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Abstrakt: Miniaturizace zafizeni pro studium chemickych interakci kapalin vedla ke
vzniku mikrofluidiky a konstrukci tzv. lab-on-a-chip. Naplni této prace je studium
moznosti mikrofluidnich zafizeni s detekci pomoci konfokdlni Ramanovy
mikroskopie a povrchem zesileného Ramanova rozptylu. Zafizeni bylo sestaveno
z komeréné¢ dostupnych dili a otestovano. Byla vypracovana metodika jeho
provozovani a stanoveny nékteré jeho provozni limity. Déle byla pomoci n¢j
studovana kinetika tvorby SERS-aktivnich ¢astic. Bylo demonstrovano, ze
mikrofluidni ¢ipy poskytuji perspektivni moznost studia chemickych reakei,
hydrodynamiky kapalin na mikroskopické urovni a konstrukce SERS-aktivnich
povrchi.
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Abstract: Miniaturization of devices to study chemical interactions of liquids has led
to the emergence of microfluidics and construction of lab-on-a-chip. Present work is
devoted to explore the possibility of microfluidics with detection by confocal Raman
microscopy and the surface enhanced Raman scattering. The microfluidic device was
assembled from commercially available components and tested. Methodology of its
operation has been developed and some of its operational limits were set. Kinetics of
the SERS-active particles formation was studied by its mean. It was demonstrated
that the microfluidic chips provide promising opportunity to study chemical
reactions, hydrodynamics of liquids at microscopic level and construction of the
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0. Uvod

Ramanova spektroskopie je metoda vibra¢ni spektroskopie znama jiz pies
osmdesat let. Velky vzestup a rozsifeni do riznych oblasti vSak zaznamenala az po
objeveni laseru, pokroku Vv konstrukci vysokosvételnych monochromatord,
holografickych mftizek, filtri a zejména po zavedeni CCD detektorii. Od té doby se
Z ni stala béZna a Casto vyuzivana metoda optické spektroskopie od materidlového
vyzkumu az po biochemii, biofyziku a biologii. Diky své neinvazivnosti, Vysokému
informaénimu obsahu a moznosti zkoumat latky ve vodném prostiedi, bez zvlastnich
pozadavkl na fazovy stav vzorku nebo parametry okolniho prostfedi, predstavuje
metodu vhodnou zejména pro studium biologicky vyznamnych molekul. Kombinace
s optickym mikroskopem umoznila studovat latky v rozptylovych objemech fadu ~
um?®, v konfokalnim uspotadani pak chemické zobrazovéani a mapovani nejriizngjsich
objektl s prostorovym rozliSenim az 1 pum. Ramanova mikroskopie je viibec
nejdynamictéji se rozvijejici oblast Ramanovy spektroskopie.

Nedavné pokroky na poli mikrotechnologii umoznily konstrukci systému
kandlki mikrometrickych rozmérli v opticky propustnych materidlech. Definovana
manipulace kapalnymi vzorky, jejich michani, pfemistovani a separace umoznila
vznik mikrofluidiky - nového odvétvi zkoumani chemickych reakci nebo studia
dynamiky kapalin v mikroskopickém méfitku. V této souvislosti se V analogii
s pokrokem, ktery predstavovala miniaturizace pro elektroniku, mluvi o laboratotich
na Cipu, tzv. lab-on-a-chip. Mikrofluidni zafizeni jsou kombinovéana S riznymi
detekénimi metodami, naptfiklad laserem indukovanou fluorescenci, hmotnostni
spektrometrii, infracervenou spektroskopii, Ramanovou spektroskopii, nuklearni
magnetickou rezonanci a dalSimi [8]. Mikrofluidni zatizeni poskytuji mozZnost
studovat dynamiku reakci dvou a vice latek za dobfe kontrolovanych podminek a
S minimalni spotfebou zkoumanych vzorkl, navic s moznosti automatizace. Tyto
vyhody délaji z mikrofluidnich zatizeni perspektivni nastroj zejména pro chemicky a
biomedicinsky vyzkum. Ramanova spektroskopie v mikroskopickém konfokalnim
uspotadani se pro mikrofluidiku jevi jako zvlast perspektivni detekéni metoda,
protoze charakterizuje pfitomné latky pouze na zakladé€ jejich vibra¢nich spekter.

V nasi praci jsme se zamcfili predevSim na elementarni konstrukci
mikrofludiniho zafizeni a jeho zprovoznéni v podminkach laboratoti Odd¢leni fyziky
biomolekul Fyzikalniho ustavu MFF UK. Vzhledem k nedostatku ptedchozich
zkuSenosti s mikrofluidnimi zatizenimi bylo nutné fesit fadu technickych problémil,
identifikovat mozné zdroje potizi a artefaktli a optimalizovat metodiku méfeni za
pouziti ramanovského mikroskopu LabRam 800 HR. Usp&$né zvladnuti zadani je
dokumentovano pokusem o studium dynamiky tvorby agregatli kovovych nanocastic
s extrémnim zesilenim Ramanova rozptylu (tzv. ,hot-spots) za pouziti
mikrofluidniho zafizeni.



1. Teorie

1.1 Ramanova spektroskopie

Ramantv efekt byl objeven roku 1928 indickym védcem C. V. Ramanem,
ktery za tento objev posléze obdrzel Nobelovu cenu. Jednalo se o jiz diive
piredpovézeny jev, ktery se podafilo Ramanovi a jeho spolupracovnikiim pozorovat
za pouziti slune¢niho svétla a soustavy fotografickych filtrt.

Cely efekt funguje na principu neelastického rozptylu svétla na molekulédch
[7]. Kazda molekula je slozena z né€kolika atomd spojenych pruznymi vazbami.
Takto vazané atomy mohou provadét periodické pohyby kolem svych rovnovaznych
poloh, podobné pohybiim harmonickych oscilatort. V nejjednodussim piipadé si
muzeme predstavit uréity atom V molekule jako zdvazi o hmotnosti m, spojené

M Vv

zavazi je pak imérna
F=-f-x (1.1)

Kde x je vychylka zrovnovazné polohy. Silu F si pak muZzeme vyjadfit
z Newtonova zakona.

2
F= m% (1.2)

Zkombinovanim obou rovnic a vyfeSenim dostadvame
X = X,e'™ (1.3)
Kde v je frekvence vibraci. Tu lze vyjadtit z rovnic (1.1) a (1.2)

1 |f
e 1.4
v 27 \m (14)

Pokud nyni neuvazujeme spojeni jednoho atomu s velmi tézkym zbytkem, ale
spojeni dvou atomt o hmotnostech m; a m,, zavadime tzv. redukovanou hmotnost m

1_1. 1 (1.5)
m m m,



Po dosazeni do rovnice (1.4) dostavame priblizny vztah pro frekvenci vibrace
dvouatomové molekuly:

P f(i+i] (1.6)

2 m, m,

Dvouatomova molekula vibruje jedinou frekvenci zévislou na hmotnostech
obou atomi a velikosti chemické vazby mezi nimi, vyjadiené silovou konstantou f.
Klasické priblizeni neklade nijaké omezeni na minimalni hodnotu zmény amplitudy
kmitu.

V piipadé¢ viceatomovych molekul pocet vibracnich stupiii volnosti nartista a
plati, Ze N-atomova molekula miize vykondvat 3N-6 riznych vibra¢nich pohybt na
3N-6 frekvencich. V piipad¢ linearnich molekul je z divodu degenerace moznych
3N-5 vibra¢nich modi. Skutecny vibra¢ni pohyb molekuly je komplikovany, ale 1ze
jej aproximovat superpozici vibraci 3N-6 (3N-5) harmonickych oscilatort
kmitajicich na 3N-6 (3N-5) vlastnich frekvencich. Kazdé vlastni frekvenci pfislusi
pohyb vsech atomi ve fazi. Tento, obecné slozity pohyb, se popisuje zobecnénymi
tzv. normalnimi soufadnicemi.

Z kvantové mechaniky vime, ze hodnota energie harmonického oscilatoru
muze nabyvat pouze urcitych konkrétnich hodnot. Tyto hodnoty lze popsat rovnici

En=hv(n+%j n=0,1,2,... (1.7)

Kde h je Planckova konstanta h = 6,626 x 103* Js. V piipads
anharmonickych oscilatorti dochéazi pii vySSich energiich ke zkracovani vzdalenosti
mezi hladinami. Z rovnice (1.7) je vidét, Ze konkrétni vazba v molekule mize
pfijmout jeding celistvy nasobek energetického kvanta /v.

Z tohoto faktu vychéazi dvé metody vibra¢ni spektroskopie, infraCervena
spektroskopie a Ramanova spektroskopie. Infracervend spektroskopie spociva
V ozafovani vibrujici molekuly infraCervenym zafenim. Pokud je energie fotoni
pravé hv, dojde k jeho absorpci, pfi které piechazi molekula do vyssiho vibra¢niho
stavu. Z absorp¢niho spektra je pak mozno ptimo urcit frekvence vibracnich pohybt
molekuly. Ramanova  spektroskopie  vyuziva  neelastického  rozptylu
monochromatického zafeni z viditelné oblasti spektra, tj. fotont s vyrazné vétsi
energii nez odpovida vibraénim pfechodiim. Pii neelastickém rozptylu na vibracich
molekuly pifeda foton cCast svoji energie molekule, takZe rozptyleny foton ma
odlisnou energii.

hvg =hv, £hy, (1.8)



Kde hvg je energie pivodniho zafeni, 4w, je energie nutna na excitaci vyssiho
vibra¢niho stavu molekuly a ivg je energie rozptyleného fotonu. Symbol + v rovnici
(1.8) odpovida anti-Stokesovu prechodu, kdy molekula po excitaci spadne do
energeticky nizsiho stavu, nez v jakém zacinala, symbol — pak odpovida Stokesovu
prechodu, kdy molekula po excitaci prechdzi na energeticky vyssi hladinu.

a— 1. eXcitovany stav

s = I
H -
: : = zakladni stav
Rayleigh Stokes Anti-Stokes  Fluorescence

Obr 1.1. Ramaniv rozptyl

Kromé¢ neelastického rozptylu dochazi i k rozptylu elastickému, kdy se méni
pouze smér Sifeni fotonu, ale jeho energie zlstava stejna. Tento jev — Rayleightiv
rozptyl - je zhruba o Sest fadu silngj$i neZz rozptyl Ramantv. Vyjadieni poctu
(intenzity) elasticky rozptylenych fotonl jako funkce zmény frekvence (Ramantv
posuv) predstavuje Ramanovo spektrum. Spolu s infracervenym spektrem
predstavuje vibracni spektrum dané latky. V zavislosti na rozdilném zastoupeni
atomti v ruznych molekuldch, jejich hmotnostech, uspotfadani, vazbach a
konformacich, je vibra¢ni spektrum pro rizné molekuly obecné rtizné, diky cemuz
lze rizné molekuly odlisit. Kazda chemicka nebo konformaéni zména molekuly se
pak musi odrazit ve zméndch jejiho vibra¢niho spektra, coz ¢ini vibracni
spektroskopii citlivym néstrojem na studium nejriznéjSich kvalitativnich a
kvantitativnich zmén.

