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Anotace

Cilem disertacni prace bylo vytvofeni mikropratokového zatizeni z materidlu o vysoké
tepelné vodivosti a také zkoumani moznosti vyuziti Peltierovy soustavy k chlazeni, v pritbéhu
elektroforetického procesu provedeného na diamantovém mikro¢ipu. V ramci této prace,
pomoci metody repliky byl vyroben diamantovy elektroforeticky mikro€ip. Tato metoda byla
zaloZena na vyrobé kiemikové matrice o uréené geometrii a ndsledné depozici diamantové
vrstvy. Polykrystalickd diamantova vrstva o tloust'ce pfiblizné 300 mikrometrii byla vyrobena
pomoci techniky MPCVD (Micro Wave Plasma Chemical Vapour Deposition). Ziskany
diamantovy mikrocCip byl charakterizovany z hlediska: geometrickych rozmért a morfologie
povrchu, fyzikdlné¢ — chemickych vlastnosti, fazového slozeni, tepelnych a optickych
vlastnosti. Pro takto vyrobeny mikroCip byla navrzena a vyrobena méfici soustava, ktera byla
zaloZzena na Peltierové ¢lanku a umoznovala kontrolu teploty v prib&hu elektroforézy.
Pomoci termoviznich kamer byla provedena tepelna charakteristika a uréen vliv chlazeni na

Jouleovo teplo vznikajici pti elektroforetické separaci.

Kli¢ova slova: diamant, elektroforeticky mikroc¢ip, metoda repliky, elektroforéza, MPCVD,

Abstract

The aim of this study was to manufacture microfluidic device from a material of high
thermal conductivity and also to investigate the possibility of using Peltier system for cooling
during the electrophoretic process carried out on the diamond microchip. In this work, the
replica method was used for fabrication of diamond electrophoretic microchip. This method
was based on the production of silicon mould with the geometry and the subsequent
deposition of diamond layer. Polycrystalline diamond layer with a thickness of approximately
300 microns have been made by MPCVD technique (Micro Wave Plasma Chemical Vapour
Deposition). The obtained diamond microchip was characterized with regard to: geometric
dimensions and surface morphology, physico-chemical properties, phase composition,
thermal and optical properties. For this microchip was designed and constructed a measuring
system which was based on the Peltier element to allow for temperature control during
electrophoresis. Thermal imaging cameras were used for thermal characteristics and to

determine the influence of generated Joule heat on the electrophoretic separation.

Key words: diamond, electrophoretic microchip, replica method, electrophoresis, MPCVD,
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Seznam zKkratek a symboli

Oznaceni Pobis
symbol P
uDiaGene Microdiagene: nucleic acid sequencing in a diamond-silicon chip — nazev projektu
MCE Mikrocipova kapilarni elektroforéza (z ang. Mikrochip Capillary Electrophoreis)
CGE Kapilarni gelova elektroforéza (z ang. Capillary Gel Elecrophoresis)
MEKC Micelarni elektrokineticka chromatografie (z ang. Micellar Electrokinetic Chromatography)
ESI Ionizace pomoci rozprasovani v elektrickém poli (z ang. Electrospray Ionization)
LIF Metoda laserové induk¢éni fluorescence (z ang. Laser Inducted Fluorescence)
CVD Chemicka depozice z plynné faze (z ang. Chemical Vapour Deposition)
MP CVD Metoda chemické depozici z plynné faze s pouzitim plazmy buzene mikrovinami (z ang.
Microwave Plasma Chemical Vapour Deposition)
PDMS Poly(dimethylosiloxan) (z ang. polydimethylsiloxane)
PEEK Polyetheretherketon Polyeteroeteroketon
VLSI VLSI (z ang.Very Large Scale Integration)
CMOS CMOS (z ang. Complementary Metal Oxide Semiconductor)
SEM Skenovaci/rastrovaci elektronovy mikroskop (z ang. Scannig Electron Microscopy)
SE Sekundarni elektrony (z ang. Secondary Electrons)
BSE Zpétné odrazené elektrony (z ang. Backscattered electrons)
ESED (z ang. Enviromental Secondary Electron Detector)
EDX Energiové disperzni rentgenova analyza (z ang. Energy Dispersive X-ray Analysis)
CLSM Skenovaci konfokalni laserovy mikroskop (z ang. Confocal Laser Scanning Mikroscopy)
SGP Geometricka struktura povrchu
Ra Primérna aritmeticka odchylka
Rz Maximalni vySka profilu drsnosti
Rt Celkova vyska profilu drsnosti
XPS Fotoelektronova spektroskopie (z ang. X-ray Photoelectron Spectroscopy)
EELS Spektroskopie charakteristickych energetickych ztrat elektronii (z ang. Electron Energy Loss
Spectroscopy)
FWHM Sitka v poloviné maxima (z ang. Full Width at Half Maximum)
SEP Volna povrchova energie
XRD Rentgenova difrakce (z ang. X-ray Diffraction)
ICDD Krystalograficka databaze (z ang. International Centre for Diffraction Data)
LFA Pulsni laserova metoda (ang. Laser Flash Analyzer)
LWIR Dlouhé infracervené vinové délky (z ang. Long-wavelength infrared)
MWIR Stiedni infradervené vinové délky (z ang. Mid-Wavelength Infrared)
PID Regulator sloZzeny z proporcionalni, integracni a derivaéni Casti (z ang. proportional-integral-

