim uveden druh pouziti. Pro vytvoteni srdce, stfev, cévniho systému, jater a
plic a nékterych dalsich organti byl pouzit jako vhodny material pro ¢ip polydimetylsiloxane
(PDMS) [9].
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Obrazek 5: Strukturni jednotka PDMS

Pro vytvoteni mozkové blany, stiev, kiize, stfev s rakovinou a dalSich organt obsahujici
nadorové bunky byl v minulosti jiz pouzit polykarbonat (PC) [9].

— —
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Obrazek 6: Strukturni jednotka polykarbonatu

Polyethylentereftalat (PET) byl pouzit k napodobeni srdce, stiev, ledvin a jater [9].
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Obrazek T: Strukturni jednotka polyethylentereftalatu

Polymery pouzité na pfipravu organi na ¢ipu musi byt porovité a musi obsahovat mikrokanalky
kterymi muze proudit kapalina. Téchto materidlti je v dneSni dob¢ jen velmi malo a jsou jimi
uz zminény PDMS polykarbonat, polyethylentereftalat a poly(1l-kaprolacton) a nékteré dalsi

[9].

16



= —n

Obrdazek 8: Strukturni jendotka poly(e-kaprolacton)
3.4 Polydimetylsiloxane

Polydimetylsiloxan druhym nidzvem dimetikon je minerdlni organicky polymer siloxanové
skupiny. Jednd se o nejvice pouzivany polymer na bazi kiemiku diky jeho vlastnostem. Jako
jsou transparentnost, jeho nizka autofluorescence, tim Ze je biokompaktni, jeho levna vyroba,
miuZe byt snadno odlit a je propustny pro plyny [10].

PDMS je opticky cistd, veelku inertni a netoxickd a nezapalna latka. Jednd se o hydrofobni
latku. Pro aplikace, ve kterych je potfeba dlouhodoba hydrofilita je PDMS roubovano
hydrofilnim polymerem nebo na jeho povrchovou strukturu mohou byt nandsSeny hydrofilni
nanostruktury [15]. PDMS je jednim 2z nejpouzivanéjSich materiald pro vytvaieni
mikrofluidnich materialt [32]

3.4.1 Pouziti PDMS
PDMS bylo vybrano na vyrobu mikrofluidnich ¢ipi diky témto vlastnostem:

e je transparentni pro optickou frekvenci od 240nm do 1100 nm

e ma malou hodnotu autofluorescence

e material PDMS je povaZovan za biokompatibilni

e PDMS se dokaze tésné€ spojit s povrchem skla nebo s povrchem jiného PDMS
e béhem zesitovani mize byt potazen vrstvou s kontrolovanou tloustkou

¢ je deformovatelny

e nejsou velké ndklady na vyrobu

e je prostupny pro plyny

e snadno se tvaruje

Deformovatelnost PDMS umoziuje integraci mikrofluidnich ventili pomoci deformace
mikrokanalki PDMS ¢imZz napomahd jeho pouziti pro mikrofluidni ¢ip. Diky této
deformovatelnosti je také mozné pozorovat velmi malé sily, které ptusobi na ¢ip, jako jsou
biomechanické interakce bunék. Propustnost PDMS pro plyny umoziiuje kultivaci bunck
na Cipu, respektive v mikrofluidnim kanalku. Diky fizenému piivodu plynu slepymi kanalky je
tato kultivace moZné navic zbytkové vzduchové bubliny mohou unikat skrz strukturu PDMS
aby se vyrovnal atmosféricky tlak. PDMS se také snadno tvaruje, protoze po smichani se
sitovacim Cinidlem zlstava kapalné i pfi pokojové teploté¢ i po mnoho hodin. PDMS také
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dokaze formovat struktury s velkym rozliSenim. S urcitou optimalizaci je mozné formovat
piesné struktury az do f4di nanometr. PDMS také miize byt upravené plazmou a diky této
upravé je K nému mozné tésné piipojit dalsi vrstvu PDMS ptipadné dalsi vrstvu skla.

Nevyhody pouziti PDMS pro mikrofluidni zafizeni jsou:

e skoro uplna nemoznost provedeni depozice kovu a dielektrika

e PDMS po case starne a mohou se zménit vlastnosti materialu

e Adsorbuje hydrofobni molekuly a mtze uvolnit nékteré makromolekuly ze $patného
zesiténi do kapaliny

e PDMS je propustné pro vodni paru

e PDMS je citlivé na vystaveni nékterym chemikaliim

Naptiklad po vystaveni PDMS acetonu (o koncentraci 99,7 %), se hmotnost struktury PDMS
zvysila 0 45,51 % na rozdil od vystaveni deionizované vodé, kdy se hmotnost PDMS snizila
jen 0 0,97 %. Nejlépe vsak PDMS reagovalo na vystaveni hexanu, kdy svoji hmotnost snizilo
jen 0 0,33 %. Dalsi ptikladem muze byt vystaveni PDMS koncentrované kyseliné sirové, kdy
se sice hmotnost pouze snizi o 1,38 %, ale nastava Gplnad zména v mikrostruktute. V posledni
fadé, expozice PDMS kyseliné dusi¢né zpusobuje zmény v mikrostruktuie PDMS na 50 % [32].

3.5 Mékka litografie

Mekka litografie poskytuje pfistup k trojrozmérnym zaktivenym strukturdm, toleruje Sirokou
Skalu materidll a vytvafi definované a kontrolovatelné chemické latky na povrchu. Je
kompatibilni s biologickymi akcemi. Je nendkladnd a vhodna pro vétSinu aplikaci, napf.
bunécnou technologii, mikrofluidiku a laboratof na ¢ipu. Jako ptiklady mekkych litografickych
technik 1ze uvést mikrokontaktni tisk proteinli na zlaté potazené sklenéné substraty, repliky
pro vyrobu mikrofluidnich zatizenich zafizeni v PDMS a nanostruktur v epoxidu [11].

Mekka litografie obsahuje 4 techniky piipravy [12]:

e odlévani replik (PDMS je nalito na vzorovaci formu a vytvrzeno)

e mikrokontaktni tisk (pomoci razitka z PDMS jsou molekuly natisknuty na substrat) [13]
e odlévani v kapilarach (kapka je nanesena ke koncim mikrokanalk)

e mikrotransportni tisk (aplikace prepolymeru z PDMS) [14]

3.5.1 Mékka litografie pro PDMS

V biomedicinskych nebo biologickych aplikacich se mé&kka litografie vyuZzivd pro vyrobu
mikrofluidnich zafizeni. K navrhu kanélku se pouzivaji kfemikové desti¢ky a na tyto desticky
se potom vylije zesitované PDMS a necha se ztvrdnout. Po vyjmuti PDMS z Kiemikové masky
zlustanou ve struktuie PDMS vytiStény 1 ty nejmensi detaily. PDMS Ize také pfimo vzorovat
litografii s povrchovym nabojem.