Poznamka:

Protoze vyjadfovani energii vibracnich stavii pomoci vibracnich frekvenci je
nepohodIné, vyjadiuji se tyto zmény pomoci pievracené hodnoty vinové délky
odpovidajici vibra¢ni frekvenci, tj. vlnoctu vyjadiené¢ho z historickych davodua
v jednotkach cm™.

(1.9)

~ v 1
V=—=—
c A

Kde c je rychlost svétla a 4 je vinova délka.



1.2 Povrchem zesileny Ramaniiv rozptyl

Ramantiv rozptyl je relativné slaby, zejména v porovnéani s ostatnimi
spektroskopickymi projevy molekul (absorpce, fluorescence) [7]. Je obecné obtizné
ziskat Ramanovo spektrum latek v nizkych koncentracich (< 100 mM), které jsou
zajimavé z hlediska biochemickych a biofyzikalnich aplikaci. Dal§im omezenim je
vlastni nebo piimésova fluorescence vzorki, kterd ztézuje nebo znemoziuje mefeni
Stokesova Ramanova rozptylu. Urgité zvyseni intenzity Ramanova rozptylu (~ 10° —
10%) poskytuje rezonanéni zesileni, ke kterému dochézi, pokud je pro excitaci pouzita
vinova délka spadajici do oblasti elektronové absorpce zkoumané molekuly [7]. Pak
se jednd o rezonan¢ni Ramaniv rozptyl. Jesté vétSiho zesileni je dosazeno efektem
povrchu nékterych nanostruktur kovii. V tomto piipad¢ se jednd a povrchem zesileny
Ramanuv rozptyl (Surface Enhanced Raman Scattering - SERS) [5, 7]. Protoze u
mikrofluidnich zafizeni lze diky malym rozptylovym objemim piedpokladat
problémy s celkovou intenzitou Ramanova rozptylu, naleznou zde uplatnéni i
techniky vedouci k jeho zesileni [7].

Cely teoreticky zaklad povrchem zesileného Ramanova rozptylu neni jesté
zcela vysvétlen [5], nicméné hlavni faktory prispivajici k zesileni signalu jsou jiz
vysvétleny a popsany. Intenzita Ramanova rozptylu na volnych molekulach je
umérna velikosti indukovaného elektrického dip6lu p, ktery miizeme vyjadrit jako

p=of (1.10)

Kde a je polarizovatelnost molekuly a E je intenzita elektrického pole.
Velikost indukovaného dipolu je mozné zvysit zvétSenim nékteré z téchto slozek.
pole, kterému je molekula vystavena. Bylo zjisténo, ze v okoli kovovych povrchtu
s nerovnostmi v fadu jednotek az desitek nm dochazi k extrémnimu zvySeni intenzity
elektromagnetického pole. Podminkou je rezonance mezi frekvenci ptsobiciho pole
a vlastni frekvenci oscilaci elektrického ndboje v kovovych nanostrukturach. Vlastni
frekvence oscilaci nanostruktur zavisi na jejich materialu, dielektrické permitivite
okoli a zejména charakteristickém rozméru. Oznacuje se jako plazmonova absorpce
(absorpce povrchovych plazmonti). V ptipadé rezonance mezi excitatnim zafenim a
plazmonovou absorpci se kovové nanostruktury stadvaji sekundarnim zdrojem
elektromagnetického zafeni. Jeho intenzita na povrchu dosahuje vysoké hodnoty a se
vzdalenosti od povrchu rychle klesd. Pokud je molekula adsorbovand na povrchu
nanostruktury, nachazi se ve vyrazn¢ siln€¢j$im poli nez v jakém by se nachazela ve
volném roztoku. Ramanovsky rozptylené zafeni (zejména od vibraci s niz§imi
vlnoCty) mutze byt jest¢ v rezonanci S plasmonovou absorpci a analogickym
mechanismem dochazi kjeho dalsimu zesileni. Spojenim obou pfispévki
elektromagnetického zesileni dochdzi k enormnimu nariistu intenzity Ramanova
rozptylu 0 4 — 7 tadd. Zesileni mize byt jesté vétsi, pokud se molekula nachazi
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Vv blizkosti kontaktu dvou nanocastic [5]. Teoretické vypocty ukazuji, ze v téchto
ptipadech mize intenzita Ramanova rozptylu nartist az o 15 — 18 fadu [5]. Pti tak
vysokém zesileni je moZzno pozorovat Ramantv rozptyl pochézejici z jednotlivych
molekul. Detekéni limita SERS se posouva ke koncentracim 10™*® M a podobng jako
u fluorescence se mluvi o spektroskopii na jedné molekule (Single Molecule SERS,
SM-SERS spektroskopie). SERS-aktivni struktury poskytujici extrémné vysoké
zesileni a SM spektra se oznacuji jako ,,hot-spots®. ProtoZe pro tyto struktury zatim
neexistuje v cestiné ustaleny termin, budeme v dal$im textu pouzivat anglické
oznaceni v uvozovkach. Studiu ,,hot-spots” je vénovana velka pozornost, protoze
zvladnuti jejich kontrolované tvorby pro konkrétni analyty by zasadnim zplGsobem
zménilo zptisob detekce malych koncentraci v mnoha praktickych aplikacich.

Druhym zesilujicim faktorem je ovlivnéni polarizovatelnosti a v dusledku
elektronové interakce mezi adsorbovanymi molekulami a kovem. Pokud jsou si
energeticky blizké prazdné elektronové orbitaly adsorbované molekuly a Fermiho
hladina elektronii nanocastice, mize dochazet k pfenosu naboje mezi kovem a
adsorbovanou molekulou. Vznika komplex s pfenosem naboje (CT - charge transfer
complex) s charakteristickou rezonanéni frekvenci, se kterou elektron osciluje mezi
adsorbatem a kovem. V pfipadé, Zze na tuto soustavu zacne pisobit vngjsi
elektromagnetické zareni s frekvenci blizkou vlastni frekvenci téchto oscilaci, dojde
k rezonanénimu zvySeni amplitudy oscilaci. ZvySeni amplitudy znamena zvétSeni
nékterych slozek polarizovatelnosti molekuly diky vétsim oscilacim V rozlozeni
jejiho elektronového obalu. Nasledné¢ dochazi ke zvétSeni indukovaného dipolu
molekuly a zesileni Ramanova rozptylu. Tento mechanizmus se oznacuje jako
molekuldrni nebo chemicky a k celkovému SERS-zesileni pfispiva faktorem 10 —
100. Existuji i dalsi faktory, které se podileji na povrchem zesileném Ramanové
rozptylu, naptiklad chemické perturbace molekul, jejich vliv je ale oproti prvnim
dvéma maly [7].

K SERS efektu dochazi na nanostrukturach riznych kovi a riznych forem:
elektrochemicky zdrsnénych povrsich elektrod, kovovych filmech vytvotenych
napafovanim na pevné substraty rizné topologie, vodnich a nevodnich koloidech i
pravidelnych nanostrukturach vytvofenych litografickymi technikami [5, 7]. Mezi
nejéastéji pouzivané patii vodni roztoky kovovych koloid mincovnich kovu (Ag,
Au, Pt, Pd a Cu), zejména vsak Ag a Au. Koloidy Ize piipravit chemickou redukci
nebo laserovou ablaci. V pfipadé chemické redukce jsou koloidni ¢astice
vyredukované vhodnym redukénim cinidlem zrozpustné soli piislusného kovu
(obvykle AgNO3; a HAuUCI,). Pro Ag koloidy existuje v soucasnosti nékolik bézné
pouzivanych postupti, napf. borohydridova, citratova nebo hydroxylaminova
redukce, které poskytuji koloidy s riznymi distribucemi velikosti nanocastic.
Vyhodou chemicky redukovanych koloidii je zejména jednoduchost ptipravy.
Nevyhodou je pfitomnost chemickych produkti redukce a relativné nizka
reprodukovatelnost vlastnosti. Laserem ablované koloidy vznikaji drolenim terc¢iku
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prislusného kovu ponofeného ve vhodném kapalném prostiedi laserovymi pulzy.
Vyhodou je chemicka ¢istota a moznost ptipravy v téméi libovolném rozpoustédle.

Ptiprava SERS-aktivniho systému spociva Vv pfidani zkoumané latky (analytu)
v urcité koncentraci do pfislusného koloidu. Pokud se molekuly analytu spontanné
adsorbuji na povrchu koloidnich ¢astic, obvykle poskytuji taky SERS zesileni.
Podminkou je excitace spadajici do oblasti vlastni plasmonové resonance
neagregovaného koloidu. Pokud pfidanim analytu dojde k agregaci koloidu, vznikaji
utvary S vétSim charakteristickym rozmérem, viz obr 1.2, které maji plazmonovou
absorpci posunutou k vétsim vinovym délkam. Oblast plazmonové absorpce se
agregaci koloidu zna¢né rozsiii a pro excitaci SERS je mozno pouzit vétsi Skaly
vlnovych délek. Agregaci koloidli je mozno vyvolat i uméle pridanim vhodného
agregacniho ¢inidla (napf. HCl nebo KCI). Misty nejvétsiho SERS zesileni jsou
oblasti styku Kkoloidnich ¢astic, tzv. ,hot-spots”, ve kterych je intenzita
elektromagnetického zafeni maximalni [5, 9]. Pokud se do téchto mist dostane
zkoumana molekula, poskytuje velky pfispévek k SERS signdlu rozptylového
objemu. K zachyceni molekuly analytu v ,hot-spotu” dochazi obvykle v procesu
agregace, ale dynamika tvorby ,,hot-spots* a ¢asové zmény lokalizace analytu v ,,hot-
spotu* jsou poradd malo prozkoumané.

Obr. 1.2. Obrazky ztransmisni elektronové mikroskopie (TEM)
neagregované¢ho borohydridem-redukovaného Ag koloidu a stejného koloidu
agregovaného pfidanim analytu.