derivative controller)
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1. Uvod

Jednim z hlavnich faktorti ovlivitujicich vyvoj biomedicinského inzenyrstvi je rychlé,
levné a pfesné oznacovani zkoumanych latek. Pro splnéni téchto pozadavkil vznikly moderni
sekvencery — pfistroje pro déleni ¢asti DNA, které na zaklad¢ elektroforetickych rozvodi
uskute¢nuji analyzu jednotlivych slozek vzorkl. Elektroforéza je proces, ve kterém pod
vlivem piivedeného elektrického pole dochdzi k pohybu pohyb makrocastic, jez jsou
vyznacujici se nevyvazenym elektrickym nabojem [1]. Miniaturizace této techniky, diky
pouziti mikroCipovych zatizeni, vyznamné zrychlila vyvoj tohoto odvétvi védy. Nemaly pocet
vyzkumnych center neustale vyviji moderni konstrukce, které jsou stale Castéji vyuzivany v
novych aplikacich, a také zarucuji maximalni efektivitu provedenych analyz. Mnohdy je toho
dosazeno integraci mikrostruktur s nejnovejSimi elektronickymi soucastkami. Hlavnimi
vlastnostmi, kterymi by se mé¢la charakterizovat takova zatizeni, jsou opakovatelnost, rychlost
sekvencovani, vysoké rozliSeni a i€innost.

Hlavnim problémem, ktery je tieba brat v uvahu pfti elektroforéze, a to jak klasické tak
mikro¢ipové, je generované¢ Jouleovo teplo. To zpisobuje nékolik neptfiznivych jevia
probihajicich pfimo v pufru nebo gelu, ve kterém je veden proces elektroforézy. Toto teplo
musi byt efektivnim zptisobem odvedené. Vyrobeni mikroCipii z materialii o vysoké tepelné
vodivosti a vytvofeni mikrokanall o obdélnikovych prafezech, umoznuje efektivni odvod
tepla. Takova funk¢ni konstrukce zatizeni (volba materidlu a geometrie kanalt), a také zplisob
vytvofeni diamantového elektroforetického mikroCipu, byl zpracovany dr. ing. Annou
Karczemskou z Politechniki Lodzkiej, kterd byla koordinatorem projektu ,.Diamantové
mikropritokové zatizeni pro proteomiku a genomiku” (DIAMID). Projekt vyrobeni takového
zafizeni byl zrealizovan tymem dr. doc. Jana Lysko z ITE, dr. Johna Hassarda z Imperial
College a také dr. Victora Ralchenko z Ruské Akademie Véd v Moskve. Poprvé se myslenka
takového zafizeni objevila v roce 1996 na Imperial College v Londyné, v ,diamantové
skuping¢*“ vedené¢ dr. Johnem Hassardem [2], kde probihalo doktorské studium Anny
Karczemské. Vysledkem toho byl projekt uDiaGene, ktery se zabyval touto problematikou,
ale nakonec byl zalozen na vyuziti jinych materidli. V té dob€ se jesté nepodatilo ziskat
pozadovanou geometrii mikrostruktur z diamantu, kviili riznym technologickym problémim.
Proto v letech 2007 — 2010 vznikl projet DIAMID, na kterém se autor této prace podilel, a
ktery byl uspésné uzavien. Vysledkem tohoto projektu bylo vytvofeni mikro¢ipt z diamantu
k elektroforetickému pouZiti, vyznacujicim se odpovidajici geometrii mikrokanald a vysokym

