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Za¥izeni pro tfidéni Zivych bunék fotoautotrofnich mikroorganismi

Utad priimyslového vlastnictvi v zépisném Fizeni nezjistuje, zda pfedmét uZitného vzoru
spliiuje podminky zplsobilosti k ochrang podle § 1 zak. ¢. 478/1992 Sb.
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Zatizeni pro t¥idéni Zivych bunék fotoautotrofnich mikroorganismi

Oblast technik

Technické feSeni se tyka zafizeni pro tfidéni Zivych bunék fotoautotrofnich mikroorganismii.

Dosavadni stav techniky

V poslednich nékolika desetiletich doslo k velkému rozvoji vyuZivani rozmanitych metod pro tfi-
déni mikroorganismid. Obecné je 1ze rozdélit na metody pasivni a aktivni. Pasivni metody vyuzi-
vaji fyzikalnich vlastnosti tfidénych objektt, velikosti, hmotnosti, elektrického naboje, adheze,
indexu lomu, chemického sloZeni bez vnéjsiho zasahu, jak je popséno napf. ve spisech Huang Y,
Mather EL, Bell JL, et al. MEMS-based sample preparation for molecular diagnostics. Anal Bio-
anal Chem. 2002;372:49-65, nebo Mohamed H, McCurdy LD, Szarowski DH, et al. Develop-
ment of a rare cell fractionation device: Application for cancer detection. IEEE Trans Nanobios-
cience. 2004:3:251-6 nebo Mandrusov E, Houng A, Klein E, et al. Membrane-based cell affinity-
chromatography to retrieve viable cells. Biotechnol Prog. 1995;11:208-13 nebo kone¢né Vold-
man J, Gray ML, Toner M, et al. A microfabrication-based dynamic array cytometer. Anal
Chem. 2002;74:3984-90. Aktivni metody vyuZivaji rozhodovaciho procesu pro separaci vhod-
nych & nevhodnych objektii. U objektu je detekovan a analyzovan Ramaniv rozptyl, fluorescen-
ce, absorpéni, nebo emisni spektrum. Objekt je pak selektovan na zékladé zvolené podminky,
zaloZené na vysledku analyzy, jak je popsano napfi. ve spise Huh D, Gu W, Kamotani Y, et al.
Microfluidics for flow cytometric analysis of cells and particles. Physiol Meas. 2005;26:R73-98.
U tidicich systémi je s vyhodou vyuzito mikrofluidnich €ipd, které usnadiiuji dopravu organis-
mu do mista vlastni separace a taktéZ poslouzi k rozdéleni a uchovani separovanych objektd v
idedlnich podminkach. B&Znym nedostatkem mikrofluidnich ¢ipli je adheze a sedimentace objek-
ti pfi procesu separace.

Podstata technického resSeni

Uvedené nedostatky dosavadniho stavu techniky do zna¢né miry eliminuje zafizeni pro tfidéni
Zivych bunék fotoautotrofnich mikroorganismii podle technického feSeni, které je opatfeno pri-
hlednym mikrofluidnim &ipem s vertikalnim kanalem o $ifce od 0,5 do 2 mm, na jehoZ hornim
konci je vstup t¥idénych fotoautotrofnich mikroorganismii v nosné kapalin€. Do vertikalniho
kanalu je v jeho stiedni asti zaustén vystupni mikroport, tvofeny Sikmo dold sméfujicim mikro-
kanéalkem o 3ifce od 30 do 100 um, ktery se nasledné staci vzhiiru a rozsifuje se do jimky pro
vybrané buiiky fotoautotrofnich mikroorganismil. Tato jimka je zaslepena odd€lavaci uzavérou
pro zabranéni kolisani tlakovych pomérti v mikrofluidnim systému. K prithlednému mikrofluid-
nimu &ipu je pfipojen zdroj svétla pro vyvolani emise elektromagnetického zéafeni z tfidénych
fotoautotrofnich mikroorganismi v nosné kapaling. Déle je k nému pfipojen detektor emitované-
ho elektromagnetického zéafeni fotoautotrofnich mikroorganismi s analyzitorem emitovaného
elektromagnetického zafeni fotoautotrofnich mikroorganismii a jejich polohy a néstavec pro
fokusovani laserového svazku pro zachyceni a pfemistovani vybranych bun¢k fotoautotrofnich
mikroorganismi do mikroportu pro vybrané buiiky fotoautotrofnich mikroorganismi.