3.6 Uprava PDMS pomoci plazmatu

Nékteré vlastnosti povrchu PDMS mohou byt zménény pomoci oSetfeni plazmou, ozonem,
ultrafialovym zarenim nebo chemickymi prostfedky. Pii oSetfeni povrchu PDMS plazmou
nastavaji zmény drsnosti materialu. Uz pfi Sestnactisekundovému vystaveni PDMS plazmatu
se jeho drsnost snizi. Po vystaveni povrchu PDMS plazmatu na 30 sekund se drsnost materialu
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snizi piiblizné na polovinu. Zmény drsnosti PDMS byly pozorovany pomoci mikroskopu
atomarnich sil [41]. Dlouhé vystaveni povrchu PDMS plazmatu vSak muze vést i k jeho
prasknuti. OSetfeni povrchu PDMS pomoci plazmy vSak vede i kjinym zméndm
ve vlastnostech PDMS jako je snizeni hydrofobicity povrchu, ktera byla pozorovana pii zméné
kontaktniho thlu PDMS s vodou [42].

-
a

.

Obrazek 9: PDMS osetieného plazmou po dobu péti minut a zahrati na 150°C.
Velikost vyrezu struktury (a) je 90um a u struktury (b) je 25um [31]
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité chemikalie

Polydimethylsiloxan, Sylgard 295 Silicone Elastomer Kit, ELCHEMCo, Sarze 0008885206,
Isopropylalkohol, C3H60, CAS: 67-64-1 lach:ner, Cistota p.a.

Fluorescen¢ni sonda ATTO 488, Sigma, Sarze BCBV8900, ¢istota pro fluorescenci,

Deionizovana voda

4.2 Pristroje a pomiicky

Predvazky — Scaltec SPB 52

Ultrazvukova ¢isticka — Bandelin Sonorex Digitec DT 31 H
Ptistroj na oplazmovani — CEPLANT RPS50+

Invertni mikroskop — Olympus IX71

Lampa — X-cite 120Q

Kamera — Olympus XM10
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4.3 Metody pripravy vyroby mikrofluidniho ¢ipu

V podminkach nasi laboratote jsou mikrofluidni Cipy vyrabény
z polydimethylsiloxanu (PDMS) a postup vyroby je pospan v nasledujici kapitole. Pro vyrobu
byly pouzivany dvé kiemikové masky, jedna tfi roky stara, na které uz bylo odlévani provadéno
nejméné Sestkrat a jedna nova, dodana z Akademie Véd Ceské republiky. Nova kiemikova
maska byla dodana v pribéhu probihajicich experimenttl. Cipy jsou skladany z dvou &asti,
jedna je PDMS ¢&ast, druhou je kryci sklicko. Cipy jsou odlévany na kiemikové masce, ktera
obsahuje formy pro devét kusii Cipti. VSech devét odlitki PDSM se v této masce pfipravuje
soucasn¢. Nejdiive byla kiemikova maska ocisténa deionizovanou vodou pro odstranéni prachu
a piipadnych ostatnich necistot. Dale musi byt maska vysusena pomoci stlacen¢ho vzduchu.
Maska nesmi byt suSena bunicitou vatou ani zadnym jinym papirovym prostiedkem. Pokud
bychom takto nasi umytou kiemikovou masku otieli, mohli by na jejim povrchu zistat vlakna,
ktera by zabranila spravnému odliti PDMS a vytvarovani mikrokanalkd. Po spravném oSetieni
masky na odlévani, miZzeme pokraCovat, a to vytvarovanim alobalu do rozmérti kiemikové
masky s ptesahem asi dvou centimetrd, které jsou ohnuty nad arovenn masky, jak je zobrazeno
na obrazku 10. Vylozeni alobalem se pouziva, aby PDMS nezateklo pod kiemikovou masku
a zustalo pouze na horni plose masky. Takto pfipravenou masku s alobalem vlozime do Petriho
misky.

Obrazek 10: Kremikova maska vylozena alobalem

Pokud byla pfipravena maska s alobalem, nasledovalo namichani PDMS se sitovacim
¢inidlem. Pro odvazeni PDMS a sitovaciho ¢inidla byly pouzity piedvazky — Scaltec SPB 52.
PDMS se sitovacim ¢inidlem byly smichdny v poméru 10:1. Pro vytvofeni vSech deviti ¢ipt o
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vysce alespon 2 milimetry bylo pouzito 20 gramt PDMS a 2 gramy sitovaciho ¢inidla. Po
odvazeni byly obé slozky smichany v 50ml kadince pomoci sklenéné ty¢inky. Tato smés byla
michana po dobu dvou minut. Vznikla smés obsahuje spoustu nezadoucich bublin, které
vznikaji béhem michani. Tento velky pocet bublin je nutné v nasledujicich krocich odstranit.
Na odstranéni nejvétsiho poctu bublin byla pouzita ultrazvukova ¢isticka — Bandelin Sonorex
Digitec DT 31 H. Kéadinka s pfipravenou smési byla vlozena do ultrazvukové ¢isticky, kde byla
sonifikovana po dobu nejméné sedmi minut, ovSem tento ¢asovy udaj zavisi na rychlosti
odstraniovani bublin a miize byt prodlouzen. Po odstranéni vétSiny bublin je ukoncena
sonifikace.

Poté byla sm¢s vylita na ptipravenou kiemikovou masku v Petriho misce. Nasledné byla maska
vlozena do exikatoru, V némz je pomoci vyveévy vytvoren podtlak. Tento proces byl zopakovan
tiikrat, aby byly odstranény veskeré bubliny. Pokud i po tfech opakovanich v exikatoru stale
zastaly bubliny v PDMS, byly odstranény pomoci jehly. Takto jsme docilili PDMS, které
neobsahuje za4dné bubliny a miZe byt vloZzeno do suSarny. Spodni cast Petriho misky
s ktemikovou maskou a PDMS byla piikryta vrchnim dilem. Takto naplnéna Petriho miska byla
vloZena do suSarny na 80 °C po dobu jedné hodiny. Po uplynuti jedné hodiny byla smés
z PDMS a sitovaciho ¢inidla povazovana za vytvrzenou.

Po vytvrzeni byla kiemikova maska se smési ochlazena pfiblizn€ na laboratorni teplotu.
V dal§im kroku bylo vyfezdvdno PDMS z masky. Tento proces je znacné komplikovany.
Vyfezavani bylo provadéno skalpelem. Nejdiive bylo PDMS vyifezano po obvodu c¢tverce,
ktery obsahoval vSechny vytvrzené PDMS ¢asti Cipu, jak je uvedeno na obrazku 11. Pti pouziti
skalpelu se musi dbat zvySené opatrnosti, aby nedoslo k velkému pfitlaceni a ndslednému
profiznuti PDMS. Potom by tento skalpel nechal v kiemikové masce ryhu, ze které by mohly
odpadavat malé Castecky masky, které by jiz neSlo odstranit omytim masky deionizovanou
vodou ani naslednym ofoukanim. Pokud by nastala situace, Ze by se na masce nachazely tyto
castecky, nemusela by tato maska na Cipy jiZ produkovat spolehlivé €ipy a musela by byt
vyménéna za novou.
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Obrazek 11: Ctverec, na kterém bylo vyrezdavino PDMS z masky

Po vyftiznuti celého ctverce drzelo vSech devét Cipii stale pohromadé. Téchto devét Cipii bylo
umisténo do Cisté Petriho misky, kterd byla podlozena ¢ernym papirem, aby mohly byt
jednotlivé Cipy vytiznuty. Pro tento krok byl znovu pouzit skalpel. V takto pfipraveném cipu
byly vyraZeny dva otvory o priméru 0,25 milimetru. Vytvoiené otvory slouZily pro plnéni ¢ipu
fluorescen¢ni sondou ATTO 488. Vsech devét Ciptu bylo ponechano v Petriho misce. PDMS
Casti ¢ipu byly nasledné ocistény sonifikaci v isopropylalkoholu po dobu péti minut.