soucinitelem tepelné vodivosti.
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Autor této prace navrhl jako teSeni vySe uveden¢ho problému, Siroce popsaného
v literatuie, vyrobeni mikrostruktury z materialu s nejvyS$§im moznym soulinitelem tepelné
vodivosti. Toto feSeni poskytne rychly pienos tepla generovaného v mikrokandlech do
objemu mikroCipu. Pro u¢inné odvedeni tepla z mikrocipu, autor této prace navrhl pouziti
Peltierova ¢lanku, jako soudésti zajistujici okamzité odvedeni tepla. Reseni by mélo byt
u¢innym zpusobem jak odvést teplo a tim kompenzovat teplotni gradienty jak podél
mikrokanald, tak v jejich prafezech. Diky tomu je mozné aplikovat vyssi napéti v pribéhu
elektroforézy provedené v mikroCipu. Pouziti tohoto zpusobu feSeni umozni vyznamné
sniZzeni testovaciho Casu, zvySeni rozliSeni méteni, a také diky chemické odolnosti materialu
¢ipu roz§ifi moznosti testovani zkoumanych latek.

V této praci byla vyrobena nova generace zatizeni slouziciho k provedeni mikro¢ipoveé
elektroforézy. Autorem uvedené feSeni spocivad ve vyrobeni ur¢ené geometrie mikrokanal
z materidlu o vysoké tepelné vodivosti ve spojeni s Peltierovym clankem poté slouzicim
k a¢innému odvadeéni Jouleova tepla v pribéhu elektroforetické separace. Prezentované feSeni
nebylo dosud popsano v literatufe a umoZiuje redukci neZadouciho Jouleova tepla,
vznikajiciho béhem procesu elektroforézy.

V této praci byla vyuzita nova technologie, pomoci které byla vyrobena
mikrostruktura z diamantu, ktery je materidlem velmi obtizn¢ tvafitelnym. Tésné¢ho spojeni
krytu mikro¢ipu bylo dosazeno pomoci spojovaci techniky s vyuzitim PDMS jako pojiva.
Nasledovalo vytvofeni méfici soustavy vybavené vysokonapétovym zdrojem, slouzicim
k vedeni mikroCipové elektroforézy se soucasnym chlazenim pomoci Peltierova clanku.
Rovnéz byla provedena kompletni charakteristika vyrobeného diamantového mikrocipu
s cilem urCeni a verifikace jeho uzitnych vlastnosti. Studie v ramci této prace zkoumaly

moznosti odvedeni Jouleova tepla z mikrostruktury, za pomoci tepelné¢ho rozloZeni na

povrchu krytu. Tyto studie byly provadény pomoci termoviznich kamer.

10
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2. Prehled literatury

2.1 Mikro¢ipova elektroforéza

Prvni zminka v literatufe na téma vyroby analytickych mikro¢ipovych systémii, byla
prezentovana v roce 1979 na Stanfordské univerzité¢ v USA. Védci vytvofili kiemikovy
mikroCip pro plynovou chromatografii. Provedené experimenty byly financn€ naroc¢né, ale
dokézaly moznosti miniaturizace analytickych metod [3].

Prvni miniaturni systém k mikro¢ipové elektroforéze, byl uskute¢nén Manzem a jeho
kolektivem [4] v roce 1992. Tento objev zahdjil velky prilom v oblasti moderni, rychlé a
uc¢inné separace biomolekul. O rok pozdéji, v rdmci Harrisonova vyzkumného tymu [5], byl
ptedloZen sklenény elektroforeticky ¢ip, ve kterém doSlo k oddéleni smési dvou barviv
fluoresceinu a kalceinu. V roce 1995 pouzili Wooley a Mathies [6] jako prvni, ¢ip pro analyzu
DNA. V soucasné¢ dobé je metoda -elektroforetickych separaci nejCastéji pouzivanou
technikou pro stanoveni sloZzeni analytti. Produkované mikro¢ipy maji fadu vylepSeni, jejichz
pocet se stdle zvySuje. MikroCip je destickou o malych rozmérech s vyrobenou siti
mikrokanali a mikrozasobnikl na povrchu, o tvaru, ktery je zavisly na pouziti. Tato struktura
je utésnéna piipojenym krytem ze stejného nebo jin¢ho materidlu. Nejjednodussi geometrie
elektroforetického Cipu pro vedeni mikrocipové elektroforézy ma tvar kiize (T — injektor),
ktery se sklada z hlavniho kanalu a kanalu pro ptivod a davkovani separované latky. Na

obrazku 1 je uvedeno schéma geometrie mikro¢ipu s oznacenymi mikrozasobniky.

