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Mikrofluidni zafizeni pro provadéni a monitoring enzymatickych reakci

Oblast techniky

Predmétem technického feSeni je mikrofluidni zafizeni umoziujici provadéni a souasny
monitoring enzymatickych reakci.

Dosavadni stav techniky

Dosavadni techniky pro monitoring kinetiky chemickych, ¢i biochemickych reakci vyuzivaji bud’
neprutocné nebo prutoéné usporadani. Mezi neprutoéné pfistupy lze zahmout automatické
analyzatory, nebo automatizované linky sestavajici z pipetovacich stanic, podavacu a destickovych
spektrometru [7rends Biotechnol. 38/8 (2020) 888-906, doi: 10.1016/].tibtech.2020.01.001], kde
jsou jednotlivé reakce separovany do reakénich kyvet, nebo jamek mikrotitracnich destiek.
Takovato zafizeni v§ak vyzaduji vyssi objemy reagencii a znaéné mnozstvi spotfebniho materialu,
ktery zat€zuje zivotni prostfedi. Alternativné lze vyuzit prutocné systémy, které fesi ob¢ hlavni
nevyhody zminéné vyse [J. Anal. Methods Chem. (2012) 450716. doi: 10.1155/2012/450716].

Jednoduchou, avs§ak ne zcela rozSifenou technikou, je priitokova injekéni analyza (Flow Injection
Analysis — FIA), ktera byla popsana 1 v miniaturizované form¢ na Cipu [4nal. Chem. 75 (2003) 967
— 972, doi: 10.1021/ac0261121]. Ve druhé generaci odnozena sckvencni injekéni analyza
(Sequential Injection Analysis — SIA) nenasSla zdaleka takové uplatnéni, jako tfeti generace
prutokové injekéni analyzy oznacovana jako mikrosekvenéni injek¢ni analyza v usporadani ,,lab-
on-valve® (uSIA-LOV), pripadn¢ obdobné v usporadani lab-on-chip* (uSIA-LOC) [Anal Sci.
22/1 (2006) 9-14, doi: 10.2116/analsc1.22.9; J. Anal. At. Spectrom. 27 (2012) 1831-1857, doi:
10.1039/¢2ja30214d].

U techniky FIA se vzorky nastfikuji do nosné kapaliny, ktera muize obsahovat jednu ¢i vice
reagujicich slozek. Injektovany vzorek difunduje a zaroven se disperguje v toku nosné kapaliny,
pfiemz dochazi k reakci mezi promichanymi komponentami. Vhodny typ detektoru pak
kontinualné monitoruje tok mobilni faze a vysledkem odezvy na reagujici zonu je charakteristicky
prubéh signalu oznaCovany jako pik — v pripad€ pozitivniho piku signal roste do maxima, naopak
v pripad¢ negativniho piku klesa do minima, a pak se signal vraci na piivodni hodnotu pozad’ového
signalu z nosn¢ho pufru. Disperze vzorku v toku nosné kapaliny je kliCovym parametrem a nelze
J1 opomenout pii planovani experimentu. V idealnim pfipad¢ by objem nastfikovaného vzorku mél
byt konstantni, a toto klade dalSi naroky na zapojeni predreaktorti, misicich smycek, nebo
automatickych ventili do systému. Interpretace a vyhodnoceni dat pfi screeningu reakénich
podminek je také do znacné miry ovlivnéno rozmyvanim reakénich zén, coz se projevi ina
vysledném prutokogramu vyraznym rozSifenim piki. Rozmyvani se prohlubuje s Casem, coz
neumoziuje delsi inkubacni Casy (desitky minut a vice). U sekvenéni injekéni analyzy jsou vzorky
davkovany za sebou a k jejich vzajemnému promichani dochazi az vlivem pritoku kapaliny.
Dal§im zpiusobem umoziujicim vys$§i kombinovatelnost reagujicich slozek je aplikovani
reverzniho toku a nastfik dalSich komponent do jiz reagujici zony. Je-li vyzadovan delsi ¢as pro
reakci, nebo je potfeba prodlouzit integracni dobu na detektoru, 1ze pratok zastavit (,,stopped flow*
rezim) a poté op&tovné spustit. Procesy jsou elektronicky rizeny a sekvence nastiika a priatoky jsou
plné automatizovany a synchronizovany. Vyhodou pritocnych technik je opakovany nastrik
vzorku do toku nosného pufru a vytvoreni sekvence piki. Je ov§em potieba pocitat s rozmytim zo6n
a ponechat patfi¢nou prodlevu mezi jednotlivymi nastriky.