Pokud je rozptylovy objem relativng velky (typicky 107 - 102 pl pro
makroskopické vzorky) a statistické zastoupeni ,,hot-spots® vysoké, objemovée
zprumérovany SERS signdl nemusi vykazovat vyraznéjsi Casové a spektralni
fluktuace. P mikroskopickych rozptylovych objemech (~ 10® pl) a kratkych
expozicnich Casech (napt. 1 s) vSak intenzitni i1 spektralni fluktuace nabyvaji na
vyznamu. Opakované bylo experimentalné potvrzeno, ze za podminek SM-SERS
vykazuji jednotlivé ,hot-spots® velké spektralni fluktuace v Casové Skale desitek
sekund [5, 9]. Mechanizmus vzniku téchto fluktuaci neni zcela objasnén.
Predpoklada se, Ze se na ném muze podilet spontanni i polem indukovany pohyb
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molekuly v ,hot-spotu®, fotoindukovand desorpce analytu nebo piimo jeho
fotodekompozice [9]. Studium dynamiky vzniku ,,hot-spots®, jejich stability, Cetnosti
a efektivniho zesileni v dobfe definovanych podminkach je proto velice Zadouci [3].
Vyuziti kombinace mikrofluidnich zafizeni s konfokdlni SERS mikroskopii pro
podobné studie bylo navrzeno jiz vr. 2003 [3], pfesto zustava tato oblast
neprobadana [5] s minimem relevantnich studii. Je proto pravdépodobné, Ze tato
oblast bude pfedmétem intenzivniho zajmu a Vv blizké budoucnosti dojde k veétsi
symbidze mikrofluidnich zatizeni a SERS mikroskopie. K tomu by méla pfispét i
tato prace.

1.3 Experimentalni ¢ast

V ramci bakalaiské prace bylo sestaveno mikrofluidni zafizeni z komeréné
dostupnych soucasti. Pro detekci byl pouzit ramanovsky mikroskop LabRam HR
800. Funkce mikrofluidniho zafizeni byla testovdna na modelovém bindrnim
systému, kdy se v zafizeni michaly dvé rozpoustédla vhodnych fyzikalné-
chemickych a spektroskopickych vlastnosti. Zafizeni pak bylo pouzito na pilotni
zkoumani moznosti sledovani dynamiky tvorby ,hot-spots“ v Ag koloidech
agregovanych kationickym metaloporfyrinem. V nésledujicich odstavcich jsou
uvedené podrobnosti experimentu.

1.4 Pouzité latky

Pii zékladnim testovani mikrofluidniho zafizeni jsme pouzili rtzné
kombinace rozpoustédel poskytujicich vyraznd Ramanova spektra. Mapovanim
jejich distribuce v mikrofluidnim ¢ipu jsme ovéfovali funkci nanopump, tésnéni
spoju a charakter proudéni kapalin v riznych ¢ipech. Nékteré vlastnosti rozpoustédel
podstatné pfi méfeni jsou shrnuté v tabulce 1.1.

latka index lomu | viskozita (mPas)| hustota [g/cm’]
aceton 1,359 0,330 0,793
etanol 1,361 1,200 0,789
acetonitril 1,346 0,343 0,786
voda 1,333 1,000 1,000

Tabulka. 1.1. Vybrané vlastnosti latek pouzitych pii testovani mikrofluidniho
zafizeni
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Pro méteni povrchem zesileného Ramanova rozptylu jsme pouzivali dva typy
Ag koloidu: borohydridem redukovany (BH) a hydroxylaminem-redukovany (HA).
Koloidy byly pfipraveny a pro potieby této prace poskytnuté Doc. M. Prochazkou
z OFB FU. Tyto koloidy jsme si vybrali sohledem na excita¢ni vlnovou délku
514,532 nm, ktera je u obou koloidi Vv rezonanci s plazmonovou absorpci jejich
agregatli. V neagregovaném stavu se BH koloid vyznacuje uzkou distribuci velikosti
nanocastic a relativné tuzkym absorpénim pasem na 390 nm (obr. 1.3), takze pii
excitaci 514,532 nm nedochazi k vyrazn€jsimu SERS zesileni. HA koloid vykazuje
Sirokou distribuci a diky plazmonové rezonanci rozSifené do dlouhoviné oblasti
poskytuje SERS zesileni i v neagregovaném stavu.

SERS spektra CuTMPyP4 v obou koloidech ziskdna z makroskopickych
objeml (méfeno v makroskopickém médu na LabRam HR800) jsou znazornéna na
obr 1.4. Pro srovnani jsou zde znazornéna spektra Cistych koloidi a SERS-aktivniho
systému s piimési kationického porfyrinu CUTMPYP4 s vysledni molarni koncentraci
2,5 x 107 M, ihned po pripravé. Pridavek analytu CuTMPyP4 v této koncentraci
zpusobuje vyraznou agregaci obou koloida a poskytuje dostate¢n¢ intenzivni SERS
signal, jak je vidét ze srovnani s intenzitou valenénich vibraci H,O na 3450 cm™.
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Obr. 1.3. Absorpéni spektra neagregovanych HA a BH koloidi.
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Obr 1.4 - Porovnani SERS na HA a BH koloidech. VSechna spektra jsou

normalizovana na pas valenénich vibraci vody 3450 cm™. SERS spektra obsahuji
vSechny charakteristické vibrace CuTMPyP4.
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2. Konstrukce mikrofluidniho zarizeni

2.1 Soucéasti mikrofluidniho zarizeni

Pro konstrukci mikrofluidniho zatizeni jsou podstatné dv¢ ¢asti [6]. Jednou je
samotny mikrofluidni ¢ip se systémem piivodnich kanalkd, jejich kiizeni, ptipadné
mixerd. Pro spektroskopické metody detekce muize byt Cip Sklenény nebo z jiného
opticky transparentniho materidlu (napt. PDMS, polydimethylsiloxan), pfipadné
kombinaci dvou a vice materiali [6]. Obvykle byva uchycen v plastovém nebo
kovovém drzéku se vstupy pro fitinky nebo hadicky. Druhou podstatnou soucasti je
systém pump zajiStujicich dobfe definované a kontrolované protlacovani kapalin
kandlky. Obvykle se pouzivaji peristaltické pumpy nebo mikrostiikacky
(microsyringes), pisty kterych jsou definované tladené krokovymi motorky. Cipy a
pumpy jsou propojené vhodnymi hadickami a fitinkami. Jednd se obvykle o
spojovaci material pouzivany v HPLC (teflon, PEEK, kfemen, nerez), piipadné
vyrabény piimo pro pouziti v mikrofluidice. VSechny soucasti jsou komeréné
dostupné od riiznych specializovanych vyrobcti.

V této praci byly testovany sklenéné cCipy z nabidky firmy Micronit
Microfluidics [4]. Jedna se o specializovanou firmu, ktera vyrabi Sirokou Skalu Cipt
(véetn& C&ipi podle vlastniho navrhu) a dodava i spojovaci material. Cipy firmy
Micronit byly vybrany z téchto diivodii: (a) jsou vyrobené z borosilikdtového skla
vhodného pro Ramanovou spektroskopii, (b) v nabidce byly Cipy s tenkym krycim
sklickem (145 pm), vhodné pro konfokalni mikroskopii a imerzni objektivy, (3)
k dispozici byl nerezovy drzak pro uchyceni ¢ipu vhodny i pro ptimy mikroskop.
Samotny ¢ip je ulozen V plastovém pouzdie, které se pied méfenim vklada do
nerezového drzaku. Podle informaci od vyrobce jsou mikrokanalky v Eipech
vytvofené abrazivné (piskovani). Relativné drsny povrch je u nékterych typt
vyhlazen leptanim kyselinou fluorovodikovou. Jednotlivé sklenéné komponenty jsou
spojené optickou pajkou, proto jsou Cipy odolné vSem rozpoustédliim a ziedénym
kyselinam. My jsme méli k dispozici testovaci sadu Cipi, jejichz parametry jsou
shrnuté v tabulce 2.1 [4].
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typ hy [um] | ho [um] | V [pl] |dy [um] | dp [pm] popis

R50.676.3| 1100 | 145 | 06 | 50 gp | 1inedmi tok's vets
hustotou kanalkt

linearni tok S mensi
R50.332.3| 1100 145 0,3 50 20 hustotou kanalki

Swll 1100 700 1 200 150 ¢ip s malymi mixéry

TD26 | 1100 | 700 2 200 | 150 | &ip s velkymi mixéry

Tabulka 2.1. Parametry ¢ipt; oznaceni h; odpovida tloust'ce horniho kryciho
sklicka, oznafeni h, odpovida tloustce podlozniho skla, oznaceni V odpovida
objemu vnitinich prostor ¢ipu, d; je Sitka kanalku v ¢ipu a d, je hloubka kanalku
Vv Cipu.

R < :;/:‘ o 1

R50.332.3 Swil TD26
Obr 2.1. Testované Cipy

Cipy typu Swll a TD26 maji mezi obéma sklicky jesté sklicko tieti, tlusté
170 pm, ve kterém je vytvofen mechanismus mixérti. Diky tomu jsou vyrazné
odolnéjsi viici rozbiti, coZ zna¢né usnadniuje praci s nimi. Naopak velkou vyhodou
¢ipti R50 je leptany povrch kanalkd, ktery je daleko hladsi a usnadiiuje pozorovani
kapaliny v kanalcich. Vnitini povrch v ¢ipech Swll a TD26 je drsny, takze neni
mozné dobie sledovat mikroskopem déni uvnitt.
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Obr. 2.2 Maly mixér na ¢ipu Swll

Druhou soucasti je mikrostiikacka, umisténa na pumpé (KD Scientific,
picoliter syringe pumpe, model EW-74902-60) s regulovatelnou rychlosti chodu.
Pouzité plynotésné mikrostiikacky (Hamilton) maji vnitini pramér 1,7 mm a objem
50 pl. Interval rychlosti pumpovani, udavany vyrobcem, je znazornény v tabulce 2.2

rozsah posuv pumpy [um/min] | pratok [nl/min]
minimum 0,0388 0,35
maximum 833,3 7565,70

Tabulka 2.2 Teoretické rychlosti pumpovani

Pumpy jsou fiditelné pocitacem, vyrobce k nim dodava podrobny navod na
jejich naprogramovani. My jsme tuto moznost nevyuzili, protoze jsme se v nasSich
experimentech setkali s vyrazné vét§imi omezenimi a nepfesnostmi zpusobenymi
jinymi Castmi aparatury, nez jaké nepfesnosti piindselo ru¢ni ovladani pumpy.
V budoucnu bude vhodné pocitacové fizeni pump zvladnout a vyuzit pro
komplikovanéjsi experimenty.