SW

l |

S

Obr. 1 Schéma geometrie elektroforetického mikrocipu, S — zasobnik se vzorkem, SW —
zasobnik odpadu vzorku, B — zdasobnik pufru, BW — zasobnik odpadii pufru, D — bod
detekce

Elektroforetickd separace probihajici na tomto zatizeni se skladd z nckolika etap.
V prvni fazi je nutné zvolit vhodny roztok pufru pro rozdélované latky a také zajistit
homogenni vyplnéni mikrostruktury ¢ipu pufrem. Ve druhém kroku se piivadi vzorek
analyzovaného materidlu a provede se elektroforetické oddé€leni latek v hlavnim kanalu.
Poslednim krokem je detekce rozdé€lené latky, ktera se obvykle provadi na konci kanalu v

misté oznacené pismenem D.
11
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Dal$im terminem spojenym s mikro€ipy je p — TAS (micro — Total Analysis System),
neboli komplexni systém obsahujici vSechny elementy potfebné k provadeéni analyz vcetné
zdroje, ptipraveni vzorka a také mechanizmu detekce. Technologie mikroobrabéni umoziuje
vyrobeni takika libovolnych tvarti ptizplisobenych pro konkrétni ucely. Vicekanadlové zatizeni
umoznuji napiiklad pocatecni michani zkoumanych analytii pfed jejich rozdélenim. Snizené
rozméry zatizeni zlepSuji separacni u¢innost a snizuji dobu testovani v porovnani s béznymi
technikami. Vyuzitim mikrocipové elektroforézy Ize pouzit vysoké intenzity elektrického pole
pro oddéleni latek, coz zvySuje jeho ucinnost. Elektrokineticky priitok v téchto zafizenich
eliminuje nutnost pouziti ventill a pump, které je obtizné minimalizovat. V soucasné¢ dobé¢ se
syst¢tmy p - TAS zabyva mnoho vyzkumnych center, kter¢ se shodly, ze vyuziti téchto
systémtl je stale nepieberné. Kazdy vyzkumny pracovnik, pohybujici se v této oblasti,
zdurazituje obrovsky potencial téchto zafizeni v sekvencovani DNA, vyhledavani chorob v
casnych stadiich (ang. screening), testovani 1é¢iv a analyz proteomu [7]. Elektroforéza
provadénd pomoci mikro¢ipti je vykonnéjSi proto, ze odvadéni tepla ve formé Cipu je
efektivnéj$i ve srovnani napiiklad s kapildrou ze stejného materidlu. Soucasné Clanky v
literatuie ukazuji pouziti specidlnich materialti pro mikroCipy, které zajistuji efektivni odvod
generovaného tepla [8]. Doba potiebna pro zkoumani vzorka je mnohem kratsi, coz je hlavni
vyhodou téchto zafizeni. Vyuzivani mikroCipi umozZnuje minimalizovat spotiebu
zkoumanych vzork(i a chemickych c¢inidel. VétSina praci, publikovanych v pfedmétu
rozd€lovani latek pomoci mikrofluidnich zafizeni, je postavena na zdklad€¢ techniky
elektroforézy, nikoliv na chromatografii. Elektroforéza vyuzivajici mikro¢ipovou techniku je
pfimé&jsi a pohodInéjsi z nckolika divodid. Za prvé, hnaci silou elektroforézy je
elektroforetické pole, které je ptivedeno kontaktem elektrod s vodivym pufrem, bez pouziti
vysokého tlaku nutného v chromatografii. Za druhé, v nékterych elektroforetickych metodach,
jako je zoénova kapilarni elektroforéza (CZE), micelarni elektrokinetickd chromatografie
(MEKC) a izoelektrické fokusace (IEF), je separacni u€innost urCena piedevSim napé&tim.
Proto mize byt mikrocCipova elektroforéza provedena s vysokou ucinnosti pod vlivem
aplikovaného  vysokého elektrického pole veznaéné kratSim kandlu, zatimco
chromatografickou G€innost 1ze zvysit pouze zvySenim délky kapilary. Za tieti, samotné pufry
nebo pufry v kombinaci s nékterymi ptisady jsou dostacujici pro elektroforetické separace, na
rozdil od stacionarni fdze monolitického materidlu v chromatografii. Existuje mnoho riznych
modifikujicich ptisad pufrt, které spliuji pozadavky elektroforézy provadéné v rtiznych