Nedostatky spojené s rozmyvanim zén a inkubacnim ¢asem u vy$e zminénych jednofazovych
systému lze zcela eliminovat v mikrofluidnich systémech vyuzivajicich dvoufazovy systém — Cili
emulzi dvou vzajemné nemisitelnych kapalin — nejcastéji voda v oleji (water-in-oil) nebo olej ve
vod¢ (oil-in-water). V zakladnim usporadani se do toku olejové faze nastfikuje, nebo kontinualné
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tlaci, reak¢ni vodna faze a jsou generovany uniformni kapénky. Kazda kapénka pak predstavuje
1zolovany reakéni kompartment, ktery se podle velikosti prutocnych kanalku a generatoru kapének
pohybuje v objemech od nanolitri po femtolitry [Appl. Phys. Lett. 98 (2011) 091916, doi:
10.1063/1.3560453]. Je-li potfeba zachovat kapénky pro dalsi analyzu, nebo inkubovat mimo
mikrofluidni systém, je nutné kapénky stabilizovat pomoci vhodného surfaktantu kompatibilniho
s olejovou fazi a inertniho k reagujicim slozkam [Curr. Opin. Colloid Interface Sci. 20 (2015) 183-
191; doi: 10.1016/j.cocis.2015.07.005]. Slouzi-li kapénky pouze k monitoringu (bio)chemickych
reakci, nebo k syntéze produktu, lze pracovat bez surfaktantu. Izolaci jednotlivych zon zajisti
pfirozena odpudivost a nemisitelnost obou komponent. V uzavienych hadickach nebo kanalcich
o neménném profilu pak kapénky proudi v fad¢ za sebou a na vysledném vystupu z detektoru tvori
sekvenci piku.

Dalsi nespornou vyhodou dvoufazového systému je moznost manipulace s hydrofobnimi reaktanty
nebo produkty. Zejména v pripadech, kdy je reaktant i jen ¢astecné rozpustny ve vodném prostredi.
S vhodnou detekéni eseji 1ze tedy monitorovat procesy, které by v Cisté jednofazovém prostiedi
nemohly probihat.

Dosavadni systémy vSak neumoziiuji monitoring prub¢hu reakci v ¢ase, nebo jej umoziuji pouze

ve velmi omezené mife. Dale je omezena Gprava podminek, napriklad se neprovadi kontrola teploty
v prub¢hu reakce.

Podstata technického reSeni

Predmétem predloZzeného technického feSeni je temperované mikrofluidni reakéni zafizeni
umoziujici provadét a monitorovat enzymatické reakce lokalizované v izolovanych kapénkach
oobjemech maximalné vfadu nanolitri, pficemz kapénky lze jednotlivé lokalizovat,
a monitorovat jejich pohyb a umisténi v zafizeni. Poméry a koncentrace reaktantu lze v zafizeni
dynamicky ménit v prubéhu experimentu. Zafizeni umoziuje stabilizovat a monitorovat reakcni
teplotu v rozsahu od 0,5 °C nad teplotou okoli napriklad do 160 °C. Vyvoj reakce sprazeny
s luminiscentni eseji lze monitorovat pomoci optickych detektori, a diky pohyblivé reakéni civee
lze provadeét i kineticka méfeni.