Takto pfipravend a oc¢isténa ¢ast PDMS byla oSetfena plazmou pfistrojem CEPLANT RPS50+.
PDMS c¢ast Cipu byla umisténa na drzdk pfistroje, ktery je 1 pojizdnym vozikem
pro pfistroj. Byla nastavena vzdalenost plazmovaci hlavice od PDMS c¢asti Cipu tak, ze
na PDMS ¢ast Cipu bylo poloZeno Cisté kryci sklicko a vzdalenost plazmovaci hlavice byla
nastavena na 1,5 milimetru od tohoto systému PDMS a skli¢ka. Nasledné bylo sklicko odejmuto
a byla nastavena hodnota napéti na 7,1 V. Tato hodnota stanovi dobu prijezdu voziku
pod plazmovaci hlavici ptistroje pfi prijezdu tam i zpét. Pro hodnotu 7,1 V je doba prijezdu
10 sekund v oblasti pod plazmovaci hlavici. OvSem celkova doba prijezdu voziku po celé draze
je priblizn€ 25 sekund pii prijezdu tam i zpét. Po ukonceni procesu byla PDMS ¢ést Cipu
odejmuta pinzetou z pojizdného voziku a umisténa zpatky do Petriho misky. V nasledujicim
kroku bylo stejnym zplsobem oplazmovano 1 kryci sklicko. To bylo z pojizdného voziku
sejmuto pinzetou a umisténo oplazmovanou stranou na oplazmovanou PDMS ¢ast ¢ipu. Takto
vytvoreny Cip byl vyzihan ve vyhtaté susarné pii 100 °C po dobu 30 minut. Do susarny byla
umisténa celd Petriho miska. Po procesu vyZihani byly pfipravené Cipy umistény do sklenéné
nadoby s deionizovanou vodou.
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4.4 Metody zkoumani PDMS ¢ipu

Zkoumani tésnosti Cipu byly provadéno pomoci pozorovani vnitini struktury ¢ipu na rozhrani
spoje PDMS — kryci skli¢ko, v oblasti, kde se nachazely kanalky. Zkoumani bylo provadéno
pomoci invertntho mikroskopu Olympus IX71, a to pomoci transmisni metody
a fluorescencniho zafeni. Pro zkoumani fluorescencni metodou musel byt na mikroskopu
nastaven filtr ¢islo 1 pro 365 nanometrt.

Nejprve byl ¢ip vyjmut pinzetou ze sklenéné nadoby a osuSen. Nasledné musel byt inzulinuvou
injek¢ni stfikackou natazen roztok fluorescencni sondy ATTO 488 a vpraven vyrazenym
0,25 mm otvorem do Cipu. Takto pfipraveny ¢ip byl umistén do drzaku pro invertni mikroskop.
Na objektiv pfed umisténim drzaku byla nanesena kapka deionizované vody, pak byl drzak
umistén na kovovy stolek mikroskopu tak, aby byl v kontaktu s kapkou deionizované vody.
Byla nastavena vhodna vzdalenost pro zobrazeni vnitini struktury ¢ipu a pomoci posouvani
stolku mikroskopu nalezeno rozhrani ¢ipu s kanalky. Nasledné byly pomoci ¢ernobilé kamery
Olympus XM10 pfipojené k mikroskopu pofizeny cernobilé transmisni Snimky vnitini
struktury ¢ipu. Transmisni zobrazovani nam poskytlo informace o vlastnostech kanalkd, a jejich
ptipadnych nedostatcich jako byly trhliny nebo tilomky v polymeru PDMS.

Pro zkoumani ¢ipu pomoci fluorescenéni metody byl Cip v drzaku zakryt stinitkem
nepropustnym pro svétlo a ¢ip byl ozafen pomoci xenonové lampy X-cite 120Q. Poté byl
ve stejné poloze jako u transmisni metody pofizen snimek vnitini struktury ¢ipu S roztokem
fluorescenéni sondy. Diky snimkim bylo mozno ur¢it, zda ¢ip tésni ¢i nikoli. Kamera tohoto
mikroskopu je ¢ernobila software v§ak umoznuje zobrazeni i v pseudobarve.

Cip byl podroben zkouman na mikroskopu atomarnich sil (AFM). Méfeni na tomto piistroji
probihalo cantilvery s pomérné nizkou spring konstantou. Nizké spring konstanta znamena, ze
nosnik mikroskopu je hodné pruzny, pokud je vysoka nosnik mikroskopu je tuzsi.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Odlévani PDMS

Pii odlévani PDMS casti Cipt se vyskytl jeden problém, a tim bylo podtékdni PDMS
pod alobalem ohrani¢enou kiemikovou masku. Polymer, ktery takto podtekl a byl vytvrzen, byl
strany masky. Nerovnosti ze spodni strany masky se pienesly na stabilitu masky a dochazelo
k nerovnostem na vrchni stran¢ masky. Tyto nerovnosti mohly zpisobit, Ze ¢ip nebude mit
ve vSech mistech rovhomérnou vysku. Nerovnomérna vyska Cipu potom zpluisobovala malou
pevnost ¢ipu na spoji PDMS ¢asti s krycim sklickem. K tomu, aby bylo jakémukoliv podteceni
zabranéno musi byt maska obalena minimalné tfemi vrstvami vysoko gramazniho alobalu.
Pouziti nizko graméazniho alobalu nedoporucuji, jelikoz dochazi k jeho trhéni a tim 1 Spatnému
utésnéni pred podteCenim.

Pti vytvrzovani PDMS musi byt PDMS na kiemikové masce vkladano do suSarny jiz pfedehiaté
na 80 °C. Kdyz bylo PDMS na kiemikové masce vlozeno do susarny, ktera nebyla predehiata
doslo k tomu, Ze po vyfezani zistalyna kfemikové masce nesSistoty od nevytvrzeného PDMS.
U téchto necistot nebyl nalezen zplisob, kterym by mohly byt spolehlivé a bezpecné odstranény.
Resenim tohoto problému je vkladani PDMS na vytvrzeni do jiz pfedehtaté susarny po dobu
jedné hodiny.