rezimech. Jsou to hlavné polymery rozpustné ve vod¢ pouZzivajici se v kapilarni gelové
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elektroforéze (CGE), amfolity pro izoelektrické fokusace (IEF) a surfaktanty pro micelarni
elektrokinetické chromatogratie (MEKC). Celkové vSechna tato zjednoduSeni v praci MCE
snizuji nadklady na zkouméani pomoci Cipu a pfispivaji k miniaturizaci a pfenositelnosti
zafizeni. Vyvoj modernich technologii je podstatny k pokroku v oblasti elektroforetickych
mikroCipovych separaci. Fotolitografie a souvisejici technologie MEMS (Micro Electro
Mechanical Systems), pouZzivané k vyrobé mikroCipii a soucasti, poskytuji spoustu modernich
prvkl pro prabéh mikroc¢ipové elektroforézy. MikroCipy maji obrovskou vyhodu ve srovnani
s kapilarni elektroforézou, protoZe je mozné vytvofit libovolnou kombinaci mikrokanali a
piidat nové soucasti na rozdil od kapilarni elektroforézy, kde zadnd takova moznost
neexistuje. Biologické vzorky mohou byt kontrolovanym zptsobem injektovany, predbézné
piidavany, aplikovany kontinudlnim zpisobem nebo také pieruSovany michanim s jinymi
vzorky. Pufry mohou byt pfidavany nebo sméSovany soucasné¢ nebo jeden po druhém
v libovolném misté a Case. Jiné techniky zaloZené na mikrofluidnich ¢ipech poskytuji znacné
ptinosy v elektroforetickych separacich: uplatnéni mikroohfevu k provedeni reakce a
separace, pneumatické ventily umoznuji flexibilni tfidéni a injekci urCenych latek,
mikropumpy mohou vést a michat vzorky pies riazné oblasti ¢ipové mikrostruktury. Kromé
toho aplikace fluorescence, elektrochemické detekce a miniaturizace hmotnostni

spektrometrie umoziuji integrace téchto zatizeni [9].

2.1.1 Mikrodipy
2.1.1.1 Metodika vyzkumu

Schéma typického mikroc¢ipového zatizeni je zndzornéno na obrazku 2. Zakladni
metodou slouzici k zavedeni vzorkl do separacnich kanali je T — injekce a dvojitd T —
injekce. Velikosti vyrabénych prostych mikrokanali pro tato zatizeni se pohybuji v rozmezi
od 10 do 100 pm (8itka) a od 3 do 10 cm (délka). Za Gcelem snizeni plochy Cipu se pouziva
také spiralni serpentinovy tvar, ktery zaruuje omezeni velikosti ¢ipu. Culbertson a kolektiv
[10], ve své praci predvedli ¢ip s geometrii kandlu ve tvaru polokoule s umisténym 25-ti
centimetrovym kandlem pi1 zachovani celkového rozméru mikroc€ipu. V zakladni konfiguraci,
uvedené na obrazku 2, jsou kandly vyplnény pufrem. Navic roztok pufru je zavedeny
do zasobniki B a do zasobniku odpadu vzorku SW. Analyzovany vzorek se nachazi

v zasobniku S.
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Obr. 2 Schéma mikrocipu s jednotlivymi kanaly. Ve zvétseni jsou zobrazeny systémy zavedeni

zkoumanych vzorku ve tvaru T — injektoru a dvojitého T — injektoru [10]

V pribéhu procesu elektroforézy, stejné jako v ptipadé kapilarni elektroforézy, je
generovany elektroosmoticky pritok EOF mezi sténami kandlu hlavné vzhledem k
pritomnosti volnych silanovych skupin. Separa¢ni napéti pouzivand v Cipové elektroforéze se
pohybuji vrozmezi od 2 do 30 kV a jsou poskytovana prostfednictvim specidlnich
vysokonapétovych zdroji, nejcastéji spojenych s platinovymi elektrodami umisténymi piimo
v zasobnicich. B&hem vedeni mikroCipové elektroforézy v separatnim kandlu je jako
standardni feSeni pouzivano dodatecné napéti ptivedené do zasobniku, které zpravidla neni
zapojené do separace. Piivedené napéti do zasobniku vzorku S a odpadu SW se soucasnym
uzemnénim zasobniku pufru umoZnuje zabranéni uniku vytoku z davkovaciho kanalu do
separa¢niho béhem elektroforézy. Tento jev je neZadouci, protoze vyznamnym zplsobem
snizuje rozliSeni metody [11].