Mikrofluidni zafizeni podle technického feseni obsahuje reakeni civku tvofenou zavity prihledné
hadicky o vnéjSim priméru v rozmezi 360 pm az 1600 um a s vnitinim primérem do 500 pm,
s vvhodou od I pm do 500 um, navinutymi na vyhfivacim jadru, pficemz reak¢ni civka je opatfena
prostfedky pro posuvny pohyb civky pod¢€l podélné osy civky a prostiedky pro otocny pohyb civky
kolem podéln¢ osy civky, a pficemz reak¢ni civka ma vstup pro kapaliny, ktery je opatfen alespor
dvéma pfivody kapalin opatfenymi prostfedky pro pohon kapalin reakéni civkou, a dale
mikrofluidni zafizeni obsahuje alespoii jeden detekéni opticky systém.

Kapalné reaktanty jsou vedeny privody kapalin, které¢ maji obvykle pramér v rozmezi 360 pm az
1600 um, s vnitinim prumérem do 500 um, tj. jedna se o kapilary. Kazdy reaktant ma svuj
pfivod opatieny prostfedky pro pohon kapalin, tedy pocet pfivodi odpovida alespon poctu
reaktantu. Je-li pocet pfivodu vyssi nez pocCet reaktantii, mohou byt nevyuzité piivody zaslepeny.

Do privodu kapalin, mohou byt vloZzeny ventily, vicecestné spojky a vicecestné kohouty. Lze
pouzit soucastky pouzivané bézné¢ v kapalinové chromatografii €i jinych kapalinovych systémech.
Pro kazdou kapalinu je vhodné mit samostatn¢ fizenou pfivodni vétev regulovanou pomoci ventilu.

Prostfedkem pro pohon kapalin maze byt Cerpadlo nebo rezervoar se stlaenym plynem.
Cerpadlem muze byt stiikackova pumpa nebo peristalticka pumpa. Stiikackové pumpy jsou
pfesnéjsi, peristaltické pumpy obvykle vykazuji vysSi pulzaci davkovanych kapalin. Samotné
reakce pak probihaji ve vzajemné izolovanych kapénkach putujicich v kapilarach v fad¢ za sebou.
Lze fici, Ze se jedna o emulzi dvou vzajemn¢ nemisitelnych kapalin. V nejéastéjSim usporadani to
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Jsou vodné roztoky obsahujici reakéni slozky, pricemz tyto vodné roztoky jsou dispergované do
organickych rozpoustédel nemisitelnych svodou (napf. oktan, butanol), nebo rostlinnych,
silikonovych, mineralnich ¢i fluorovanych oleji. Diky rozsifeni v primyslu jsou tyto oleje snadno
komeréné dostupné. Nevodna faze muze byt zcela inertni, pri¢emz reaktanty, meziprodukty, ani
produkty (bio)chemickych reakci nejsou v této nevodné fazi rozpustné a neunikaji tak z kapének.
Druhou alternativou je ur€ita rozpustnost n¢které, nebo vicero vyse zminénych latek v nevodné
1vodné fazi, atohoto efektu lze vyuzit napf. k dopovani vodnych kapének substratem, nebo
k odsavani produkti do nevodné faze. Se znalosti rozdélovaciho koeficientu (Log P) postaci
takovouto latku detekovat v jedné z obou fazi a dopocitat koncentraci ve fazi druhé.

Slozeni kapének 1ze ovlivnit vzajemnym pomérem pratokt kapalin. Pfesné prutoky kapalin jsou
zajistény Cerpadly. Miseni a postupné pfimichavani kapalin lze realizovat pomoci kapalinovych
spojek ruznych tvari — trojcestné Y a T, kiizové 1 vicecestné spojky — v pfivodech kapalin. Takto
lze ovlivnit sloZeni vodnych i nevodnych fazi, které jsou na vstupu do reakéni civky pouzity pro
vygenerovani fady kapének (emulze). Jednotlivé kapaliny se v privodech kapalin postupné slévaji,
tim se cilené ovliviiyje jejich sloZeni a té€sné pred reakeni civkou uz vodna 1 nevodna faze (faze
nemisitelna s vodou) pokracuji jako jediné dva privody. Na posledni trojcestné spojce (T, nebo Y)
se do sebe ob¢ faze ,,vlévaji® a diky vzajemné nemisitelnosti obou kapalin pokracuje na reakéni
civku sekvence jednotlivych kapének.