Obr. 2.3. Mikrofluidni ¢ip v nerezovém drzaku s teflonovymi hadickami
piipojenymi fitinkami. Detail fitinky s osazenou hadi¢kou a té€snénim.
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Na mikrosttikacku je pfipojena plastovou fitinkou (material PEEK) teflonova
hadicka s vnitinim primérem d = 250 um, dlouhd pfiblizn€ 20 cm. Tato hadic¢ka pak
naseda na vstupni kénus Cipu v drzaku, viz obr 2.4. Tésnost mezi sklenénym Cipem a
hadickou je zajisténa pouze mechanickym piitlakem tésnéni z PEEK, ke kterému
dochazi zasroubovanim fitinky do drzédku a utazenim specialnim kli¢em. Spravné
utazeni vyzaduje opatrnost a zkusenost, protoze nadmérnym tlakem mutize lehce dojit
K rozbiti Cipu. Pfi nedostatecném utazeni dochazi k tniku kapaliny kolem spoje.
Unik se obtizn& detekuje (zejména u t&kavych kapalin), protoze do prostoru kolem
fitinek neni dobte vidét.

hadka e

Konus
sklo

kanalek

Obr 2.4. Bo¢ni pohled na konus s odtokem a pfipojenou hadickou s nasazenym
tésnénim.
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2.2 Mikroskop a objektivy

Veskera méteni probéhla na komeréné dostupném ramanovském mikroskopu
LabRam 800 HR (Horiba Jobin-Yvon), za pouziti externiho Ar” laseru. Mikroskop
disponuje dvémi difrakénimi miizkami s riiznou spektralni disperzi (600 vrypt/mm a
1800 vrypt/mm), konfokalni clonou (pinhole) s rozsahem 0 — 1000 um, dale fadou
filtri pro zeslabeni intenzity laseru a spektrografem s ohniskovou délkou 800 mm.
Detekce probiha pomoci CCD detektoru chlazeného kapalnym dusikem. CCD
detektor (front illuminated) ma rozliseni 1024 x 256 pixeld. Mikroskop je vybaven
stolkem s mikrometrickym XY posuvem ovladanym pocitacem. Mikroskopicky
objektiv (dle vybéru) Ize doplnit piezoelektrickym posuvem, pomoci kterého lze
meénit jeho axialni Z polohu v rozmezi 0 — 100 um. V zasadé¢ lze tedy provadét 3D
mapovani. Vyrobce udava piesnost mikroposuvu 0,1 um a reprodukovatelnost 1 pm.
Cela aparatura se ovlada programem LabSpec, ktery dovoluje fidit parametry sbéru
dat (expozi¢ni Cas, pocet akumulaci, pocitaem ovladané fazeni nekterych optickych
prvkd, atd.) i lokalizaci vzorku ve vSech tfech soufadnicich. Pro potieby této prace
byla vyuzivana moznost mapovani v roviné XY, kdy byly méteny chemické mapy
vybranych ¢asti mikrokandlku. Druhym typem experimentl bylo sledovani ¢asového
vyvoje spektra ve vybraném misté Cipu v zavislosti na néjakém jiném parametru
(rychlost proudéni, posloupnost riznych vzorkd, atd.).

Laser Ar" (Melles Griot) je pieladitelny a poskytuje né&kolik excitaénich
vinovych délek. VSechny experimenty v této praci byly provadéné s excitaci 514,532
nm. Maximalni vykon na vzorku na této vilnové délce je 7 mW. Vhodny vykon jde
nastavit regulaci proudu laserem a sadou Sedych filtrii (optické hustoty 0,3; 0,6; 1; 2;
3ad).

Pro méfeni v mikrokandlcich bylo tfeba vybrat vhodny objektiv, ktery by
poskytoval maximalni Ramaniv signal vzorku s minimalnim pfispévkem signalu
kryciho sklicka. Mikrokanalky jsou pomérné mélké (u fady R50 pouze 20 pum) a
z vrchni i spodni strany ohrani¢ené sklenénou vrstvou. Bylo proto tieba vybrat
objektiv, ktery poskytne maximum Ramanova signdlu pravé z kanalku a potlaci
ptispévky z obou sklenénych vrstev. Axidlniho vymezeni rozptylového objemu je
mozné V konfokalnim uspofadani docilit zmenSovanim velikosti  pinholy
v mikroskopu. Mala pinhola vSak snizuje celkovou uroven signalu, proto optimalni
pinhola je kompromisem mezi obéma pozadavky. Otestovali jsme proto sérii
vzdusnych a imersnich objektivi na cipu R50.332.3 naplnéného DMSO
(dimethylsulfoxid) v zavislosti na velikosti pinholy. Objektiv byl pokazdé zaostien
pfesné na stied kanalku v poloviné jeho hloubky. Posuzovanymi parametry byla
celkova troven Ramanova signalu a relativni ptispévek skla. Vysledky jsou shrnuté
v grafech 2.1 a 2.2.
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Graf 2.1. Zavislost intenzity Ramanova signalu na otevieni pinholy pro rizné
typy vzdusnych objektivi.
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Graf 2.2. Zavislost intenzity Ramanova signalu na otevieni pinholy pro rizné
typy olejovych imerznich objektivi.

Z téchto grafil je vidét, Ze maximum signalu pi1 minimalnim pfispévku skla
poskytuje olejovy imersni objektiv UPlanFLN 100x. Olejova imerze se ale

Z prostorovych diivodi da pouzit pouze na Cipech tfady R50, kde je vrchni kryci
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sklicko dostatecné tenké. Ani na nich se vsak objektivy snormalni pracovni
vzdalenosti nedaji pouzit v oblasti soutoku dvou kanalkd, protoze tento soutok se
nachdzi pod nerezovym drzdkem a je viditelny pouze otvorem o priméru 4 mm.
Drzak brani ptiblizeni objektivu na potiebnou vzdalenost. Drzdk by vyzadoval
mechanickou upravu nebo by bylo potieba navrhnout zcela jinou konstrukci. Ze
stejnych dtvodt nebyl univerzalné pouzitelny ani vzdus$ny objektiv MPlan 50x, ktery
mezi posuzovanymi vzduSnymi objektivy vykazoval nejleps$i parametry. Jako
objektiv nejvhodnéjsi k dalsimu testovani jsme proto zvolili MPlan 50x ULWD
(Ultra Long Working Distance) s prodlouzenou pracovni vzdalenosti (8.1 mm), se
kterym je mozné méfit i na soutoku a v ¢ipech SW11 a TD26. Z hlediska efektivity
sbéru signalu je srovnatelny s MPlan 50x a je ho moZzno pouzit ve vSech mistech
testovanych cipu.

2.3 Mrtvé objemy a Souvisejici artefakty

Casto uvadénou prednosti mikrofluidnich zafizeni je to, Ze pracuji s malymi
objemy vzorkd. Vnitini objemy testovanych ¢ip se pohybuji od 0,3 do 2 pl (tab.
2.1). Do uvah o potfebnych mnozstvich testovanych latek je vSak nutno zapocitat
objemy pfivodnich hadicek a fitinek, které predstavuji tzv. mrtvy objem
mikroflidniho zatizeni. Jedna se o objem celé konstrukce, ktery je nutné zaplnit nebo
protlacit predtim, nezZ se do samotného Cipu dostane latka z mikrostiikacky. Tento
objem se skladd ze tii Casti, objemu plastové spojky mezi mikrostiikaCkou a
hadi¢kou, objemu teflonové hadi€ky a objemu koénu v Cipu. Rozméry a tvary
jednotlivych soucastek jsou uvedeny v tabulce 2.3.

soucastka pramér [mm] délka [mm)] tvar objem [ul]
spojka 4,0 3,5 valec 44
hadicka 0,25 200 valec 9,8
. dolni podstava 1,68 L
konus horni podstava 0,56 11 komoly kuzel 1,2

Tab. 2.3. Mrtvé objemy jednotlivych dilu.

Celkovy mrtvy objem vychazi ~ 55 ul, coz v porovnani s objemem
mikrostiikacky 50 pl znamena, ze pii protlaceni celého jejiho objemu projde ¢ipem
pouze obsah jiz zaplnénych z mrtvych objemu. S tim je nutno pocitat zejména pfi
experimentech, kdy se stejnym vstupem aplikuji po sobé ruzné latky. V praxi totiz
nelze vylouéit, ze pii nahrazovani jedné latky druhou nedojde K jejich
nekontrolovatelnému promichani zejména v soucastkach s vétSim mrtvym objemem
(spojka mezi mikrostiikackou a hadickou, konus). To vylu¢uje moznost postupnych
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meéfeni raznych vzorkli bez odpojeni, kompletniho promyti hadicky a spojky a
zaplnéni novym vzorkem.

Nebezpeci nekontrolovatelného promichavani vzorkt je také velmi
podstatnym faktorem pii dopliiovani mikrostiikacek vzorkem stejného typu, které je
velmi problematické. Lze ho provést dvojim zpisobem: bud’ odpojit spojku od
mikrostiikacky a docerpat vzorek pfimo do mikrostiikacky, nebo vySroubovat
hadicku z drzdku a vymeénit pak obsah i ve spojce a hadicce. Pfimé doplnéni do
mikrostiikacky vede Kk tomu, Ze pii opétovném zapojovani je nutné vyvinout na
spojku zna¢ny tlak pro zasunuti mikrostiikacky do dostate¢né hloubky a dosazeni
hermeti¢nosti. Tento tlak se sloupcem kapaliny ptrenese az do Cipu, kde pretlaci
kapalinu z kénu s vyménovanym vzorkem az do konu s druhym vzorkem. Dojde tak
k pfedc¢asnému a nekontrolovatelnému smichani obou latek. Odsroubovani hadicky
od drzaku a nasledn4d vymeéna neni spojend s vyvijenim vétSich tlakl, mize ale dojit
k zachyceni vzduchové bublinky do prostoru konu. Tato bublinka pak vlivem tlaku
kapaliny pulzuje a zpusobuje nehomogenity v rychlosti toku vzorku.

Nehomogenity v rychlosti toku vzorku byly obecné v pocatcich testovani
velky problém. Nakonec bylo nutné pouzit spojovaci materidly s co nejmensi
pruznosti, protoze vnitini objem mikrokanalku je natolik maly v porovnani s mrtvym
objemem dilti pfed Cipem, ze sebemensi zapruzeni (vyvolané napiiklad roztaznosti
tenkosténné hadicky nebo plastové mikrostiikacky) zptsobilo velké a rychlé posuvy
vzorku v kanalku.

Dalsim pozorovanym jevem (artefaktem), ktery komplikuje nebo i
znemoznuje provadét postupné meéfeni rliznych vzorkd na stejném Cipu, je efekt
,»odmyvani® vzorku pfilnutych k povrsim jednotlivych dild. Z obrazku 2.3 je vidét,
ze pomér mezi rozméry konu a ptitokem nebo odtokem je znaény. Vzorek z ptitoku
nevytlacuje pfimo a rovnomérné objem koénu, spiSe se do n¢j vléva a pii protékani se
s nim michd a odmyva jinak nehybnou kapalinu pfilnutou ke sténam kénu. Pokud
bychom tedy vymeénili napli mikrostiikacky a protlacili jeji objem mrtvymi objemy
ptivodni hadicky, nebudeme pozorovat kompletni vytla¢eni starého vzorku a
skokovy pfechod na novy vzorek, ale promichani starého vzorku s novym s postupné
narustajici koncentraci nového vzorku.