Nagata a kolektiv [11] uvedli ve své praci podrobnou metodiku provedeni
elektroforetické separace bilkovin pomoci kiemenného Cipu uvedeného na obrazku 3. K
zavedeni vzorku pouzili napiiklad napéti 350 V piivedené do zasobniku se vzorkem
s paralelnim uzemnénim ostatnich zasobnikd. Pfi elektroforetické separaci analyzovanych
proteinit bylo pouzito napéti 1200 V pifivedené do zasobniku BW a napéti 540 V do
zasobniki SW a SR se sou€asnym uzemnénim zasobniku BR. Autofi po pokrocilém
zkoumani aplikaci riznych napéti zjistili, Ze se zvySujicim se napétim roste separacni

rychlost, coz zpusobuje pokles rozliSeni.
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Obr. 3 Kremenny mikrocCip pro separace bilkovin, (A) Schéma zavedeni vzorku a jednotlivé
postupy separace, SR — zdsobnik se vzorkem, SW — zasobnik odpadii vzorku, BW —
zasobnik s pufrem, SW — zasobnik odpadi pufru (B) Fluorescencni snimky
z jednotlivych fazi zavedeni vzorku [11]

2.1.1.2 Zavedeni vzorku

Pouzivani mikroCipti nabizi nové moznosti pro zavadéni vzorkl v oblasti jejich
separace. Prostfednictvim vyuziti slozitych geometrii 1ze dosdhnout snadnéjSiho ovladéani
profilu a slozeni oddélovanych analytl. Zavedeni zkousSené latky do mikrokandlu je prvnim
krokem v mikroCipové elektroforéze. NejbéznéjSim zpisobem zavedeni vzorku je
elektrokineticka metoda, zalozena na pratoku pod vlivem elektrického pole [12,13]. Sklada se
ze dvou fazi, a to zavedeni a davkovani. V typickém uspofadani pticného mikrocipu (T —
injekce) je v prvni fazi vzorek zaveden do pficného kandlu ptivedenim elektrické pole a
nasledné, po piivedeni napéti do hlavniho kanalu, probihd podél ného elektroforeticka

separace. Zpusob vypliiovani mikrokanali oddélovanou latkou je zndzornén na obrazku 4.
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Obr. 4 Zpusob vypliovani mikrokandlu: a) zavedeni vzorku do hlavniho kandlu,

b) davkovani vzorku [12]

Béhem elektrokinetického vypliiovani separacniho kandlu je tfeba vénovat pozornost dvéma
aspektim. Prvnim z nich je disperze vzorku v separacnim kandlu v pribéhu pritoku. Druhym
velice dilezitym problémem je unik vytoku zkoumaného vzorku ze zavadéciho kanalu do
separacniho v priabehu procesu elektroforézy. Tyto jevy vyrazné oslabuji rozliSeni metody.

Cui a jeho kolektiv [14] vyvinuli techniku zamezeni jevu uniku vytoku vzorku ze zavadéciho
do separacniho kanalu v pribéhu mikroc¢ipové elektroforézy. Mikroelektrody, vyrobené na
vstupu do separacniho kanalu, vytvoftily blokujici ventil pracujici na zakladé elektrického
pole, ktery umoznil pfesnou kontrolu mnozstvi a ¢asu davkovani vzorku. Toto feSeni dovolilo
zavedeni vzorkd do separacniho kandlu o konstantnich objemech. Tim vSak doslo k celkové
eliminaci vytoku vzorku do hlavniho kandlu béhem separace. Na obrazku 5 je uvedeno

navrzené schéma feseni.

AD_
RYJ L inie pritoku Disperze c) v P=~50 um

Tloust’ka
mikroelektrod
H=205 nm

200 um

L=

W=~30 um
< 300 um >

b)

Mikroelektroda 1 I

Obr. 5 Pouziti elektrického pole k eliminaci jevu disperse v prubéhu elektroforézy: a) profil
pritoku bez pouziti ventilu, b) profil priitoku s pouzitim ventilu c) schéma umisteni
mikroelektrod v mikrocipu [14]

Zhang 1 Manz [15] prezentovali mikroCip se systémem jednoduchych injekci zkoumanych

vzorkl do separacniho kandlu. Tito védci zjistili, Ze miniaturizace zavadéciho kanalu ve

vyznamné mife ovliviluje nepfiznivy jev vytoku zkoumaného vzorku. Nevyhodou tohoto
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feSeni je problém s realizaci kanali o malych rozmérech. Tsai a jeho kolektiv [16] predlozili
dikaz omezeni vytoku ze zavaddéciho kanalu. V rdmci vyzkumu vytvofili kanaly pro zavedeni
vzorku, které byly umistény pod ahlem 30° do separa¢niho kanalu.