Vygenerované kapénky pak vstupuji do vyhfivané reakéni civky, ktera slouzi jako reaktor
a umoznuje sbér luminiscencniho signalu. Reakéni civka obsahuje vyhfivaci jadro, kolem kterého
je omotana pruhledna kapilara, jiz prochazi kapénky. Vyhfivaci jadro s vyhodou obsahuje zdroj
tepla a regulator teploty. Regulator teploty je s vyhodou zpétnovazebni. Vyhfivaci jadro je
s vvhodou valcového tvaru. Pro snazsi uchyceni kapilar k vyhfivacimu jadru a pro snadné
kalibrované odecitani je s vyhodou ve vyhfivacim jadru valcového tvaru vysoustruzen zavit
o definovaném stoupani. Sitka zlabku zavitu pak odpovida vnéjsimu praméru pouzité kapilary.

Dilezitou vlastnosti kapilar je jejich transparentnost, tepelna stalost a chemicka odolnost, z tohoto
diavodu se s vyhodou vyuzivaji teflonové (PTFE) nebo perfluoralkoxyalkanové (PFA) hadicky. Po
pruchodu kapének reakéni civkou je konec kapilary s vvhodou zaveden do odpadni nadobky.

Prostredky pro posuvny pohyb civky podél podélné osy civky a prostfedky pro otocny pohyb civky
kolem podélné osy civky mohou byt motory, s vyhodou lineari krokovy motor a rotacni motor.

Pomoci otacivého pohybu kolem podélné osy reakcni civky a posunu v podélné ose 1ze pii vhodné
synchronizaci pohybti obou motoru a proudéni kapének docilit trasovani konkrétni kapénky. Pii
vypnuté rotaci civky lze v pravidelnych intervalech posouvat reakéni civku ve sméru podélné osy
a monitorovat intenzitu luminiscence v jednotlivych smyckach reakéni civky. Na zakladé polohy
smycek a rychlosti proudéni kapének lze urcit reakéni dobu v danych smyckach.

Detekéni systém s vyhodou zahmuje kinematickou kostku osazenou asférickou cockou umisténou
ve sméru kolmo k podélné ose reakeni civky a opatfenou alespoil jednim zdrojem excitacniho
zafeni a alespon jednim detektorem. Kinematicka kostka mize byt volitelné dale osazena dalSimi
optickymi komponentami, napf. dichroickym filtrem, excitanimi a/nebo emisnimi optickymi
filtry.

Zdroje excitacniho zafeni a detektory, a potfeba dalSich optickych komponent zavisi na konkrétni
aplikaci, pro kterou je mikrofluidni zafizeni urCeno, a na konkrétni detekéni eseji. DetekCni
systémy pro jednotlivé eseje jsou znamy.

Detekéni systém muze zejména zahmovat CCD detektor, fotonasobi¢, DAD detektor. Opticky
signal je mozné distribuovat mezi dva rizné detekéni systémy, pricemz se s vyhodou vyuzije délic
svételného svazku.
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V nékterych provedenich je detekéni systém proveden nasledovné: V bezprostfedni blizkosti
reakéni civky je kolmo k jeji ose pevné instalovana kinematicka kostka s drzakem asférické cocky.
Kinematickou kostku lze osadit dichroickym filtrem, excitaCnimi a emisnimi optickymi filtry
(fluorescence), pripadné ponechat prazdnou (bioluminiscence), to vSe podle zvolené analytické
eseje, nebo zpusobu detekce (napf. monochromaticka detekce, spektra). Ke kinematické kostce
muze byt pfipojen zdroj excitaéniho zafeni (napfiklad Sirokospektry zdroj UV-VIS svétla,
monochromatické svétlo emitujici diody LED, pfipadné laser). Intenzita excitacniho zareni se da
volit manualné, nebo pomoci softwarového rozhrani. Ke kinematické kostce muze byt dale
piipojen opticky detektor. Luminiscenci lze detekovat pomoci CCD spektrometru, fotonasobice (€1
fotonasobicl), pfipadné kombinaci obou typu. Vedle CCD spektrometru lze alternativné vyuzit
DAD detektor. Pfi zapojeni dvou a vice detektoru je ke kinematické kostce s vyhodou pfipojena
pfidavna kinematicka kostka, nebo vice pfidavnych kinematickych kostek s déliCem svételného
svazku (napft. 50/50, pfipadn¢ az 80/20), nebo osazenych dichroickymi filtry. Opticky svazek mize
byt prfed vstupem do kazdého detektoru vystfedén na plochu detektoru pomoci XY translacni
Stérbiny s nainstalovanou asférickou ¢ockou.