Pro posouzeni, jak vyznamny je efekt odmyvani, jsme provedli nésledujici
méfeni. Cip - véetné vstupniho kénu - jsme zaplnili destilovanou vodou a
mikrostiikacku, spojku a hadi¢ku jsme naplnili 50% roztokem acetonu ve vod¢. Poté
jsme nechali propumpovat cely objem mikrostiikacky rychlosti 500 nl/min. Relativni
koncentraci acetonu Vv mikrokanalku jsme monitorovali na zéklad¢ Ramanova
spektra vody a acetonu. Vysledek je znazornény v grafu 2.3.
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Graf 2.3. Relativni zastoupeni acetonu v zavislosti na proteklém objemu.

Vyjadfeno jako relativni intenzita jeho Ramanova spektra.

Na prubéhu v grafu 2.3 je vidét nekolik dilezitych véci. Prvnim je fakt, ze az
po propumpovani cca 10 pl se relativni zastoupeni acetonu uz ve vétsi mife neméni,
tj. puvodni napln kanalku byla vice-méné vyménéna. Nicméné, k této vyméné bylo
potieba objemu (10 pl), ktery je ~ 30x vétsi nez celkovy objem mikrocipu (0,3 pl).
Dalsim je pozoruhodny fakt, Ze | po piedpokladaném nahrazeni jednoho vzorku
druhym dochazi k poklesu integralni intenzity past acetonu a nasledné K jejimu
opétovnému narustu. To by mohlo svédcit o kolisani koncentrace acetonu daleko za
pfedpokladanou kompletni vyménou vzorku v ¢&ipu. Tento typ meéfeni jsme
zopakovali ne€kolikrat pro pfipad, ze by se jednalo o ndhodny jev zpisobeny néjakym
nekontrolovatelnym faktorem, ale vysledek opakovanych méfeni byl prakticky
totozny. Kolisani koncentrace acetonu by mohlo svéd¢it o tom, ze k odmyvani
pfedchoziho vzorku z mrtvych objemii dochazi na podstatné delSi Skale. Kromé
absolutni velikosti mrtvych objemd by urcitou roli mohly hrat faktory jako jsou
adhezni vlastnosti materiald hadicek, spojek a stén Cipu, jejich smacivost pro rizné
kapaliny, viskozita kapaliny, teplota. Protoze se jedna o zasadni problém zejména pii
konsekutivnim stfidani vzorki, méla by mu byt v budoucnu vénovana vétsi
pozornost.
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2.4 Provoz mikrofluidniho zarizeni

Po identifikaci téchto jevii jako moznych zdroji potizi jsme dospéli
k nasledujicimu postupu sestavovani mikrofluidni aparatury. Hadi¢ky a spojky
naplnime zkoumanym vzorkem, poté je spojime se stejn¢ naplnénou mikrostiikackou
a fitinky nakonec piisroubujeme do nerezového drzaku na koény Cipu, které pfedem
zakapneme vzorkem (nebo destilovanou vodou) a pod mikroskopem zkontrolujeme
na mozny vyskyt bublinek. Poté nechame protla¢it minimalné objem 10 pl, nez dojde
k samotnému méfeni.

Pti méteni je dulezité nezatézovat Cip nadmérné vysokymi hydrostatickymi
ani mechanickymi tlaky. Ze zacatku, kdy jsme jesté neméli odhad na silu utahovani
fitinek v drzaku a vhodné rychlosti pumpovani, jsme dva ¢ipy typu R50.676.3 (Cip
snejdelsim kandlkem 676 mm a tudiz nejvy$Sim hydrodynamickym odporem)
rozbili tim, ze jsme kvili té€snosti pfili§ silné utahli fitinku v drzaku a nasledné zacali
vhanét vzorek pod pfili§ vysokym tlakem. To mélo za nasledek prasknuti tenkého
kryciho sklicka. Pti dalSich meéfenich na téchto Ccipech jsme proto nikdy
nepiekracovali rychlost pumpovani 1000 nl/min.

Sklenéné ¢ipy je mozno pouzivat opakované, pokud se vzorek d4 odstranit
promyvanim vhodnymi rozpoustédly. Pokud vzorek obsahuje rozpusténou pevnou
latku, je nutné ji z Cipu odstranit pfed zaschnuti. Jinak hrozi trvalé¢ ucpani kanalku.
Ve vétSiné ptipadi jsme vyc€isténi Cipu provadéli destilovanou vodou a nésledné
acetonem. Cip je mozno vysusit profukovanim vzduchem. V piipadé méfeni SERS
na koloidech dochazelo k adsorpci koloidnich ¢astic na sténach mikrokanalku, coz se
projevovalo tzv. pamétovym efektem [1]. Ten spociva vtom, ze SERS signal
pozorujeme i1 po nahrazeni koloidu neaktivnim vzorkem. Zdrojem jsou agregaty
koloidnich ¢€astic s analytem, uchycené na sténach Cipu. Tento problém jsme zkusili
vyfesit oSetfenim vnitinich stén Cipu roztokem tetramethoxysilanu [2, 5], ktery by
m¢el zvysit jejich hydrofobicitu. Tento postup vSak nevedl s uspéchu, pravé naopak,
adhezi koloidnich ¢astic zesilil. Stény hydrofobizovaného Cipu se pokryly jednak
tenkou vrstvou koloidnich ¢astic s naadsorbovanym analytem, ktera nebyla pod
mikroskopem patrna, ale vydavala relativné slaby SERS signal, a dale dobie
viditelnymi velkymi agregaty poskytujicimi velké lokalni zesileni, pravdépodobné z
,»hot-spots* (viz obr. 4.11.). Tenkou vrstvu koloidnich ¢astic bylo mozné odstranit
intenzivnim promyvanim acetonem. Pro odstranéni velkych agregati bylo nutné
naplnit ¢ip smési HCl a HNO3, zahtat na 60°C a nechat ptisobit alespon 30 min. Po
nasledném proplachnuti destilovanou vodou, acetonem a vysuSeni SERS signal
vymizel. S pamétovym efektem a adhezi koloidnich ¢astic na stény mikrokanalku je
nutno pocitat pti vSech SERS aplikacich.
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3. Dynamika kapalin na soutoku

3.1 Mapovani pomoci Ramanovy spektroskopie

Pfedtim, nez by bylo mozné zacit méfit pribéh reakci v kanalcich pomoci
Ramanovy spektroskopie, bylo by tieba zjistit, jak v rdznych cCipech probiha
smichavani vzorkt. Jiz prvni experimenty ukazaly, ze pii sledovani spekter dvou
neinteragujicich latek Vvredlném case ve fixnim misté¢ Cipu, kde jsme uz
pfedpokladali jejich kompletni promichani (promichani mixery nebo difuzi po
dlouhé draze), byly pozorovany velké oscilace v koncentracich smichavanych
vzorkd. Podobné v mistech, kde jsme predpokladali laminarni proudéni (soutok dvou
kanalkl) s promichavanim difuzi nartstajici se vzdalenosti, dochazelo ke
vzajemnému pietlacovani se a pulzovani obou kapalin. Pivodné jsme se domnivali,
ze se jedna o posun ve fazich krokovych motorkii pump a rézech vznikajicich
diskrétnim charakterem jejich pohybu, ale tato domnénka byla vyvracena poté, co
jsme obé mikrostiika¢ky umistili na tutéz pumpu, a efekt nezmizel.

Dalsi experimenty ukdzaly, Ze tyto fluktuace jsou zplsobené zejména
rozdilnymi viskozitami smichavanych latek. Na mikroskopické urovni totiz zacaly
mit daleko vétsi vliv kapilarni jevy a déje na sténdch mikrokanalku, kde hraje
viskozita pouzitych latek zasadni roli. Pokud mély smichavané kapaliny vyrazné
rozdilné viskozity (napf. aceton a etanol, viz tab. 1.1), mapovanim jejich koncentraci
na soutoku jsme zjistili, ze etanol (vySsi viskozita) se na konci svého kandlku
hromadi a ¢as od ¢asu se z néj odtrhne kapka, ktera pak postupuje celym prifezem
kanalku a s acetonem se prakticky nemisi. Podobné se chovaly 1 dal$i kombinace
kapalin s vyrazné rozdilnymi viskozitami. Pro studium dynamiky smichavani kapalin
bylo nutné pouzit latky s podobnou viskozitou, napt. aceton s acetonitrilem nebo
voda s ethanolem. Dobrym modelovym systémem byly vodni roztoky jinych
rozpoustédel, kdy z koncentra¢nich duvodt viskozita pievazujici vody udavala
viskozitu obou vzorkii. Vyhodou vysledného tfislozkového systému byla moZznost
normalizace spekter na pas valenénich vibraci vody ~ 3450 cm™,
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Obr. 3.1. Mapa soutoku ¢ipu R50.332.3 za rtznych rychlosti pumpovani,
Vv levém kanalku je acetonitril a v pravém aceton. Mfizka vyznacuje body, ve kterych
bylo méfeno Ramanovo spektrum.

Obr. 3.2. Mikrosnimek soutoku, na kterém je v pravé ¢asti (diky rozdilnému
indexu lomu, pfitomnosti mikrobublinek a zptisobu osvétleni) viditelné posunuté
rozhrani mezi obéma vzorky.
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Obr 3.3. Mapy koncentrace acetonu na soutoku acetonu a acetonitrilu z obr.
3.1 za riiznych rychlosti pumpovani.
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Obr 3.4. Mapy koncentrace acetonitrilu na soutoku acetonu a acetonitrilu
z obr. 3.1 za rtiznych rychlosti pumpovani.

Pomoci neinteragujiciho binarniho systému aceton-acetonitril jsme provedli
sérii mapovani soutoku pro riizné rychlosti pumpovani, viz obr. 3.1. Pro n¢které
rychlosti, u kterych jsme ptedpoklédali jejich budouci pouzivani, jsme méfeni
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zopakovali. Vzniklé mapy na obr. 3.3, respektive 3.4, zobrazuji procentualni
koncentraci acetonu, respektive acetonitrilu. Je patrné, ze pro vyssi rychlosti 70
nl/min a 100 nl/min bylo proudéni piiblizné laminarni a ob¢ kapaliny do sebe kousek
za soutokem zacinaly difundovat a michat se. V prvnim ohybu kanalku na ¢ipu, kde
bylo opét mozné méfit (oblast mezitim je zaclonéna drzadkem), byly jiz ob¢ kapaliny
velmi dobfe promichané. Pti nizsich rychlostech je z chemickych map patrna ¢asova
nestabilita, pravdépodobné v dasledku vyse popsaného pietlacovani se vzorkl a z ni
plynouci pulsace. Pii rychlostech nizSich nez 50 nm/min se systém ukazal byt
nachylny k nestabilitam, kdy napiiklad dodate¢né dotlaceni plastové spojky na
mikrostiikacce a zmenseni mrtvého objemu (do kterého mohl vzorek pfi pretlaceni
expandovat) pozorované fluktuace vyrazné¢ zmensilo.