Dal$im feSenim umoziujicim vstiikovani vzorkli pomoci tlaku, je metoda navrzena
Luo a jeho kolektivem [17]. Ve své praci uvadéji pozitivni vysledky zavedeni vzorkii pomoci
hydrostatického tlaku. Tato metoda prokazala svou u¢innost v oddélovani jednotlivych buné€k.
Pouziti tlakovych technik pro zavedeni vzorku snizilo pocet pozadovanych elektrod, nutnych
zejména ve vicekanalovych mikroCipovych systémech. Zhang a jeho kolektiv [18] ve své
praci pouzili podtlak k zavedeni vzorkti do mikrokanali.
Mikropumpy a mikroventily jsou také vyuZzivany k zavedeni a injekci zkoumanych vzork.
Karlinsey a jeho kolektiv [19] navrhl sklenéno - polymerovy (PDMS) mikroCip, ktery
vyuzival membranové integrované pumpy. Tento systém byl vyuzit k extrakci DNA a také k

rychlé detekci genil a bakterii.

2.1.1.3 Geometrie mikrokanalu

Moznost vyroby libovolné geometrie, a také spojovani kandlti v definovany tvar

Jeji slozitost je zavisla na predpokladaném pouziti a vykonnosti zatizeni.
Prvni mikrokanalovd geometrie byla navrZzena Manzem a jeho kolektivem [4]. Vé&dci
vyrobili jednoduchy kandl na desticce ze skla o rozmérech 14,8 x 3,9 x 1 cm. Obrazek 6

ukazuje vyrobenou strukturu.

a) b)
Pufr
@ a :
) Vzorek (2] q
@ o+ — @ 1 L
Separacni (4 e 1
kanal
Bt L8yn
[ I1 I o—-{ % ; 1

Obr. 6 Elektroforeticky mikrocip a) schéma kanalii na sklenéném substratu, b) obraz ukazujici

spojeni 4 kanalu o Sirce 30 um [4]

Dal$im prikladem miniaturizace systému je mikroCip vyrobeny na sklenéném povrchu
metodou fotolitografie, s kandlem ve tvaru serpentiny o délce 165 mm, ktery byl umistén na

desticce o velikosti mensi nez 10 x 10 mm [20].
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Obr. 7 Elektroforeticky mikrocip se
serpentinovou geometrii hlavniho
kanalu, S — vzorek, B — pufr,
SW — zdasobnik odpadu vzorku,

BW — zasobnik odpadii pufru [20]

Za ucelem dosazeni vysoce produktivni separace se navrhuje feSeni vicekanalovych zatizeni

s roz$ifenymi systémy zavedeni vzorkd. Vyplynulo to z nutnosti zvySeni vykonnosti Cipi pro

testovani DNA. Emrich a jeho kolektiv [21] ptedstavili sklenény Cip obsahujici 384 kanali,

integrovany v jedné desticce o priuméru 200 mm. Ve svych studiich prokéazali moZznost

soucasn¢ho provedeni 384 analyz v Case krat§im nez 7 minut.

Na obrazku 8 jsou uvedeny piiklady tvarGt mikrostruktur pro mikrocipovou

elektroforézu vyuzivajici hmotnostni spektrometrii MCE — MS jako detekéni techniky.

a) kiiz

|

TS Kanat separacyjny
o

B Ms
SW
c) dvojité - T
S
B T M
J’sw MS
e) trojité - T
S W
O T T -
F l MS
SW

b) kiiz a bo¢ni kanal

Boczny kanat

d) ¢tverné - T

S, SW1
T
swz"’ lsws e
f)T
S
[ L
lB MS

Obr. 8 Geometrie mikrokanalii pro mikrocipovou elektroforézu s detekci pomoci hmotnosti

spektrometrie, MS — hmotnostni spektrometr, S — vzorek, B — pufr, SW — zasobnik

odpadii vzorku, SL — tekutina podporujici ionizaci, W — tekutina pro proplachnuti