Hardwarové komponenty mikrofluidniho zafizeni mohou byt kontrolovany a monitorovany
pomoci softwarové aplikace. V nékterych provedenich muze byt softwarova aplikace vytvorena
v prostfedi LabVIEW (National Instruments, USA). Softwarova aplikace uzivateli dovoluje
definovat prub¢h experimentu (prutoky, reakcni teploty, pozice reakéni civky) a zajistuje plné
automaticky proces experimentu a sbér dat. Naméfena data Ize ukladat do dil¢ich binarmich, nebo
ASCII soubori, které je mozné importovat do béznych analytickych SW a dale zpracovavat.

Objasnéni vvkresu

Obr. 1: Schéma piikladu mikrofluidniho zafizeni pro provadéni a monitoring enzymatickych
reakei.

Obr. 2: Data ziskana z mikrofluidniho zafizeni dle pfikladu 2. Na obr. 2 jsou znazomény kinetické
kfivky enzymu DspoA pro substrat 1,3-dibrompropan v koncentracnim rozsahu 1 az 5 mM.
Uvedeny jsou zavislosti koncentrace produktu (protonu) na Case. Termodynamicka data byla
nam¢fena v teplotnim rozsahu 25 az 50 °C a s intervalem 5 °C. Kazdy bod v grafu je vysledkem
prumérné hodnoty z priblizn¢ 20 méfenych kapének. Data jsou prolozena nejvhodnéjsim modelem
(plna ¢ara) nalezenym pomoci globalni analyzy.

Obr. 3: Na zakladé globalni analyzy dat, ukazanych na Obr. 2, byly vypocteny hodnoty pro Cisla
pfemény (kcar), rychlostni konstanty (kca/Km) a termodynamicka data. Sloupcové grafy dokladaji
vypoétené hodnoty véetné odchylek. Pro srovnani byly doplnény hodnoty (Sedé sloupce) pro
referenéni enzymy (LinB vs. 1-chlorhexan a vylepSenou variantu LinB86 vs. 1,2-dibromethan).
Dale jsou graficky ukazany vypoctené prispévky aktivacni entalpie (AH*) a entropie (-T.AS?) na
Gibbsovu energii (AG*) odvozené z teplotnich zavislosti kcar a kca/Km s referenéni teplotou 37 °C.

Priklady uskuteénéni technického feseni

Priklad 1: Mikrofluidni zafizeni
Mikrofluidni zafizeni podle tohoto pfikladu je znazoméno na obr. 1.

Srdcem mikrofluidniho zafizeni je reakéni civka RC tvorena transparentni PFA hadickou
omotanou kolem vyhfivaciho jadra — kovového valecku s odporovou patronkou (6,5x40 mm,
100 W, Famell, Svycarsko). Civka se diky krokovému linearnimu motoru M1 pohybuje v podélné
ose a diky rotaénimu motoru M2 se muze oto¢né¢ pohybovat kolem podélné osy. Kapaliny jsou
davkovany pomoci sady &erpadel SC, jejichz podet se voli s ohledem na pocet roztoki planovanych
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v experimentu. Od ¢erpadel vedou privody kapalin a postupné se spojuji az ke vstupu do reakéni
civky RC. Detekéni opticky systém mikrofluidniho zafizeni je v zakladnim usporadani slozen
z kinematické kostky osazené dichroickym filtrem F, ktera odrazi excitacni zafeni ze svételného
zdroje S na asférickou ¢ocku AC, ktera je umisténa ve vhodné vzdalenosti od reak¢ni civky RC.
Emitované svétlo je stejnou Gockou AC vedeno zpét, prochazi dichroickym filtrem F a je snimano
optickym detektorem D.