5.2 Vyrezavani PDMS

Vyiezavani PDMS ¢asti ¢ipu z kiemikové masky by bylo velkym problémem, kdyby byla
pfi kazdém odlévani deviti PDMS c¢asti ¢ipi poSkozena skalpelem jedna kiemikova maska.
Pro pokusy s vyfezavanim byla pouzita stara jiz poskozena maska, na které nebylo mozné
spravng ptipravit ¢ipy. Bylo vyzkousSeno vlozeni pevného dratku na kiemikovou masku, ktery
mél slouzit k tomu, aby struktura vsech deviti ¢ipti mohla byt z kifemikové masky sejmuta bez
pouziti skalpelu. Tato metoda se neosvéd¢ila diky tomu, Ze v prvnim piipadé nebylo mozné
vytahnout dratek z PDMS a provést tak fez polymerem bez pouZiti skalpelu. A v druhém
piipadée této zkousky byl dratek propichnut pies ochrannou strukturu alobalu, aby bylo mozné
ho za jeden konec uchopit a vytahnout, ale propichnuti alobalu zptsobilo proteceni polymeru
dirou vytvotenou v alobalu. Oba tyto pokusy s dratkem tedy nebyly uspésné.
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Obrazek 12: Rez provedeny vytahnutim dratku (na obrdzku vyznacen cervené), versus iez
provedeny skalpelem (na obrazku vyznacen modren)

Dalsi moznosti, kdy mohlo dojit ke zlepSeni zplsobu vyfiznuti i odlévani polymeru
z kiemikové masky, bylo zaliti celé kiemikové masky do polymeru. Takto by celd maska
zustala obalena polymerem a po vyfiznuti pozadované ¢asti by zbytek vytvrzeného polymeru
slouzil jako hranice pro dal$i odlévani. Pokud by se tento krok povedl, mohlo by se upustit
i od obalovani kfemikové masky alobalem, jelikoz by ochrannou funkci pied podteceni
zpusoboval sadm polymer a nasledné vyfezavani polymeru by mohlo byt provadéno az za hranici
vyznaceného Ctverce, ktery ohranicuje struktury ¢ipti z obrazku 11.

Tento pokus byl znovu proveden se starou maskou, ktera jiz neslouzila pro odlévani Cipu.
Kiemikova maska byla nejprve omyta deionizovanou vodou a ofoukéna stlacenym vzduchem.
Krok, pti kterém byla maska vylozena alobalem byl uplné vynechan. Tento krok byl vynechan
z divodu, Ze alobal zkracoval vzdalenost, kde bylo mozZno skalpelem fezat. Vynechani
alobalové vyztuze pied zateCenim dovolovalo fezat PDMS z kiemikové masky az za hranici
struktur vSech ¢ipl. V druhém kroku tohoto pokusu, tedy jiz po pfipraveni kfemikové masky,
byla znovu pfipravena smés polymeru se sitovacim c¢inidlem v poméru 10:1. Pro tento
experiment bylo pouzito dvojndsobné mnozstvi smési PDMS a sitovaciho ¢inidla. Dal§im
krokem bylo vyliti poloviny pfipravené smési do ¢isté Petriho misky. Naplnéna Petriho miska
byla umisténa na tfepacku, aby bylo dosazeno co nejrovnomérnéjsiho rozloZeni polymeru.
Na takto pfipravenou smés byla opatrné poloZena kfemikova maska. Pii poloZeni nedoslo
k tomu, ze se kiemikova maska propadla dolti aZ na tiroven Petriho misky, nybrz ziistala plovat
na smési PDMS. Nasledné byl zbytek pfipravené smési vylit na kiemikovou masku do Petriho
misky. Takto pfipravend Petriho miska s PDMS 1 kfemikovou maskou byla nechana v suSarné
na vytvrzeni. Po vytvrzeni byl polymer ofiznut skalpelem kolem Petriho misky. Pfedpokladalo
se, Ze po ofiznuti bude z Petriho misky vytaZena cela struktura polymeru PDMS, ve kterém
by byla zalita ktemikova maska. Toto nebylo provedeno tspésné diky tomu, ze pravdépodobné
nebylo mozné vyvinout dostate¢nou paku pod kiemikovou maskou s polymerem. To zpisobilo,
ze sice byla kfemikova maska zalita do polymeru PDMS, ale tuto zalitou masku nebylo mozné
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vytahnou z Petriho misky, ve které byla umisténa. Nemoznost vytazeni zalité kfemikové masky
Z Petriho misky samo o osob¢ nepiedstavovalo velky problém, avSak pokud bychom znovu
chtéli na masce odlévat PDMS c¢ast Cipli, mohla by se nam zvySovat vrstva polymeru okolo
masky az po troven horni hrany Petriho misky. ZvysSeni irovné polymeru by zpiisobilo, ze by
nemohlo byt dosazeno vySky PDMS ¢asti ¢ipu okolo dvou milimetrt. Hypoteticky bylo
navrhnuto feSeni tohoto problému, a to takové, ze by se nevkladala kiemikova maska do Petriho
misky, ale pouze by se polozila na ploché sklenéné sklicko. K tomuto sklicku s kiemikovou
maskou by byla pfipevnéna plastova ohraniCujici struktura, ktera by po vytvrzeni mohla byt
celd odfiznuta. Tim bychom dosahli, ze pifi dal§im odlévani PDMS c¢asti ¢ipu nam nebude
zvyseny okraj Petriho misky vadit.

5.3 Lepeni ¢ipu

Na slepovéani vytiznut¢é PDMS c¢asti Cipu byl pouzit piistroj CEPLANT RPS50+. Zpusob,
kterym bylo na tomto zatizeni plazmovéno, za Ucelem lepeni Cipl, nebyl optimalizovany
a uceleny. Bylo vyzkouSeno navoleni napéti na 7,1 V pro prijezd voziku pod plazmovaci
hlavici po dobu 10 sekund. Pro dalsi optimalizaci tohoto postupu byla zvolena hodnota napéti
naloV.

5.3.1 Doba plazmovani

Vyssinapéti 10 V na pfistroji CEPLANT RPS50+ zptisobilo zkraceni doby, po kterou byl drzak
ptistroje v oblasti pod plazmovaci hlavici a probihalo plazmovani ¢asti ¢ipu. Pro zachovani
doby plazmovani alesponn 40 sekund byly tedy navySeny pocty prujezdi. Z piedchozi prace
na toto téma vyplynulo, Ze ¢asy plazmovani 10 a 20 sekund nejsou dostatecné na vytvoreni
pevné vazby mezi PDMS ¢asti ¢ipu a krycim sklickem. Pfi zjisténi, ze ¢asy 10 a 20 sekund pro
plazmovani nejsou dostatecné, byla navrhnuta hypotéza, Ze pokud bychom zvysili dobu
plazmovani na 80 a 120 sekund, méli bychom dosahnout lepsich vysledki kvality tésnosti ¢ipti.
Pfi nastaveni napéti 10 V na pfistroji na plazmovani byl Cas plazmovani 4,2 sekundy
pfi prijezdu tam i zpét. Pro zachovani ¢ast 40, 80 a 120 sekund tedy bylo zvoleno mnoZstvi
prajezda voziku ptistroje na 10, 20 a 30 prijezdi.