Pro dalsi experimenty na Cipech typu R50 jsme proto volili jako minimalni
rychlost pumpovani 100 nl/min, abychom se vyhnuli témto efektim. Cipy Swill a
TD26 maji podstatné $ir$i a hlubsi kanalky, diky kterym jsou kapilarni jevy a jevy
spojené s viskozitou mensi, takZe je na nich mozné pouzivat i mensi rychlosti. Navic
jsou tyto Cipy vybavené mixéry, kde dochazi k rychlému promichdni vzorki.
Nevyhodou je opticky nekvalitni povrch kanalkl, na kterém se v ptipadé SERS
experimentt navic snadné&ji adsorbovaly koloidni ¢astice.

3.2 Pfima pozorovani dynamiky na soutoku

Situaci na soutoku, zejména michani kapalin, jsme se pokusili pozorovat i
ptimo opticky (zobrazovaci CCD kamerou mikroskopu), protoze chemické mapovani
zabira ur€ity ¢as, béhem kterého se situace v fecisti méni. Zkusili jsme proto jednim
kanalkem pumpovat silné zbarveny roztok (zincon V ethanolu, CyoHisN4NaOgS,
temné ruda barva) a sledovat rozdily v zabarveni nebo alespon optické rozhrani
v disledku rtizné absorpce pii michani S bezbarevnym acetonem. Tento experiment
byl nespésny. Pfi zadném zplsobu osvétleni (rizné barevné filtry) nebyla
pozorovatelna ani zména zabarveni ani naznak rozhrani, ackoliv prostorova
chemickd mapa potvrzovala ptitomnost acetonu a ethanolu a smichavani obou
slozek.

Nechtény uspéch Vv zobrazovani prodéni kapalin mikrokandlkem se nam
pozdé¢ji podaril pii zcela jiném méfeni, kdy pii smichavani acetonu S acetonitrilem
v ¢ipu R50.332.3 obsahujiciho zbytky vodniho roztoku ethanolu, vznikalo v
mikrokanalku velkého mnozstvi drobnych bublinek, které ztézovaly méfeni spekter.
Na druhou stranu jejich pfitomnost a pohyb umoznily pozorovat pohyb rozhrani mezi
obéma kapalinami. Mikrobublinky a rozhrani je viditelné na obr. 3.2. Pfi pozorovani

V redlném case bylo vidét, Ze rozhrani nepravidelné pulzuje. Pfi zvySeni rychlosti
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pumpovani se zvySila Cetnost a poklesla amplituda téchto pulzi. Manipulace
s elementy ovliviigjicimi mrtvé objemy (zejména spojka na mikrostiikacce) pak
vyvolavalo razy jedné kapaliny, kompletn¢ vytlacujici druhou latku ze soutoku
zpatky do jejiho kandlku, odkud se zahy vrétila, a priitok na soutoku se po chvili
stabilizoval do ptedchoziho stavu. Fotografie ma snizenou kvalitu, protoze rozhrani
nebylo pfi spodnim osvétlenim dobie vidét. I pfesto z tohoto pozorovani chovani
kapalin na soutoku v realném case vyplynulo, ze fitinky a plastové spojky s velkymi
mrtvymi objemy jsou V pribéhu méfeni citlivé na jakékoliv doteky a manipulace
snimi v prubéhu méfeni mize znehodnotit experiment. Rovnéz se potvrdila
spravnost interpretace namétenych udaji v mapach 3.3 a 3.4, ukazujicich na
nepravidelnosti v toku pfi nizsich rychlostech pumpovani. To méa pro budouci
experimenty na mikrofluidnim zatizeni klicovy vliv, protoze pfi bezpecné rychlosti
pumpovani 100 nl/min z kazdé mikrostiikacky urazi na ¢ipu R50.676.3 konkrétni
objem vzorku celou drahu od mista smichani po vytok za méné nez 3 minuty. Tim
jsou dané maximalni doby, po které¢ je mozno chemickou reakci sledovat. Jinym
feSenim by byly Upravy jednotlivych spojovacich komponent tak, aby doslo

k minimalizaci mrtvych objemu, pfipadné omezeni jejich citlivosti na vngjsi faktory.
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4. Méreni v recisti

4.1 Méreni na ¢ipu Swll

Po otestovani zakladnich vlastnosti mikrofluidniho zafizeni jsme se rozhodli
vyzkouset jeho praktickou pouzitelnost pfi méfeni Kinetiky vzniku SERS-aktivniho
syst¢tmu. Timto problémem na makroskopickych vzorcich se zcasti zabyvala
diplomova prace Barbory Laskové (Studium komplext kationickych porfyrint
s nukleovymi kyselinami pomoci spektroskopie povrchem zesileného resonan¢niho
Ramanova rozptylu, MFF UK, Praha 2008), fesend v OFB FU. Jedn4 se o sledovani
kinetiky objeveni se SERS signdlu po pfidani analytu k Ag koloidu, kde méfeni
na makroskopickych vzorcich nedovolovalo sledovat tyto procesy Vv ¢asech kratSich
nez ~ 10 s po smichani. Regulovanim rychlosti proudéni by mikrofluidni zatizeni v
principu dovolovalo méfit SERS signal v podstatné kratSich ¢asech. Studium SERS
signalu na koloidu proudicim mikrokanalkem by mohlo byt zajimavé i pro studium
tvorby ,,hot-spots®, jak bylo navrzeno v [6, 7].

Pro tento ucel se jako nejvhodnéjsi jevily Cipy Swll nebo TD26 opatiené
mixery zajiSt'ujicimi rychlé promichani vzorku. Pfedpokladali jsme, Ze k efektivnimu
promichani koloidu (BH nebo HA Ag koloidy) a roztoku analytu (CuTMPyP4, 2,5 x
10" M) dojde jiz na prvnim mixéru a reakce pak bude probihat spojité v celém
prifezu ¢ipu. Mixér na ¢ipu Swll je znazornény na obr. 2.2.

Rychlost pumpovani v obou kanalech byla nastavena na 200 nl/min, coz v
¢ipu Swll odpovida rychlosti proudéni 222 pm/s. Intenzita laseru byla snizena
filtrem D2 na 70 uW, abychom piedesli pfipadnému ,,spaleni* vzorku v kanalku na
grafiticky uhlik, které jsme jiz diive pozorovali. Méfili jsme na sérii vybranych mist
(na soutoku, ob dva mixéry, a na konci kanalku), na kazdém jsme zaznamenali
Casovou fadu 150 spekter akumulovanych po sobé s expozi¢ni dobou 1 s.

NasSe predstava, jak by mél cely proces probihat, byla nasledujici: po
smichani koloidu a roztoku analytu by mélo zacit dochazet k adsorpci CuTMPyP4 na
koloidni castice a tvorbé agregatd, které by proud unasel kanalkem. Vzhledem
ktomu, ze excitace 514,5 nm mneni vrezonanci s plazmonovou absorpci
neagregovaného BH koloidu, veskery pozorovany SERS signal by mél pochazet
pouze od agregatli, nejspis ,,hot-spots®“. V pifipadé, ze by takovy agregat proplul
excitatnim objemem, doSlo by pii méfeni v tomto okamziku k detekci vyrazného
SERS signalu. V piipadé HA koloidu, ktery ma i v neagregovaném stavu pro excitaci
514.5 nm silnou plasmonovou resonanci (viz obr. A), by kromé ,hot-spots* mély
SERS signal poskytovat 1 molekuly analytu adsorbované na izolovanych
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nanocasticich. Rozdil oproti signalu pochézejiciho z ,hot-spots“ by mél byt
Vintenzit¢ a cCetnosti vyskytu. Pfi vyhodnocovani signalu zriiznych mist ¢ipu
bychom v kazdé Casové fadé spekter secetli pocet spekter s vyrazné vyssi integralni
intenzitou. Pokud tvorba ,hot-spots* zavisi na Case, Cetnost vyskytu ,,hot-spots*
VvV rozptylovém objemu by méla nariistat se vzdalenosti méficiho mista od mista
smichéni. S dostate¢né¢ presnym pouzitim této metody a dostatecné velkymi
statistickymi soubory by pak mélo byt mozné urcit zavislost po¢tu vytvorenych ,,hot-
Spots® na Case.

¢islo méfeni | vzdalenost od soutoku [um] | ¢as od smichani [s]
1 0 0.0
2 3743 16.8
3 7247 32.6
4 10623 47.8
5 13792 62.1
6 17343 78.0
7 22086 99.4
8 29269 131.7

Tab. 4.1. Casova prodleva mezi okamzikem smichani koloidu s analytem a

okamzikem méteni casové fady SERS spekter pro rtizné lokalizace.

Pouzitelnost popsané metodiky jsme testovali nejdiive na HA koloidu. Pfti
statistickém zpracovani vysledki méfeni v mistech uvedenych v tab. 4.1 se ukazalo,
ze vychozi piedpoklad nezavislé dynamiky pohybu koloidu v fe¢isti mikrokanalku
nemusi byt zcela spravny. Pro ilustraci uvadime na obr. 4.1 — 4.4 vysledky faktorové
analyzy casovych fad zriznych mist. Jsou uvedena prvni subspektra SI1 (4.
primérmné spektrum za pfislusnou ¢asovou tadu) a odpovidajici koeficienty V1
vyjadiujici velikosti signalu v daném casovém okamziku. Jak je vidét z Casovych
fluktuaci SERS signalu, n¢ktera ,,hot-spots* rozptylovym objemem skuteé¢né proplula
a poskytla lokalni fluktuaci ve velikosti signalu. U jinych se vSak zda, ze byla
Vv rozptylovém objemu po urcity ¢as zachycend, pro coz svédc¢i seskupovani meéteni
s vysokym signdlem do urcitych shluki, které postradaji ndhodny charakter. Toto
zachyceni mohlo byt zptisobené bud’ svétlem indukované adsorpci koloidnich ¢astic
na povrchu kanalku, nebo vytvofenim optické pasti pfimo v objemu proudici
kapaliny efektem laserové pinzety. Oba mechanizmy jiz byly pifi SERS
experimentech pozorovany [5].
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Na obr. 4.1 je v oblasti kolem 120. spektra patrny prudky nardst intenzity,

ktera v dalSich méfenich klesd. Povazujeme za velmi nepravdépodobné, Ze by zde
doslo k proplouvani fady ,hot-spots, a ptiklanime se k vysvétleni, Ze se
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V rozptylovém objemu zachytila ¢astice vydavajici extrémné velky SERS a po chvili
byla opét strzena proudem.