Ve vyhodném provedeni zafizeni podle tohoto technického feSeni je zdroj svétla pfipojeny k
mikrofluidnimu ¢ipu tvofen LED diodami nebo laserem. ‘

V jiném vyhodném provedeni zafi{zeni podle tohoto technického feSeni, a to tam, kde se méfi a
vyhodnocuje autofluorescence z fotosyntetizujicich pigment fotoautotrofnich mikroorganismii,
je detektorem emitovaného elektromagnetického zafeni tfidénych fotoautotrofnich mikroorga-
nismi CCD kamera.

V dal§im vyhodném provedeni zafizeni podle tohoto technického feseni, a to tam, kde se méfi a
vyhodnocuje Ramanovsky rozptyl, je detektorem emitovaného elektromagnetického zafeni tiide-
nych fotoautotrofnich mikroorganismi spektrometr a citliva CCD kamera.
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Prehled obrazku na vykrese

Technické feSeni bude dale podrobnéji popsan podle priloZeného vykresu, na némz je schema-
ticky zndzornéno piikladné provedeni zafizeni pro t¥idéni Zivych bungk fotoautotrofnich mikro-
organism.

Priklady provedeni technického fegeni

Na vykrese je schematicky zndzormnéno zafizeni pro tfidéni Zivych bunék fotoautotrofnich mikro-
organismi podle technického feseni. Toto zafizent je opatieno prithlednym mikrofluidnim &ipem
4 s vertikdlnim kanalkem 1 o $ifce od 0,5 do 2 mm, na jehoZ hornim konci je vstup 5 tiidénych
fotoautotrofnich mikroorganismi v nosné kapaling. Do vertikalniho kanalku 1 je v jeho stiedni
Casti zaustén vystupni mikroport 3, tvofeny Sikmo doli sméfujicim mikrokanalkem 6 o §ifce od
30 do 100 um, ktery se staci vzhiiru a rozsifuje se do jimky, které je zasobnikem 2 pro vybrané
buriky fotoautotrofnich mikroorganismi a kter4 je zaslepena neznazornénou oddélavaci uzavérou
pro zabréanéni kolisani tlakovych pomérii v mikrofluidnim systému. Délka Sikmo dolt smétujici
¢asti mikrokanalku 6 je u piikladného provedeni asi 0,1 mm. K mikrofluidnimu &ipu 4 je ptipo-
jen zdroj 7 svétla pro vyvolani emise elektromagnetického zafeni z tfidénych fotoautotrofnich
mikroorganismi v nosné kapaliné. Zdrojem 7 svétla miZe byt zdroj s LED diodami nebo lasero-
vy zdroj. Zdroj 7 svétla osvétluje pies prihlednou hmotu mikrofluidniho &ipu 4 fotoautotrofnich
mikroorganismi v nosné kapaling ve vertikalnim kanalku 1. Dal3i soudasti systému je detektor 8
emitovaného elektromagnetického zafeni fotoautotrofnich mikroorganismi s analyzatorem emi-
tované¢ho elektromagnetického zéafeni fotoautotrofnich mikroorganismi a jejich polohy. V piipa-
dé, Ze systém méii autofluorescenci z fotosyntetizujicich pigmentl fotoautotrofnich mikroorga-
nismi, je detektorem emitovaného elektromagnetického zéfeni tfidénych fotoautotrofnich mik-
roorganismil béZna CCD kamera. V pfipadé, Ze systém méfH Ramanovsky rozptyl, je detektorem
emitovan¢ho elektromagnetického zéfeni t¥idénych fotoautotrofnich mikroorganisméi spektro-
metr a citlivda CCD kamera. Soudasti systému je i laserovy zdroj 9, generujici laserovy svazek
pro zachyceni a pfemistovani vybranych bunék fotoautotrofnich mikroorganismii do mikroportu
pro vybrané buiiky fotoautotrofnich mikroorganismi. U dna mikrofluidniho &ipu 4 je vytvoten
odpadni kanalek 10 pro odvod t&h sedimentovanych fotoautotrofnich mikroorganismi v nosné
kapaling, které nebyly pfemistény do zasobniku 2 vybranych bunék fotoautotrofnich mikroorga-
nismii. Mikrofluidni ¢ip 4 je uloZen na néstavci 11 s mikroposuvem pro fokusovani laserového
svazku.