Bylo vyzkouS$eno plazmovani pouze PDMS ¢ésti Cipu, ktera byla slepena s neoplazmovanym
krycim sklickem, dale bylo vyzkouSeno i plazmovani obou ¢asti ¢ipu po stejnou dobu a jejich
slepeni. Provadéni nastavovani vzdalenosti plazmovaci hlavice od PDMS ¢ésti Cipu bylo
realizovano podle postupu v kapitole 4.3. V tomto pokuse ovSem byla na vozik pokladana
pouze jedna ¢ast PDMS ¢ipu, tedy plazmovéni bylo zdlouhavé a vzdy bylo mozné oplazmovat
pouze jednu Cast Cipu. Po oplazmovani vSech PDMS ¢4asti Cipu byly plazmovany kryci sklicka.
Nasledné se pfistoupilo k pokladani krycich sklicek jak plazmovanych, tak neoplazmovanych
na oplazmované ¢asti PDMS ¢ipu. V tomto bodé vsak nastal problém, kdy nebylo dosazeno
tésnosti ani 25 % cCipu. Tento problém je dale popsan v kapitole 5.4.1. Dalsi navrzenou
optimalizaci bylo oplazmovat PDMS ¢ast Cipu zaroven s krycim sklickem. Drzak pro piistroj
na plazmovani byl dostatecné velky, aby na néj mohli byt umistény obé tyto komponenty.
Po umisténi obou ¢asti, ale nemohlo byt dosazeno vzdalenosti 1,5 milimetru od obou ¢asti Cipu,
proto byla zvolena vzdalenost plazmovaci hlavice 1,5 milimetru od PDMS ¢asti Cipu,
ato odpovidalo vzdalenosti 3,5 milimetru od povrchu kryciho sklicka. Timto se zkratila celkova

27



doba plazmovani na jednu tfetinu. IThned po dosazeni pozadované doby plazmovani bylo kryci
sklicko nalepeno na PDMS ¢ast Cipu.

5.3.2 Lepeni ¢ipt

Po plazmovani byly obé ¢asti Cipu pokladany na sebe. Jako prvni bylo pinzetou sejmuto kryci
sklicko, které bylo pfitlaceno plazmovanou stranou na plazmovanou stranu polymeru.
Pti pokladani kryciho sklicka muselo byt dbano zvySené opatrnosti, aby nedoslo k prasknuti
kryciho skli¢ka. Pokud by k prasknuti doslo, nastalo by poskozeni polymeru a nefunkénost
¢ipu. Kryci sklicko bylo pokladéno na €ip pod tthlem S postupnym dosednutim na rovné plose,
aby bylo mozno dosahnout co nejhlad$iho dosednuti sklicka na polymer. Pokud bychom
pokladani provad¢li v Petriho misce s malym polomérem, nemuselo by sklicko na polymer
dosednout rovnomérné diky vystouplym hranam Petriho misky. Pfi nerovnomérném pokladéani
by se mohly vytvotit bubliny na spoji polymeru a sklicka, které by zptisobily netésnost ¢ipu.
5.4 Ovéreni tésnosti pripravenych Cipa

Pozorovani té€snosti Cipti a jeji ovéteni bylo provadéno pomoci fluorescenéni mikroskopie. Byly
méteny Cipy, které méli rizné dlouhy ¢as plazmovani nebo byla plazmovéana pouze PDMS ¢ast
¢ipu. U Cipt byla také sledovana tésnost v Casové zavislosti.

5.4.1 Ovéreni tésnosti Cipt pri plazmovani jedné ¢asti

Pii plazmovani jedné ¢asti Cipi a nasledné plazmovani krycich sklicek bylo provedeno
ovéfovani pro vSechny ¢ipy po jednom tydnu od slepeni a ulozeni v deionizvané vodé. Ze sedmi

ptipravenych Cipl tésnil pouze jeden, zbytek Cipil netésnil. Tento poznatek vedl ke zménéni
postupu lepeni tak, ze vzdy byl plazmovan Cip zaroven s krycim sklickem a ihned po skonceni

procesu plazmovani byly obé &asti k sobé piilepeny. Cip, ktery t&snil, byl plazmovany po dobu
42 sekund, a byl slepen s krycim skli¢kem, které bylo taktéz plazmovano. Tento ¢ip byl méten
po sedmi dnech od slepeni.

Obrazek 13: Struktura ¢ipu na rozhrani kryciho s polymerem v misté, kde se nachdzi
mikrofluidni kandlky — Cip, ktery tesni v pseudobarve (A), Cip, ktery netésni v pseudobarve
(B); meritko ma rozmer 10 um
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Na obrazku 13 je vidét srovnani Cipt, které byly plazmovany po dobu 42 sekund a byly slepeny
S krycim sklickem, které bylo plazmovano. Obrazek 13 (A) ukazuje jediny Cip z vytvorené sady
sedmi Cipd, ktery tésnil. Obrazek 13 (B) je ptiklad Cipu, ktery podlehl stejné uprave jako Cip
Z obrazku 13 (A), ale netésnil stejné jako dalSich pét Cipti z této sady. V této sade byly tii PDMS
¢asti plazmovany po dobu 42 sekund, dvé PDMS ¢asti z této sady byly plazmovany po dobu
84 sekund a dvé PDMS ¢asti byly plazmovany po dobu 128 sekund. VSechny PDMS ¢asti byly
slepeny s krycim skli¢kem, které bylo plazmovano po stejnou dobu jako PDMS ¢ast ¢ipu. Tato
sada obsahovala pouze 7 ¢ipti, protoze dva Cipy byly zniceny pii lepeni, kdy prasklo kryci
sklicko poklddané na PDMS strukturu Cipu.

Pfi¢inou netésnosti Sesti Cipi byla dlouhd doba trvani od konce plazmovani PDMS ¢asti
a slepeni s oplazmovanym krycim sklickem. V tomto pfipad¢ se jednalo o fady desitek minut,
to vedlo k tomu, Zze vyprchaly volné radikaly, které tvofi spoj pro slepeni PDMS ¢asti s krycim
sklickem. Tento poznatek mél za nasledek zménu postupu, kdy bylo zménéno plazmovani
jednotlivych ¢asti po jedné, na plazmovani PDMS ¢asti zaroven s krycim sklickem a jeho
okamzité nalepeni na PDMS ¢ast po ukoncéeni plazmovani.

5.4.2 Ovéreni tésnosti ¢ipii plazmovanych po dobu 42 sekund

Cipy plazmované po dobu 42 sekund pfi nastaveném napéti 10 V byly rozdéleny do dvou &asti.
Jednalo se o Cipy, které byly lepeny s oplazmovanymi vSemi ¢astmi Cipu a Cipy, kde byla
oplazmovana pouze PDMS ¢ast ¢ipu. Celkem bylo pro tuto metodu vytvoieno 12 ¢ipu, z toho
6 bylo lepeno splazmovanym krycim sklickem po dobu 42 sekund a 6 bylo lepeno
s neplazmovanym krycim skli¢kem. Do tohoto po¢tu nejsou zahrnuty ¢ipy plazmované po dobu
42 sekund z kapitoly 5.4.1. U ¢ipt byla ovéfovana tésnost po sedmi dnech, po dvou a tfech
tydnech. Z celkového poctu 12 €ipt bylo 10 piipraveno na zkoumdani fluorescenéni metodou.
Jako tésnici byly ovéteny 4 Cipy, které byly lepeny s oplazmovanym krycim sklickem. Jednalo
se o dva ¢ipy, které byly pfipraveny na nové kiemikové masce, ktera byla dodana z Akademie
Véd Ceské republiky a dva, které byly pfipraveny na kiemikové masce, ktera jiz byla pouzivana
Vv predchozi praci na stejny Gcel a méla za sebou jiZ minimalné Sest pouZiti. Z celkového poctu
dvandcti ¢ipt bylo na staré kiemikové masce ptipraveno devét Cipil, kdezto na nové pouze tii.