Sada &erpadel SC vtladuje do systému kapalné reaktanty, které po prichodu kapilarami
a kapalinovymi spojkami v pfivodech kapalin vygeneruji kapénky.

Vygenerované kapénky pak vstupuji do vyhfivané reak¢ni civky RC, ktera slouzi jako reaktor
a umoznuje sbér luminiscen¢niho signalu. Teplota reakéni civky RC je snimana a regulovana
pomoci univerzalniho regulatoru (CN7800, Omega, USA) se zp€tnou vazbou na teplotni ¢idlo
uvnitf valecku a sadu teplotnich ¢idel na povrchu valeCku monitorovanych kompaktni kartou pro
sbér dat a doplnénou teplotnim modulem (¢cDAQ-9171 a NI-9213, National Instruments, USA).
Kapilara s kapénkami je omotana kolem tohoto valecku a pro snazsi uchyceni a kalibrované
odegitani je ve valeGku vysoustruzen zavit o definovaném stoupani. Siika zlabku pak odpovida
vngjSimu pruméru pouzité¢ kapilary. Po prichodu kapének reakéni civkou je konec kapilary
zaveden do odpadni nadobky.

Pro pohyb reakéni civky RC je v zarizeni ploSinka, pohanéna linearnim krokovym motorem M1
(LTS150/M, Thorlabs, Nemé&cko), na které je nainstalovan drzak rotacniho krokového motoru M2
(CR1/M-Z7E, Thorlabs, Némecko). Reakéni civka RC je pripojena k rotaénimu motoru M2
v podélné ose k lincarnimu motoru M1. Pomoci otacivého pohybu kolem stfedové osy reakéni
civky RC a posunu v podélné ose lze pfi vhodné synchronizaci pohybi obou motoru M1, M2
a proudéni kapének docilit trasovani konkrétni kapénky. Pfi vypnuté rotaci civky RC lze
v pravidelnyvch intervalech posouvat reakéni civku RC ve sméru podélné osy a monitorovat
intenzitu luminiscence v jednotlivych smyckach reakéni civky RC. Na zaklad¢ polohy smycek
a rychlosti proudéni kapének 1ze urcit reakéni dobu v danych smyckach.

Detekéni opticky systém je zavisly na konkrétni aplikaci a detekéni eseji. Ve znazormnéném
provedeni je v bezprostfedni blizkosti reakéni civky RC kolmo kjeji ose pevné instalovana
kinematicka kostka s drzakem asférické éocky AC. Kinematickou kostku lze osadit dichroickym
filtrem F, excita¢nimi a emisnimi optickymi filtry (fluorescence), pripadné ponechat prazdnou
(bioluminiscence), to vse podle zvolené analytické eseje, nebo zplisobu detekce (monochromaticka
detekce, spektra). Ke kinematické kostce 1ze pripojit vhodny zdroj S excitacniho zareni (napriklad
Sirokospektry zdroj UV-VIS svétla, monochromatické svétlo emitujici diody LED, pripadné laser).
Ke kinematické kostce mize byt osazen opticky detektor D. Opticky svazek je pred vstupem do
detektoru vystfedén na plochu detektoru pomoci XY translac¢ni Sté€rbiny s nainstalovanou
asférickou ¢ockou AC.

Hardwarové komponenty jsou kontrolovany a monitorovany pomoci softwarové aplikace,
vytvorené v prostfedi LabVIEW (National Instruments, USA), ktera uzivateli dovoluje definovat
prubéh experimentu (prutoky, reakcni teploty, pozice reakéni civky) a zajisStuje pln¢ automaticky
proces experimentu a sbér dat. Naméfena data jsou ukladana do diléich binamich soubori
(* ' TDMS), které je mozn¢ importovat do béznych analytickych SW a dale zpracovavat.