Z obr. 4.2 je patrné, ze pii méfeni v tomto misté¢ ¢ipu nedoslo z n¢jakého
divodu k zachyceni zadného ,,hot-spot”, protoze celkova intenzita signalu byla
pomérné mala. I pfesto je z tvaru subspektra S1 patrné, Zze zde muselo dojit k SERS-
aktivizaci, byt bez participace ,hot-spots®. Bez SERS efektu by koncentrace
samotného analytu (~ 10” M) pii excitaci 514.5 nm nedovolovala naméfeni
jakéhokoliv spektra.

Na obr. 4.3 a 4.4 je mozné kromé obc¢asného propluti ,,hot-spots* mozné
pozorovat i jakési ,,baliky* signalu. Ty se odliSuji od situace na obrazku 4.1 tim, ze
jejich intenzita po zachyceni neklesa kontinualné, ale osciluje a nékdy spada az na
uroven Sumu. Tato méfeni byla provadéna v mistech, kam vzorek dotekl az po 99 s,
respektive 131 spo smichani, tedy po uplynuti doby, kdy podle vysledku z
makroskopickych méfeni na stejném HA koloidu a se stejnym roztokem analytu
bezpecné doslo k vytvoteni SERS-aktivniho systému se znacné velkym mnozstvim
,»hot-spots®. Ptesto v mikrokanalku pozorujeme dlouhé ¢asové intervaly bez zjevné
ptitomnosti ,,hot-spots®. Z ¢etnosti ,,hot-spots* na obr. 4.3 a 4.4 tedy neplyne, Ze by
jejich mnozstvi v mikrokanalku rostlo s ¢asem. Divodem by mohlo byt postupné
vychytavani koloidu (zejména agregati s ,,hot-spots*) na sténach mikrokanalku. Pak
by prodluzujici se draha, kterou koloid urazi v mikrokanalku méla zcela opacny
efekt. Ke zvySené adsorpci koloidnich ¢astic na sténach mikrokanalku by mohl
pfispivat i jeho hruby povrch.

4.2 Méreni na ¢ipu TD26

Pro otestovani hypotézy o adsorpci koloidu na sténach mikrokanalkd jsme
provedli dalsi experimenty, tentokrat na Cerstvé nasilanovaném ¢ipu TD26 s velkymi
mixéry, zajistujicimi lepsi promichavani. Misto HA byl pouzit BH koloid, u kterého
by pii excitaci 514,5 nm nemél efektivni SERS signal pochéazet od izolovanych
nanocastic, pouze od agregatli S posunutou plazmonovou rezonanci.

Kratce po smichani obou sloZzek se zacaly objevovat znamky adsorbce
agregovaného koloidu na hydrofobizovanych sténach c¢ipu, co se projevovalo
zejména pamétovym efektem. Adsorpce byla po chvili viditelnd i na
mikroskopickém obrazku, kde se na soutoku koloidu sroztokem CuTMPyP4

objevila Cervena stopa kopirujici rozhrani mezi obéma kapalinami, viz obr 4.5.
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Obr 4.5. Mikrofotografie rozhrani se znamkou adsorpce koloidu na povrchu
kanalku (Cervena stopa).

Tato barevna stopa uprostied soutoku je pravdépodobné tvofena koloidnimi
agregaty uchycenymi na sténé kanalku v mist¢, kde se koloid setkava s porfyrinem. |
kdyz 1 samotny porfyrin CUTMPYP4 m4 ¢ervenou barvu, je nepravdépodobné, ze by
opticky viditelnou stopu mohla zplisobit pouze jeho pfitomnost, zejména kdyz
uvazime vychozi koncentraci jeho roztoku (~ 107 M). Agregovany BH koloid se
vyznacuje taky ¢ervenym zbarvenim a s vysokou pravdépodobnosti se proto jedna o
adsorpci analytem indukovanych koloidnich agregatt. Tato - ze zac¢atku ostra stopa -
se dale v kanalku rozmazava a bez kontrastu s pozadim prestava byt zietelna.
Samotné agregaty sice nejsou na povrchu kanalku vidét, ale to mize byt disledkem
jeho drsného povrchu.

Kromé¢ signalu z koloidu adsorbovaného na povrchu neposkytoval BH koloid
témét zadny SERS signal z objemu kanalkd. Usoudili jsme proto, ze BH koloid neni
pro tento typ experimentti vhodny. Experimenty s BH koloidem vsak ukazaly, Ze
obavy s nedostate¢ného michani obou slozek pfi laminarnim proudéni nejsou zcela
opodstatnéné, protoze podle rozsitujiciho se tvaru stopy se zda, ze ke smichani difuzi
dochazi jesté ped prvnim mixérem. Usoudili jsme proto, ze nékteré efekty pii styku
koloidl s roztokem analytu bude mozno pozorovat i na ¢ipech fady R50 bez mixért.
Dalsim dtivodem K ptechodu na ¢ipy fady R50 byl drsny povrch ¢ipt Swll a TD26
znemoziujici optické pozorovani situace na sténach kanalkd a obavy z toho, Ze pravé
drsny povrch ptispiva ke zvySené adsorpci koloidnich Castic.

4.3 Méreni na ¢ipu R50

35



Po vyhodnoceni vysledkii z métfeni na ¢ipech TD26 a Swll jsme se vratili
k tenkému ¢ipu R50, nyni s nasilanovanym povrchem, u kterého jsme piedpokladali
snizeni pamétového efektu diky hladsimu povrchu, hydrofobicité a zvySené rychlosti
proudéni v kanalku. Pro pilotni méfeni jsme pouzili HA koloid a roztok CuTMPyP4
s koncentraci 2,5 x 107 M.

Na hladkém, opticky homogennim povrchu kanalku jsme méli moznost
detailnéji pozorovat adsorpci koloidnich ¢astic. Ukazalo se, ze hydrofobizace
povrchu tetramethoxysilanem tvorbu agregati neomezila, spiSe ji zesilila. Na
mikrosnimcich nasilanovaného ¢ipu naplnéného vodou jsme pozorovali pouze Cisty
povrch. Kdyz zacaly kanalky proudit roztok CuTMPyP4 a koloid, pozorovali jsme
postupny vznik agregatli a jejich rist v Case. Zajimava byla zejména jejich hustota a
rozdilna morfologie v riznych mistech ¢ipu. Prvni agregaty se objevovaly uprostied
kanalku, pfesné na rozhrani styku obou kapalin, kde diky laminarnimu proudéni jesté
nemize dochazet k jejich podstatnéjsimu promichani (obr. 4.6, 4.7). Dale po proudu
Vv kanalku pak dochazelo k jejich vétsimu rozptyleni po celé jeho Sifce. Kromé
velkych agregéatli na rozhrani Se v té Casti spolecného kanalku, do které pfitékal
koloid, casem utvoftila na sténé vrstva z vyrazné¢ mensich agregati. Vrstva byla dobfie
viditelna v kontrastu s druhou polovinou kanalku, kam pfitékal roztok CuTMPyP4
(obr. 4.8). V casti kanalku, kterou proudil pouze roztok analytu, se opticky viditelné

‘

agregaty netvorily.

A L

Obr. 4.6. Tvorba agregatii na styku koloidu a roztoku CuTMPyP4. Misto smichavani

zobrazeno pomoci objektivu se zvétsenim 50x a 5x.
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Obr 4.7. Detail tvorby agregatti na rozhrani. Pokud nedojde ke smichani obou
latek ptfed soutokem, jsou kanalky dokonale Cisté a vétsi koloidni agregaty se zaCinaji
tvofit az na soutoku.

]
Obr 4.8. Drobné agregaty tvofici se v ¢asti kanalku, do které vtéka koloid.

N
N

Obr 4.9. Agregaty na soutoku roztoku CuTMPyP4 (vlevo) a HA koloidu
(vpravo). Ke smichani latek doslo jesté pied soutokem diky pretlaceni porfyrinu do
kanalku s koloidem.

Vyrazny rozdil v adsorpci koloidnich castic v jednotlivych polovinach
kanalku se zachovava az do pomérn¢ velkych vzdalenosti od soutoku (desitky mm),
kde je na mikrosnimcich pofad patrna rozdilnd struktura povrchu kanalku, S osou
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soubéznou se smérem proudéni. Rozdilna adsorpce koloidu vV riznych ¢astech
kanalku dokazuje zachovani laminarniho proudéni na pomérné velké vzdalenosti. Na
druhou stranu, agregace i1 adsorpce jsou zjevné indukovany analytem, protoze
v ¢astech kanalkd ptfed soutokem k nim nedochazi. Vysvétlenim rozporu by mohla
byt rozdilna difuze molekul analytu a koloidnich ¢astic. Molekuly porfyrinu velmi
rychle difunduji do poloviny kanalku, ve které je obsaZen koloid, vyvolavaji jeho
agregaci a zachytavani na sténach, Relativné velké a tézké koloidni ¢astice naopak
difunduji velmi pomalu a zachovavaji laminarni proudéni. K rovnomérnému
promichani a homogenizaci obou kapalin tak dochazi az nékde kolem poloviny ¢ipu.
Ve vzdalen¢jsich oblastech na ¢ipu je také adsorpce vyrazné slabs$i, sniZzuje se
obzvlast plosné pokryti stény kanalku mensimi agregaty.

Opét jsme se pokusili naméfit statistiku Cetnosti volné plujicich ,,hot-spots*
na konci kandlku, kde bylo pokryti st¢én minimalni. Nicméné¢ SERS signal byl
ptekvapive slaby, zejména v porovnani s intenzitou signalu pochdzejici od adsorbatii
na sténach. Provedli jsme systematické mapovani profilu kandlku na mistech rizné
vzdalenych od mista smichani kapalin. Abychom odlisili signal pochazejici z objemu
kandlku od signdlu adsorbati na jeho sténach, experimenty byly provadéné na
kanalku s proudicim koloidem i analytem. Ob¢ kapaliny byly nasledné¢ zaménény
vodou a mapovani bylo opakovano za stejnych podminek. Ukazalo se, Ze v obou
pripadech naprostd vétSina SERS signalu pochazi z povrchu kanélku, a Zze promyti
kanalku vodou nezpusobi ani pokles signalu, ani vyraznéjsi zmény v distribuci jeho
intenzity. Signal zvétSiny mist evidentné pochazel od CuTMPyP4, cemuz
nasv€dcovala naprostd shoda spektralnich past. Na nékterych mistech se vSak
objevovaly i vyrazné spektralni Crty, které nelze ptipsat porfyrinu (obr 4.10).
Domnivame se, ze pochéazeji z ,hot-spots“, ve kterych by mohly byt zachycené
molekuly necistot, nebo Ze by se mohlo jednat o SERS tetramethoxysilanu. Tato
domnénka by méla byt v budoucnu provéiena.