U dvou ¢ipti, které byly plazmovany po dobu 42 sekund a byly lepeny s krycim sklickem, které
nebylo plazmovano, bylo po sedmi dnech uloZeni v deionizované vodé pozorovano odlepeni
celého kryciho sklicka od PDMS ¢asti ¢ipu. Rozlepeni Cipli bylo znakem, Ze spoj mezi krycim
sklickem a PDMS ¢asti Cipu neni pevny a tento zpusob lepeni nelze povazovat za G¢inny. Oba
¢ipy, u kterych byl tento jev pozorovan, se tadily do deseti Cipt, které byly ptipraveny
na zkoumani fluorescen¢ni metodou. Rozpleni €ipit bylo pozorovano u obou ¢ipli po sedmi
dnech od jejich slepeni.
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5.4.3 Ovéreni tésnosti ¢ipu plazmovanych po dobu 84 sekund

Plazmovanim po dobu 84 sekund bylo vytvofeno 12 ¢ipt, z toho 6 ¢iptt mélo plazmovany obé
¢asti a 6 Cipt mélo plazmovano pouze PDMS ¢ast Cipu. Z celkového poctu 12 Cipti bylo ke
zkoumani pomoci fluorescenéni metody vhodnych 10, jako té€snicich bylo ovéieno 8 Cipt.

A B

—T— —T—
Obrazek 14: Struktura cipu na rozhrani kryciho sklicka a PDMS ¢asti v pseudo barve v misté
kde se nachazi kanalky — priklad tésniciho ¢ipu S obéema castmi oplazmovanymi(A), priklad
druhého tésniciho cipu s oplazmovanou pouze PDMS casti (B); méritko ma rozmeér 10 um

Na obrazku 14 (A) je mozné pozorovat jeden z tésnicich ¢ipt, kdy ¢ip byl slepen s obéma
Castmi Cipu oplazmovanymi po dobu 84 sekund. Obrazek byl pofizen 21 dni od slepeni.
Obrazek 14 (B) znazornuje tésnici Cip, kdy byla oplazmovana pouze PDMS ¢ast a byla slepena
s neoplazmovanym krycim sklickem. Obrazek byl potizen 21 dni od slepeni. Z celkového poctu
sedmi tésnicich ¢ipti bylo 5 pfipraveno na nové kiemikové masce a zbytek na staré kiemikové
masce. VSechny Cipy, které byly pfipraveny na nové kiemikové masce, vydrzely té€snit po dobu
21 dni.

5.4.3 Ovéreni tésnosti ¢ipa plazmovanych po dobu 128 sekund

Uvaha byla, ze pii delsim plazmovacim &ase pro PDMS ¢&ast &ipu bude dosazeno lepsiho
a pevngjsiho spoje PDMS c¢asti a kryciho sklicka Cipu. Byly zkoumany Cipy za pouziti
plazmovaciho ¢asu 128 s pro jednu nebo ob¢ ¢asti. Celkem pro tuto metodu bylo vytvotreno 12
¢ipl, ztohoto poétu bylo 6 lepeno s neoplazmovanym krycim sklickem, a 6 bylo lepeno
S obéma ¢astmi oplazmovanymi po dobu 128 sekund. Z celkového poctu 12 vytvorenych Cipt
byl ke zkouméni pomoci fluorescen¢ni metody vhodny jeden a ten také tésnil. Tento Cip byl
vytvofeny na nové kiemikové masce.
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Obrazek 15: priklad vzniklé praskliny u cipu plazmovaného 128 sekund slepeného s krycim
sklickem plazmovanym po stejnou dobu

Obrazek 15 je ptikladem vzniklych prasklin na Cipech pfi plazmovani po dobu 128 sekund.
Jelikoz tento problém byl pozorovan u osmi z desiti €ipt, které byly vytvoreny pro tento
experiment, je tomuto problému (S praskanim krycich skli¢ek a znehodnocovanim ¢ipu)
vénovana pozornost v kapitole 5.5.1. Zbylé dva Cipy, které nebyly vhodné pro méteni
fluorescenéni metou, taktéz praskly. Ale nebylo mozné posoudit, jestli praskly vinou dlouhé
doby plazmovani. K prasknuti doSlo jiz pfi pokladani kryciho sklicka na PDMS ¢ast ¢ipu.

Jediny tésnici Cip s touto dobou plazmovani byl podroben zkouméni pomoci fluorescenéni
metody a bylo zjisténo, Ze je tésnici, toto je potvrzeno na obrazku 16. Byla plazmovana pouze
PDMS c¢ast Cipu. Vysvétlenim tohoto tésniciho ¢ipu mize byt kratké preruseni plazmovani, kdy
mohl ¢ip vychladnout.

Obrazek 16: Struktura cipu v miste, kde se nachdzi mikrofluidni kanalky, tésnici ¢ip; méritko
mad rozmer 10 um
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5.5 Zkoumani povrchu PDMS ¢asti ¢ipu pomoci AFM mikroskopu

Pomoci mikroskopu atomarnich sil byly zkoumany povrchové vlastnosti PDMS ¢asti Cipu.
U vSech méteni PDMS ¢asti Cipu byl na mikroskopu atomérnich zvolen tapping mod.

5.5.1 Méreni povrchu PDMS c¢asti ¢ipu, ktera nebyla oplazmovana

Zkoumani vlastnosti PDMS casti ¢ipu bylo méfeno na mikroskopu atomarnich sil. Méfeni bylo
provadéno pomoci cantilveru SNL 10 s, S pomérné nizkou spring konstantou. Méfeni probihala
po ponoieni PDMS c¢asti ¢ipu do vody. Méfena byla vzdy jedna PDMS strana Cipu, jednalo se
0 stranu, na které byly umistény mikrofluidni kanalky. V prvnim provedeném méfeni byly
zméteny dvé PDMS casti Cipu. Jedna PDMS ¢ast Cipu byla zhotovena 5 dni pfed méfenim
pomoci AFM mikroskopu. Druha PDMS ¢ast ¢ipu byla zhotovena 5 mésici pfed méfenim
pomoci AFM mikroskopu.

34.6 nm

Vg

0 nm

[1um]

Obrdazek 17: Struktura 5 dni staré PDMS casti ¢ipu namérenda pomoci AFM mikroskopu

Vysledek méteni (obrazek 17) odpovidal struktufe PDMS ¢asti Cipu o stati 5 dni. Na snimku

jsou vidét pory, nejveétsi o vysce 34,6 nm. Nejcastéjsi jsou vidét pory okolo 30 nm. Tyto pory

byly ¢asto pospojované. Tato PDMS ¢ast ¢ipu byla zhotovena na jiz pouzivané kiemikové

masce

o stafi tfi let. Méteni PDMS ¢asti Cipu o staii 5 mésicii nebyla GspéSnd. Hrot mikroskopu pfi

tomto méfeni zajizd€l do struktury nebo naopak odjizdél ze struktury. Davodem netispésnosti
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meieni byla pravdépodobné zména mechanick}'/ch Vlastnosti polymeru Po tomto méfeni tedy
¢ipt. Tento poznatek ved| k myslence, ze neni mozné vytvoreni vétsiho po¢tu PDMS ¢asti Cipu,
jejich nasledné uchovani a nasledné lepeni s krycim sklickem. Lepeni ¢ipu tedy musi byt
provadéno co nejdiive od zhotoveni PDMS ¢asti Cipu.