Priklad 2: Méfeni s vyuzitim mikrofluidniho zafizeni

Mikrofluidni zafizeni bylo pouzito pro méfeni kinetickych a termodynamickych parametri Sesti
enzymu s halogenalkandehalogenasovou aktivitou. Tento typ enzymi hydrolyticky preménuje
halogenované uhlovodiky na pfislusné alkoholy a halogenovodikové kyseliny. Diky tomu lze ve
slabé pufrovanych roztocich zachytit vyvoj reakce zménou pH, a tuto zménu lze monitorovat
pomoci fluorescenéniho indikatoru HPTS (8-hydroxypyren-1,3,6-trisulfonova kyselina; Sigma-
Aldrich, Némecko) citlivého pravé na zménu pH. V dusledku snizujiciho pH se snizuje intenzita
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fluorescence emitovang timto indikatorem. Substrat — halogenovany uhlovodik 1,3-dibrompropan
(Sigma-Aldrich, Némecko) byl nejprve rozpustén ve fluorovaném oleji Fluorinert FC-40 (3M,
USA) a koncentrace tohoto zasobniho roztoku byla zméfena pomoci plynového chromatografu
7890A s hmotnostnim spektrometrem 5975C (Agilent Technologies, USA). Koncentraci substratu
putujici do reakéni civky lze jednoduse kontrolovat pomoci sekundarni strikacky obsahujici Cisty
olej. Toho se dosahne prostou zménou poméru pratokih mezi obéma oleji (Cisty olej a olej
s rozpuSténym substratem), pfi¢emz celkovy prutok olejové faze zustava konstantni (typicky
20 ml'min"). Pfesné a dlouhodobé davkovani kapalin bylo zajisténo pomoci stiikackovych pump
neMesys (Cetoni, Némécko). Olejova vétev mikrofluidniho systému byla tvofena dvéma
stiikaCkami o vnitiim objemu 25 ml (Luer-lock GASTIGHT, Hamilton, USA), které byly spojeny
do jediného vystupu pomoci Y-spojky (P-512, IDEX Health & Science, USA). Substrat z oleje
difunduje do vodné kapénky, a na zaklad¢ znalosti rozd¢lovaciho koeficientu bylo mozné dopocitat
koncentraci substratu, ktery vstupoval do reakce. Vodna faze slabého pufru (I mM HEPES
s 20 mM Na,SO., pH 8,2) obsahovala enzym (50 pg-ml ™) a fluorescenéni indikator HPTS (50 uM)
citlivy na zménu pH. Cast tohoto reakéniho roztoku byla titrovana bromovodikovou kyselinou
(HBr) o znamé koncentraci a byla sestrojena kalibracni kfivka zohledniujici pufracni kapacitu

enzymu.