V Cinnosti prvniho piikladného provedeni tohoto zafizeni se vzorek zkoumanych fotoautotrof-
nich mikroorganismii vstiikne do vstupu 5 ti¥idénych fotoautotrofnich mikroorganismii v nosné
kapalin€, naceZ mikroorganismy sedimentuji do dolni &4sti mikrofluidniho &ipu 4. Zdroj 7 svétla,
coz muze byt zdroj s LED diodami, osvétli zkoumané fotoautotrofni mikroorganismy v nosné
kapalin€. Pak se zdroj 7 svétla vypne a detekuje se autofluorescence z fotosyntetizujicich pig-
mentl fotoautotrofnich mikroorganismi. Pfiblizn& v poloviné mikrofluidniho &ipu 4 jsou zobra-
zeny optickym systémem na detektoru 8 emitovaného elektromagnetického zéafeni fotoautotrof-
nich mikroorganismd, coz je CCD kamera. Tato autofluorescence se analyzuje a zkouma se,
jestli dany fotoautotrofni mikroorganismus splituje podminky pro vybér, to jest zda spliiuje pra-
hovou podminku na velikost fluorescenéni stopy a intenzitu autofruorescence. Soudasné se i uréi,
jaka je jeho poloha. Pokud je fotoautotrofni mikroorganismus vybran, je uchopen v blizkosti
ohniska laseru z laserového zdroje 9 laserovym paprskem, coZ je princip optické pinzety, a pre-
mistén k vystupnimu mikroportu 3 pro sbér vybranych bun&k fotoautotrofnich mikroorganismii
tak, aby proudnice kapaliny prochzejici timto mistem odplavila fotoautotrofni mikroorganismus
k vystupnimu mikroportu 3 a od n& mikrokanalkem 6 do zdsobniku 2 pro vybrané buiiky
fotoautotrofnich mikroorganisma.

V Cinnosti druhého prikladného provedeni tohoto zafizeni se vzorek zkoumanych fotoautotrof-
nich mikroorganismii rovnéZ vstiikne do vstupu 5 tfidénych fotoautotrofnich mikroorganismi v
nosn¢ kapalin€, naceZ mikroorganismy sedimentuji do dolni &4sti mikrofluidniho &ipu 4. Zdroj 7
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svétla, coZ je v tomto piipadé zdroj laserového svazku o vlnové délce 785 nm, osvétli zkoumané
fotoautotrofni mikroorganismy v nosné kapaliné. Pak se zdroj 7 svétla vypne a detekuje se spekt-
rum Ramanova rozptylu na mikroorganismu. Toto spektrum Ramanova rozptylu umoziiuje bez-
kontaktni a nedestruktivni identifikaci chemickych vazeb v mikroorganismu. Z poméru spektréal-
nich maxim odpovidajicich beta-karotenu lze ur€it jeho koncentraci a u nékterych druhi fas i
ur¢it velikost lipidickych kapének. Pomér spektralnich maxim odpovidajicich jednoduché a
dvojné vazbé mezi uhliky umozZiiuje uréeni nasycenosti lipidd uvnitf mikroorganismu. Zafizeni
pracuje tak, Ze jakmile je detekovana pfitomnost mikroorganismu, zacili na néj chytaci svazek a
tento mikroorganismus pfemisti do pozice ramanovského svazku, naCeZ se vypne chytaci svazek,
zapne se méfici svazek pro detekci ramanovskych spekter, sejme se Ramanovo spektrum, vyfil-
truje se, vyhodnoti se poméry vybranych spektralnich maxim, vypne se méfici svazek pro detekci
ramanovskych spekter, zapne se chytaci svazek a jim se mikroorganismus pfesune do pfislusné
proudnice, ktera tento mikroorganismus dopravi k vystupnimu mikroportu 3 a od néj mikro-
kanalkem 6 do zasobniku 2 pro vybrané butiky fotoautotrofnich mikroorganismg.