5.5.1 Méfeni povrchu PDMS ¢éasti ¢ipu, ktera byla oplazmovana

Toto méfeni bylo provedeno a vyhodnoceno po zjisténi vysledku z kapitoly 5.4.3, kdy velka
Cast Cipu plazmovanych po dobu 128 sekund byla znehodnocena, tim Ze doslo k prasknuti
kryciho skli¢ka na povrchu Cipu. Byly pozorovany dvé PDMS ¢asti Cipu, jedna PDMS ¢ast Cipu
byla vystavena plazmovani po dobu 42 sekund a druha plazmovani po dobu 128 sekund. Ob¢
meiené PDMS ¢asti byly staré 7 dni a byly vyrobeny na stejné kiemikové masce. Dvé méteni
na AFM mikroskopu byla provadéna pomoci cantilveru SNL 10 s, S pomérné nizkou spring
konstantou. Cipy byly pfi méfeni ponofeny ve vodé a méfeni probihala ve stejny den jako
plazmovani obou ¢asti.

15.2 nm

J
;. ,-',.* o J"
. '.' *.,-'I,"ﬁ |I

0 nm

[um]
Obrdazek 18: Struktura 7 dni staré PDMS casti ¢ipu plazmované po dobu 42 sekund namérend
pomoci AFM mikroskopu

Na snimku jsou viditelné pory, které jsou pospojovany. Velikost nejvetSich port byla pomoci
AFM mikroskopu stanovena na 15,2 nm. Porovnanim obrazku 18 s obrazkem 17 bylo zjisténo,
ze jiz pii plazmovani PDMS ¢ésti €ipu po dobu 42 sekund se drsnost povrchu zmensi pfiblizné
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na polovinu puvodni. Tento vysledek odpovidal vysledkiim dosazenych v praci zhotovenou S.
Vlassovem a kolektivem. V jejich praci bylo pozorovano zmenSeni drsnosti povrchu PDMS po
upraveé plazmou. Velikost port v publikované praci byla 0,68 nm pied upravou plazmou, 0,51
nm pii 15sekundovém plazmovani a 0,34 nm pii plazmovani po dobu 30 sekund. Méfeni ve
zminéné praci bylo provadéno na AFM mikroskopu s pouzitim cantilveru 20 mikrometri
s tuhosti 0,15 N/m pomoci tapping modu [35]. V této bakalaiské praci bylo pozorovano
zmenseni port z 34,6 nm na 15 nm.

5.55 nm

0 nm

Obrazek 19: Struktura 7 dni staré PDMS casti ¢ipu plazmované po dobu 128 sekund
nameérena pomoci AFM mikroskopu

Obrazek 19 zobrazuje PDMS c&ast Cipu plazmovanou po dobu 128 sekund a bylo
predpokladéano, Ze struktura povrchu bude jest€ méné drsna nez pii dob¢ plazmovani 42 sekund.
To bylo také ovéfeno a nejvétsi pory mély velikost 5,55 nm. OvSem tyto pdry nejsou
pospojovany, jak je vidét na obrazku. Péry v tomto obrazku jsou ve shlucich, coz by mohlo
napovidat vytvoreni silanovych skupin na povrchu PDMS po plazmovani. To by naznacovalo,
pro¢ vétSina Cipli nebyla tésnych nebo praskla pii plazmovani po dobu 128 sekund. Toto tvrzeni
bylo podpoteno v praci publikovanou G. Bar a kolektivem. V této praci byly zvetejnény
vysledky, kdy byl povrch PDMS vystaven plazmé po dobu 5 minut a na povrchu byly pomoci
AFM mikroskopie viditelné trhliny. Ve vySe zminéné préci byla publikovana teorie, Ze trhliny
vznikly zahtatim a natazenim PDMS, které se po ochlazeni smrstilo a prasklo [31]. Tato teorie
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by se tedy mohla vztahnout i na ¢ipy zhotovené v této bakalaiské praci, kdy byly vystaveny
plazm¢ po dobu 128 sekund.
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Graf'1: Zavislost doby plazmovani na velikosti nejvetsich porii

Na grafu 1 jsou viditelné zmény velikosti poru, které jsou s del§im casem plazmovani mensi.
Tyto zmény procentualné odpovidaji zménam v praci S. Vlassova a kolektivu.

5.6 Vliv vnéjSich podminek na tésnost ¢ipu

V ramci bakalarské prace byl studovan vliv vnéjSich podminek na vlastnosti pfipravovanych
¢ipti. Bylo zjisténo, Ze vnéjsi podminky maji vyrazny vliv na kvalitu pfipravovanych ¢ipa.

5.6.1 Vnéjsi faktory ovliviiujici tésnot Cipu

Cipy byly zhotovovany v prostorach laboratoti FCH VUT. Pii zhotovovani &ipt byly &ipy
prenaseny v Petriho miskach nebo sklenéné nadobé¢ s deionizovanou vodou. Pfi vyfezavani,
¢isténi a lepeni Cipti bylo dbano na Cistotu ¢ipti. Na PDMS ¢asti i kryci sklicka byla pouzivana
pinzeta, aby nedoslo k umasténi struktur lidskou rukou. Ovsem pinzeta byla vyhodnocena jako
Spatny ndstroj pii pokladani kryciho sklicka na PDMS c¢ast Cipu, jelikoZ v pinzeté neni
dostate¢ny Cit pii praci. To bylo pfi¢inou prasknuti n€kolika krycich skli¢ek a naslednym
poskozenim Cipu. Nejvétsim problémem byl vSude pfitomny prach a jemna smitka, ktera se
mohla dostat mezi PDMS ¢ast ¢ipu a kryci sklicko. Pokud k tomuto jevu doslo bylo jasné, ze
¢ip nebude tésnit a jeho funkce nebudou odpovidat pozadovanym.
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Obrazek 20: Zhotoveny netésnici ¢ip s vadou V rozhrani kryci sklicko a PDMS cast, v obrazku
oznacena cervenou barvou

Na obrazku 20 je viditelné ¢erné vldkno anorganického pivodu, které zabranuje hladkému
a pevnému spoji kryciho sklicka s PDMS c¢asti ¢ipu. Netésnost Cipu byla ovéfena pomoci
fluorescenéni metody. Na obrazku 21 je vidét, ze tento Cip opravdu netésnil a podtekl. Zelena
barva po celém snimku bez jakékoliv struktury PDMS znaéi, Ze celé rozhrani je zaplnéno
fluorescen¢ni sondou ATTO 488. Problém Cistoty prosttedi, kdy je s PDMS ¢asti ¢ipu nebo
S krycim sklickem manipulovano by mohl byt vyfeSen tak, Ze by se s témito komponenty
manipulovalo pouze v Laboratofi ¢istych prostor. Pii pouziti Laboratofe ¢istych prostor by byla
eliminovana moznost proniknuti nezadoucich materiali mezi PDMS strukturu ¢ipu a kryci
sklicko. Ptiprava Cipil v Laboratofi Cistych prostor by mohla byt pfedmétem navazujici prace.
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Obrdazek 21: Struktura ¢ipu na rozhrani kryciho s polymerem v misté, kde se nachdzi
mikrofluidni kanalky, netésnici ¢ip, méritko ma rozmer 10 um

5.7 Zkoumani struktury ¢ipu pomoci metody FLIM

Pomoci metody FLIM (zobrazovani na zaklad¢é doby zivota fluoroforu) byla byl vytvoren sken
vnitini struktury ¢ipu. Pro toto méfeni byla pouzita sonda ATTO 448. Metoda FLIM byla
provedena, aby bylo zjisténo, zda je mozné spolehlivé ur€it tésnost Cipu, kdyZ je pouzita
fluorescen¢ni metoda.