Tribodova kalibrace systému byla dostatecna pro vyhodnoceni zmény koncentrace protonu (pH)
prostrednictvim zmény fluorescence HPTS. Za timto ucelem se z vychoziho reakéniho roztoku
vydélily dvé frakce roztoku a kazda z nich se kyselinou nastavila na pozadované pH (typicky o 0,6
al,2 jednotky pH nizsi, nez vychozi 8,2). Ke kalibraci mikrofluidniho =zafizeni se
postupn¢ generovaly kapénky ze vSech tfi roztoki. Vstup vodné faze z jednotlivych stfikacek
(10 ml Luer-lock GASTIGHT, Hamilton, USA) byl zaji§tén pomoci kifizové spojky (P-891, IDEX
Health & Science, USA). Vystup z této spojky a z vyse popsané olejové Y-spojky byl napojen na
dalsi Y-spojku, ktera slouzila jako generator kapének a odtud pokracovala jedina hadicka jakozto
vstup reakéni civky RC. Hodnota pH, intenzita fluorescence a podobné 1 rozdélovaci koeficient,
jsou zavisl¢ na teploté. Kalibrace fluorescence na koncentraci protonu se tedy provadéla pro
kazdou teplotu, stejng jako se pro kazdou teplotu prepocitavala koncentrace substratu v kapénkach.
V typickém usporadani se na kazd¢ smycce reakéni civky sesbirala data o intenzit¢ fluorescence
priblizné¢ z 15 az 20 kapének. Indikator HPTS byl excitovan pomoci S LED zdroje M470L3
a v kinematické kostce byl osazen dichroicky filtr F DMLP490R (oboji Thorlabs, Némecko). Jako
detektor D byl pouzit optovlaknovy CCD spektrometr QE Pro (OceanOptics, USA).
Z prepoctenych a zprumérovanych koncentraci produktu (H') byly sestrojeny reakéni kiivky
(typické reakéni kfivky jsou ukazany na Obr. 2) a pomoci globalni analyzy v SW aplikaci KinTek
Explorer (KinTek Corporation, USA) byly vyhodnoceny kinetické a termodynamické parametry
enzymaticky katalyzovanych reakci (Obr. 3).
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NAROKY NA OCHRANU

1. Mikrofluidni zafizeni pro provadéni a monitoring enzymatickych reakci, vyznacdujici se tim, Zze
obsahuje reakéni civku (RC) tvofenou zavity pruhledné hadicky o vnéjSim priméru v rozmezi
360 um az 1600 um a s vnitinim primérem do 500 um, s vyhodou od 1 pm do 500 um, navinutymi
na vyhfivacim jadru, pri¢emz reakéni civka (RC) je opatfena prostiedky pro posuvny pohyb civky
podél podélné osy civky a prostfedky pro otocny pohyb civky kolem podélné osy civky, a pficemz
reak¢ni civka (RC) ma vstup pro kapaliny, ktery je opatfen alespori dvéma pfivody kapalin
opatfenymi prostfedky pro pohon kapalin reak¢ni civkou (RC), a dale mikrofluidni zafizeni obsahuje
alespon jeden detek¢ni opticky systém.

2. Mikrofluidni zafizeni podle naroku 1, vyznaécujici se tim, Ze do privodu kapalin jsou vloZzeny
ventily, vicecestné spojky a vicecestné kohouty.

3.  Mikrofluidni zafizeni podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, ze prostfedkem pro pohon
kapalin je Cerpadlo nebo rezervoar se stlaCenym plynem, s vyhodou je prostfedkem pro pohon
kapalin strikackova pumpa nebo peristalticka pumpa.

4.  Mikrofluidni zafizeni podle kteréhokoliv z naroku 1 az 3, vyznadujici se tim, Ze vyhfivaci jadro
obsahuje zdroj tepla a regulator teploty, pfi¢emz regulator teploty je s vyhodou zpétnovazebni.

5. Mikrofluidni zafizeni podle kteréhokoliv z naroku 1 az 4, vyznacujici se tim, ze vyhfivaci jadro
je valcového tvaru a je v ném vysoustruzen zavit stoupani.

6. Mikrofluidni zafizeni podle kteréhokoliv z naroka 1 az 5, vyznaé€ujici se tim, Ze prostfedky pro
posuvny pohyb civky podé¢l podélné osy civky zahrnuji linearni krokovy motor (M1) a prostiedky
pro oto¢ny pohyb civky kolem podélné osy civky zahmuji rota¢ni motor (M2).

7. Mikrofluidni zafizeni podle kteréhokoliv z narokd 1 az 6, vyznacujici se tim, Ze detekéni
opticky systém zahrmuje kinematickou kostku osazenou asférickou ¢ockou (AC) umisténou ve
sméru kolmo k podélné ose reakéni civky (RC) a opatfenou alespon jednim zdrojem (S) excitacniho
zafeni a alesponi jednim detektorem (D), pficemz kinematicka kostka muZze byt volitelné¢ dale
osazena dichroickym filtrem (F), excitacnimi a/nebo emisnimi optickymi filtry.

3 vykresy
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