Koloidni ¢astice adsorbované na povrchu mikrokanalku oSetfeného
tetramethoxysilanem vykazovaly rozdilnou distribuci SERS signalu. V ¢asti s velkou
hustotou vétSich agregatu se objevovala cCetnd mista s extrémné vysokym SERS
signalem, navic S vyraznymi spektralnimi fluktuacemi, které by mohly svédcit o tom,
ze se jednd o ,hot-spots®. V ostatnich mistech byl signal slab$i, s mensimi
spektralnimi 1 intenzitnimi fluktuacemi. SERS signdl byl méfitelny 1 z ¢asti, ve které
nebyla na mikrosnimcich patrna adsorpce koloidu na povrchu. Signal pochazi
pravdépodobné z adsorbovanych, ale neagregovanych koloidnich castic, na kterych
jsou zachyceny molekuly CuTMPyP4. V tom piipadé¢ dochazi pouze k méné
vyraznému SERS zesileni plazmonovou resonanci ¢astic vhodné velikosti, bez efektu
,,hot-spots*.

Pokud byl ¢ip intenzivné promyvan acetonem (po dobu 15 hodin), doslo
k vyraznému ubytku tohoto slabsiho signalu, jak je patrné na distribucich uvedenych
na obr. 4.11. Distribuce a lokalizace ,hot-spots* piitom zlstala zachovana. To by
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mohlo znamenat, ze molekuly CuTMPyP4 zachycené na téchto izolovanych
Casticich jsem vystavené vlivu rozpoustédla vice, nez molekuly v ,hot-spots®.
Mikrofluidni ¢ip s koloidem s adsorbovanym na vhodné chemicky modifikovany
povrch mikrokanalkti by tak mohl pfedstavovat zajimavy systém pro studium vlivu
riznych rozpoustédel na pevnost vazby analytu k povrchu koloidnich ¢astic,
kompaktnost ,,hot-spots® 1 SERS zesileni. Oproti jinym povrchim a konfiguracim
skyta moznost piesné lokalizace méfeného mista a spojitou, dobie kontrolovatelnou
vymeénu vnitiniho prostfedi mikrokanalku.

2500
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Obr. 4.10. SERS spektrum s odlisnou strukturou past.
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Obr. 4.11. Mikroskopicky obrazek a typické rozlozeni ¢etnosti SERS signala
rizné intenzity ziskanych mapovanim koloidnich ¢astic adsorbovanych na sténach
mikrokanalku hydrofobizovaného tetramethoxysilanem. Distribuce A ukazuje
pocetnou frakci spekter s relativné slabym SERS signalem (< 0.05). Po intenzivnim
promyvani acetonem (15 hod) tato frakce mizi. Frakce s vy$sim SERS zesilenim (>
0.15) ztistane zachovana.

40



5. Diskuse

Konstrukce mikrofluidniho zafizeni pro detekci Ramanovou mikroskopii
ptineslo celou fadu zajimavych poznatkd. Ukazalo se, ze Ramanovou mikroskopii
bude mozné studovat celou fadu fenomént, se kterymi neni mozné se setkat
v makroskopickém métitku. Protoze odvétvi mikrofluidiky je pomérné nové, jsou
tyto fenomény Casto nepopsané a jejich podstata neznama.

Jevy, se kterymi jsme se v naSi praci setkali, mizeme rozdélit do dvou
kategorii, na jevy spojené s mikrofluidnim zafizenim a jevy spojené s vlastnostmi
pouzitych latek.

Prvnim ddlezitym jevem (artefaktem) spojenym s provozem zatizenim je
setrvacnost pfi vyméné kapalin v mikrokanélcich, se kterou je potfeba pocitat. Na
setrvacnosti se podileji jak mrtvé objemy piivodu, tak hydrodynamika kapalin u
pevnych povrchi, ktera v mikroskopickych rozmérech ¢ipu nabyva vyznamu a je
nutno sni pocitat. Zatimco mrtvé objemy lze minimalizovat konstrukéné, jevy
spojené s hydrodynamikou pfedstavuji principidlni omezeni, zejména u
mikrokanalkd velmi malych prifezii a detekénich metod s velkym prostorovym
rozliSenim, ke kterym patii i Ramanova mikroskopie. Témto efektim bude potieba
v dal$im vyzkumu vénovat zvlastni pozornost. Pro rutinni aplikace bude nejdiive
potieba podrobné prozkoumat zéavislost proudéni profilem kandlku na viskozité
michanych kapalin a vymezit tak chyby, které tento fenomén vnasi zejména do
méteni, kdy se predpoklada konsekventni vymeéna kapalin v kanalcich.

Dalsim problémem je otazka laminarniho proudéni, difuze a mechanického
promichavani zkoumanych latek. I kdyz jsme se v na$i praci na tuto problematiku
zaméfili velmi intenzivné, vysledky, které jsme dosahli, nejsou uplné konzistentni.
7Zda se, ze smichavani kapalin v mikroskopickém métitku je slozity proces zavisly na
vlastnostech smichavanych kapalin, rozmérech a mechanickych vlastnostech
povrchu mikrokanalkli a rychlosti proudéni. Pro rizné typy Cipa se stejné kapaliny
mohou chovat odlisné. Jako podstatné parametry téchto systému jsme identifikovali
viskozitu michanych latek a rozdilné difuzni chovani roztokd molekul a koloidnich
suspenzi. Fakt, ze viskozita na této tirovni ma velky vliv, je obecné znamy. Méné
prozkoumané jsou koloidni systémy, zejména na mikroskopické urovni. Vizualizaci
koloidnich ¢astic adsorbovanych na sténach silanovaného mikrokanalku jsme
ukazali, Ze tyto koloidni Castice zfejm¢e difunduji vyrazné pomaleji neZ molekuly
porfyrinu. Vzhledem k rozdilnym vlastnostem rtiznych typt koloidi neni jasné, jestli
se jedna o obecnou vlastnost koloidnich roztoki nebo jestli v ni hraje svoji roli
chemické slozeni. Ramanova mikroskopie v kombinaci s mikrofluidikou by mohla
pfinést zajimavé poznatky a pfispét k lepSimu poznéni v této oblasti.
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Pii studiu SERS-aktivnich systémi se ukazalo, Ze jejich chovani v feéisti
predpokladali. Z porovnani vysledkii méteni na rGznych typech Cipi jsme dospéli
k zavéru, ze pokud chceme studovat kinetiku tvorby ,hot-spots* z jejich Cetnosti
v objemu vzorku, bude nutné omezit v§echny faktory, které vedou k adsorpci koloidu
na povrch kandlku nebo k zachytu castic excitatnim paprskem (efekt laserové
pinzety). Pravdépodobné bude potieba pouzit Cipy s mixéry, aby doslo k okamzitému
promichani vzorku a preferen¢nimu vyvolani vzniku ,,hot-spots® v objemu. Pro tento
ucel bude pravdépodobné potfeba najit Cipy s hladSim, opticky homogennim
povrchem, ktery nevyvolava zvysenou adsorpci koloidnich ¢astic, a ktery umoziuje
jednoduchou optickou inspekci jeho stavu.

Krom¢ efektu laserové pinzety se na zachytu ,,hot-spots* ve vrstvé kolem stén
mikrokanalku se mize podilet taky zdanlivy skluz (AWS — apparent wall slip effect).
Jedna se o efekt, kdy proudici kapalina vytvaii na st€énach kanalku nepohyblivou
vrstvu, oddélenou od pohyblivé vrstvy ndhodné se tvoficim skokem. Mezi proudici
kapalinou a nepohyblivou vrstvou u stén kanalku tak neni postupny ptechod, ale
fazové rozhrani, na kterém probihd tfada komplikovanych mezifdzovych jevu.
Rozméry nepohyblivé vrstvy a dynamika rozhrani zavisi na materialu stén kanalkd,
rychlosti proudéni a vlastnostech proudici kapaliny. Pokud uvazime rozméry
mikrofuidnich zafizeni a typické rozméry oblasti skluzovych oblasti (n€kolik um),
efekt AWS miiZe mit vyznamny vliv na skute¢né proudéni kapalin profilem kanalku.
Vliv AWS je v soucasnosti studovan taky pro polymerni roztoky, koloidni suspenze,
emulze a kapaliny obsahujicich nano nebo mikro cCastice (tzv. mikrodisperzni
kapaliny), ke kterym patii i koloidy pouzivané pro SERS spektroskopii.

Ackoliv studium agregace koloidu na sténach ¢ipu nebylo nasim pivodnim
cilem, pii jeho zkouméani jsme dospéli k zavéru, Ze se jedna o stabilni systém
imobilizovanych ¢astic, ktery je mozné definované vytvofit a studovat. To otevira
celou fadu moZnosti pro dalsi vyzkum SERS efektl na mikrofluidnich ¢ipech
s chemicky modifikovanymi vnitfnimi povrchy. Mikrokanalky déavaji moZnost
zkoumat SERS riznych analyti v dobfe definovaném prostiedi, které je mozno
prubézné meénit. Diky snadné prostorové orientaci na ¢ipu a piesné lokalizaci je
mozné studovat stejna mista na ¢ipech i po jejich vyjmuti, manipulaci a opétovném
navraceni Cipu do aparatury. Rovnéz tak je mozné studovat dlouhodoby vyvoj
chemickych reakci, protoze vnitini povrch Cipu je vystaven pouze latce, kterou je
napInén. Kromé toho jsou mikrokanalky ¢ipti dobfe uzaviratelné a na rozdil od
SERS-aktivnich systémi deponovanych na mikroskopickych sklickach, je v nich
mozno i dlouhodobé ustavit stabilni chemické podminky. Skytd se tak moZnost
vytvaret definované SERS-aktivni povrchy pro analytické¢ ucely, dlouhodobé je
skladovat a mikrofluidiku vyuZit pro automatizaci méteni.
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6. Zaver

V podminkach Oddéleni fyziky biomolekul Fyzikalniho ustavu UK bylo
sestaveno a zprovoznéno mikrofluidni zafizeni s detekci pomoci Ramanovy

mikroskopie. Byla vypracovana metodika méfeni na tomto zafizeni, ktera zahrnuje:
- vybér vhodnych objektivl pro konfokalni mikroRamanovu detekci,
- stanoveni vhodnych provoznich parametri,
- specifikaci omezeni na métené latky v zavislosti na jejich viskozit¢,

- Vypracovani postupl pro plnéni, pribézné dopliovani a postupné
nahrazovani kapalin v mikrofluidnich Cipech,

- CiSténi a regenerace Cipu.

Pfi nésledném studiu dynamiky tvorby agregati koloidnich nanocastic
pomoci SERS spektroskopie bylo demonstrovano, ze pouziti mikrofluidnich zatizeni
v kombinaci s konfokalni Ramanovou mikroskopii umoziiuje zkoumat doposud jen
malo zndmé jevy spojené stimto procesem. Na obecné urovni poskytuje
mikrofluidika s Ramanovou mikroskopii naro¢nou, ale perspektivni moznost
vyzkumu celé fady chemickych systému, kinetiky jejich reakei, ale také
hydrodynamiky a povrchovych jevi.
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