[sup]siuang

Obrdazek 22: Sken cipu na rozhrani PDMS casti a kryciho sklicka pomoci metody FLIM,
zobrazeni v plose vodorovné s krycim sklickem. Modrou carou oznacena oblast zajmu pro

dalsi skenovani; meéritko ma rozmer 10 um
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Na obrazku 23 je vidét sken pomoci metody FLIM v oblasti zajmu, kde jsou kanalky celkové
zaplnény roztokem sondy. V misté modré ¢ary viz. obrazek 22 byl proveden sken podle osy y,
aby byla nalezena rovina v ose y, ve které je spoj mezi polymerem a krycim sklickem.
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Obrazek 23: Sken ¢ipu na rozhrani PDMS casti a kryciho sklicka pomoci metody FLIM, sken
kolmy na rovinu kryciho sklicka; meritko ma rozmer 10 um

Tyto provedené skeny odhalily, ze fluorescen¢ni metoda, ktera byla v této praci pouzita, je
dostatecn¢ piesna pro stanoveni té€snosti Cipu. Na obrazku jsou vidét prurezy mikrofluidnich
kandlkii naplnéné fluorescencni sondou, Zaroven v roviné spoje mezi krycim sklickem
a polymerem nejsou Zadné body v odstinech Cervené a Zluté a nedochazi tedy k priiniku roztoku
sondy do tohoto spoje. Jinym zajimavym poznatkem je rozmiti hranice kandlku v jeho vrchni
¢asti, to mtizeme vysvétlit casteCnou difuzi roztoku do odlitku porézniho polymeru a pro dalsi
pouziti Cipu je potfeba brat tento fakt v tivahu.

5.8 Vyhodnoceni vhodné doby plazmovani

Vybranim tfi dob plazmovéni pro expreriment byla stanovena vhodna doba plazmovani, kdy
nebude dochazet k rozlepovani ani praskani ¢ipt. Z grafu 2 jasné vyplyva, ze nejlepsi vysledky
byly dosaZeny pii zvoleni doby plazmovani 84 sekund. Pii této dobé& nebyl shledan rozdil
Vv plazmovani pouze PDMS ¢asti nebo pii plazmovani PDMS ¢asti i kryciho sklicka. Bylo tedy
zménén postup piipravy mikrofluidniho ¢ipu kdy se doba plazmovani zméni na 84 sekund
pro obé ¢asti Cipu. Zvoleni plazmovani obou ¢asti ¢ipu bylo zvoleno z ditvodu, ze povrchy obou
lepenych ¢asti jsou plazmatickou Upravou dodate¢né CiStény. Toto ¢isténi neni pfili§ ucinné,
ale mize ptinést alespon o par procent vétsi Cistotu pii lepeni Cipt.

38



Cipd [-]

Pocet tésnicich

42 84 128

Doba plazmovani [s]

Graf 2: Zavislost doby plazmovani na poctu tésnicich cipu
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6 Zavér

Cilem této prace bylo vytvofit funkéni mikrofluidni ¢ip a navrhnout metodiku vhodnou
k ovéfeni jeho té€snosti. Byla vypracovana reSerSe v oblastech souvisejicich s touto bakalaiskou
praci. V resersi byly popsany poznatky o mikrofluidnich ¢ipech a metodéach pro zkoumani jejich
tésnosti.

V experimentalni Casti této prace byly odhaleny nékteré problémy, které zabraiiovaly vyrobeni
tésnictho mikrofluidniho c¢ipu. Tyto problémy jsou popsany v jednotlivych kapitolach.
K problémiim jednotlivych kapitol je vzdy navrhnuto feSeni, piipadné zména, ktera prob&hla
V metodé ptipravy Cipu. Vyhodnocenim tfi vybranych dob plazmovani obou ¢ésti Cipu nebo
pouze PDMS ¢asti Cipu bylo zjisténo, ze jako nejvhodnéjsi doba plazmovani je 84 sekund. Pii
tomto Case nebyl shledan podstatny rozdil mezi plazmovanim pouze PDMS ¢asti ¢ipu nebo
plazmovanim PDMS ¢&asti i kryciho sklicka. Cipy, které byly vyrobeny na nové kiemikové
masce vydrzeli té€snit po dobu 21 dni. Doba 21 dni byla na zacatku experimentu stanovena jako
doba, které jsme chtéli dosahnout pro t&snost ¢ipu. Cipy byly podrobeny zkouméni pomoci
AFM mikroskopu, kdy byly méteny povrchy ¢€ipti. Bylo zjisténo, ze na povrch ¢ipi ma vliv jak
stafi, tak i doba plazmovani. Zkoumanim pomoci metody FLIM bylo zjisténo, ze fluorescencni
metoda je vhodna k ovéfovani té€snosti Cipu a zaroven roztok sondy castecné difunduje
do porézniho polymeru a tento fakt je pti dalSich métenich tieba brat v potaz. Pfi vyrobé Cipil
bylo zjisténo, ze Cistota prostiedi hraje velkou roli v tésnosti Cipt, protoze byt je jedno vlakno
nebo vEétsi Castice prachu mize mit za nasledek netésnost ¢ipu. Navrhem na dalsi studii ptipravy
mikrofluidnich ¢ipt bylo vyzkouSeni ptipravy Cipu v Laboratofi Cistych prostor.

Téma mikrofluidnich ¢ipti neni zdaleka vycerpano a dalsim moznym studiem je ovéfeni poctu
odlevani a stafi kiemikové masky. Dal§im zkoumanim mutize byt optimalizace zpisobu lepeni
kryciho sklicka na PDMS ¢&ast Cipu. V tomto kroku by nemusela byt pouZivana pinzeta,
ale mohlo by byt pouzito tiskaiské razitko. To by zabranovalo vytvofeni bublin mezi PDMS
casti a krycim sklickem a zaroven by se snizila moZnost prasknuti kryciho sklicka pfi jeho
pfitla¢eni na povrch PDMS pomoci pinzety. Vyuziti mikrofluidnich ¢ipt mtize v budoucnosti
spocivat ve vytvoreni bunéénych membran ve struktufe kanalki a komurek, kdy mize byt
sledovana jejich stabilita v riznych prostfedich. Vytvofeni bunéénych membran muze byt
provedeno 1 na €ipech pfipravenych v naSich laboratotich. Dilezité je ovSem nalézt vhodny
zpusob pripevnéni konektorti a hadi¢ek do vyrazenych otvorti v mikrofluidnim ¢ipu. Tvorba
bunéénych membran a sledovani stabilit v riznych prostiedich bude studiem nésledujicich
diplomovych praci na téma mikrofluidnich ¢ipli a bunéénych membran.
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8 SEZAM POUZITYCH ZKRATEK

PDMS polydimethylsiloxan
SV pomér pomér velikosti povrchu a vnitiniho objemu zafizeni
Re Reynoldsovo ¢islo

AFM mikroskop mikroskop atomérnich sil

FLIM zobrazovani na zakladé doby zivota fluoroforu
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