Vyhodou zafizeni pro tfidéni Zivych bungk fotoautotrofnich mikroorganismi je, Ze vertikalni
orientace vertikalniho kanalku 1 brdni kontaktu mikroorganismii se st€nou, takZe nedochazi k
pfichycovani mikroorganismi ke sténé. Neni tfeba fidit pohyb kapaliny v prihledném mikro-
fluidnim &ipu 4, protoZe mikroorganismy samy sedimentuj i v kapalin€, kterd je statickd. Rych-
lost sedimentace mikroorganismi lze fidit hustotou nosné kapaliny. TiebaZe neni moZné analy-
zovat viechny mikroorganismy v kapaling, ty, které nejsou analyzované, samy sedimentuji na
dno mikrofluidniho &ipu 4 a nedostanou se mikrokanalkem 6 do zasobniku 2 pro vybrané buiiky
fotoautotrofnich mikroorganismi. Naopak je mozno je odCerpat odpadnim kanéalkem 10 pro opa-
kované t¥idéni. Vybrané mikroorganismy se zase samovoln¢ nedostanou zpét do vertikalniho
kanélku 1 a je moZné je odebrat mikropipetou nebo mikrofluidni stfikackou. Dalsi vyhodou je, Ze
se minimalizuje vzdélenost a ¢as, kdy mikroorganismy proudi v systému, protoze jsou vstiiknuty
piimo do vertikalniho kanalku 1 mikrofluidniho ¢ipu 4. Cely systém je pfitom moZné pln€ auto-
matizovat, pfi¢emz velikou vyhodou zplisobu i zafizeni je, Ze se s mikroorganismy zachazi bez-
kontaktné a nedestruktivné, coz sebou nese i to, Ze kontaminace vytfidénych mikroorganismi je
minimalni.

Prumyslova vyuzitelnost

Zpusob i zaiizeni podle technického feSeni 1ze pouZit pro laboratorni i primyslovy vybér mikro-
organismi pro jejich dalsi vyuziti v 1ékafstvi nebo v primyslu.

NAROKY NA OCHRANU

1.  Zafizeni pro tiidéni Zivych bungk fotoautotrofnich mikroorganismi, vyzmna€ujici
se tim, Zeje opatfeno prihlednym mikrofluidnim ¢ipem (4) s vertikalnim kanalkem (1) o §if-
ce od 0,5 do 2 mm, na jehoZ hornim konci je vstup (5) tfidénych fotoautotrofnich mikroorganis-
mi v nosné kapaling, pfi¢emz do vertikalniho kanalku (1) je v jeho stfedni Casti zaustén vystupni
mikroport (3), tvofeny §ikmo dold sméfujicim mikrokanalkem (6) o Sifce od 30 do 100 um, ktery
se sta¢i vzhiiru a rozsifuje se do jimky pro vybrané buiiky fotoautotrofnich mikroorganismil, kte-
r4 je zaslepena oddélavaci uzavérou pro zabranéni kolisani tlakovych poméri v mikrofluidnim
systému, a pfi¢emZ k mikrofluidnimu ¢ipu (4) je pfipojen zdroj (7) svétla pro vyvolani emise
elektromagnetického zafeni z tfidénych fotoautotrofnich mikroorganismii v nosné kapaliné,
detektor (8) emitovaného elektromagnetického zafeni fotoautotrofnich mikroorganismi s analy-
zétorem emitovaného elektromagnetického zafeni fotoautotrofnich mikroorganismi a jejich
polohy a nastavec (11) pro fokusovani laserového svazku pro zachyceni a pfemistovani vybra-



CZ 25864 U1

nych bunék fotoautotrofnich mikroorganismi do vystupniho mikroportu (3) pro vybrané buiiky
fotoautotrofnich mikroorganismi.

2.  Zafizeni podle néroku 1, vyznaéujici se tim, Ze k mikrofluidnimu &ipu (4) je
pfipojen zdroj (7) svétla ve formé& LED diod nebo laseru.

3.  Zafizeni podle niroku 1, vyznaéujici se tim, Ze detektorem (8) emitovaného
elektromagnetického zafeni tiidénych fotoautotrofnich mikroorganismi je CCD kamera pro sni-
mani autofluorescence z fotosyntetizujicich pigmentd fotoautotrofnich mikroorganismii.

4.  Zafizeni podle niroku 1, vyznadujici se tim, Ze detektorem (8) emitovaného

elektromagnetického zéafeni tfidénych fotoautotrofnich mikroorganismil je spektrometr a citliva
CCD kamera pro snimani spektra Ramanova rozptylu na mikroorganismu.

1 vykres
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