[22-27]
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Pti pouziti tohoto druhu detektoru je nejcastéji pouzivanou geometrii kiizovy kanal T
— injekce (obrazek 8a) [22]. Do kiizoveého Cipu je vzorek obvykle vstiikovan, coz plsobi na
zvétSeni vykonnosti nebo muze byt do Cipu zaveden pomoci selektivniho pritoku skrz
mikrokanal. Tato metoda umoziuje piivod vzorkd o pozadovaném objemu s moznosti
ovladani ¢asu nasttikovani, ktery je zavisly na hodnoté aplikované¢ho napéti. Dal§im feSenim
znazornénym na obrazku 8b [23] je pouzivani doplikového boc¢niho kanalu spojeného
se zadsobnikem umisténym na vstupu do spektrometru. Pomoci specidlni techniky k detekci
MS v kombinaci s ESI (ionizace elektrosprejem), je nutné stabilizovat proces ionizace, ktery
je realizovan ziredénim oddélovanych analyti. Mezi mnoho geometrii zaloZzenych na T —
injekci se vyskytuji také systémy dvojité T — injekce. Schéma takového zatizeni je uvedeno na
obrazku 8c [24]. Pouziti tohoto konstrukéniho feSeni zajiStuje zachovani stejného mnozstvi
vsttikovaného vzorku do separa¢niho kanalu. Nékteré z analyti jsou piipravovany ke
zkoumani ve ziedéné formé. Z toho divodu, pii jejich oddélovani pomoci mikroCipové
elektroforézy, nasleduje nutnost pouziti ¢tvernych T — injektorti pro pocatecni zvysSeni hustoty
vzorku. Schéma takového zatizeni je uvedeno na obrazku 8d [25]. Dal$im feSenim je trojity
systétm T — injekce se zavedenim dal§iho kanalu se zasobnikem slouZicim k proplachnuti
mikrostruktury, ktery je uveden na obrazku 8e [26]. Mao a jeho kolektiv [27] vytvoftil pfimy
kanal s jednoduchou T — injekci znazornény na obrazku 8f. Hmotnostni spektrometr propojili
s mikrokanalem, coz umoznilo velmi pfesné urCeni rozliSeni a analytické vykonnosti.
Zavedeni vzorku a elektroforeticky proces byl vykonan piivedenim napéti do zésobniku
vzorku a pufru se soucasnym uzemnénim detektoru. Pficné prirezy mikrokanali jsou do
znacné miry zavislé na vyrobni technice mikrostruktury a také aplikaci vyroben¢ho Cipu. Pro
mikroCipové elektroforézy se v literatuie nejcastéji vyskytuji mikrokanaly ve tvaru ovalnych,
lichobéznikovych a obdélnikovych prafezii. Pozo-Ayuso a jeho kolektiv [28] uved] ve své
praci sklenény Cip s vyrobenou mikrostrukturou pomoci fotolitografie a metod mokrého
leptani. Struktura byla uzaviena krytem ze stejné¢ho materialu prostiednictvim trvalého
difuzniho ptipevnéni. Prifezy kanali ziskanych autory jsou uvedeny na obrazcich 9 a i b.
Bjorkman a jeho kolektiv [29] ve své praci ptedstavil lichobéznikovy tvar mikrokanalu
vyrobeny z polykrystalického diamantu pro pouziti v chromatografii. Toto zafizeni bylo
vyrobeno dvoustupiiovym procesem repliky. Na obrdzku 9 c je uveden piicny fez ziskané
struktury lichob&zniku o geometrickych rozmérech: dolni strana 73 um, horni strana 13 pm a

vyska mikrostruktury 46 pm.
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Obr. 9 SEM snimky pricnych rezit mikrokanalii: a), b) kanal o ovalném tvaru vyrobeny
ze sodno-vapenného skla [28], c¢) kandl o lichobéznikovém tvaru vyrobeny

z polykrystalického diamantu [29]

2.1.1.4 Detekce

Detektory pro mikro¢ipovou kapilarni elektroforézu jsou dulezitym prvkem tohoto
zafizeni rozhodujicim o jeho vyznamnosti a také ziskdvanych vysledcich analyz. Kone¢na
volba detektoru =zavisi na aplikaci a pozadovanych vysledcich zkoumani. U
vysokorychlostnich u¢innych teseni, jako naptiklad pro farmaceutiku nebo ve vyzkumnych
laboratofich, neni miniaturizace detektoru nutnid. Nicméng, detektory musi postacovat k
rychlosti separace probihajici v mikro¢ipech mikrocCipl. Jestlize je ¢ip schopen soucasné
provadeét 96 separaci trvajicich od nékolika sekund do nékolika minut, musi byt detektor
charakterizovan vysokou ucinnosti, ktera zajiStuje spravnou registraci udaji z analyz. Pro
feSeni mobilnich mikroCipti, které mohou pouzivat pacienti doma, je nutnd miniaturizace
detektort.

Od chvile, kdy rozméry mikro€ipu umoznuji aplikace malého mnozstvi zkoumanych
vzorkl (fady pl), jsou nutné velmi citlivé techniky detekce. Prvni prezentovany systém pro
kapilarni elektroforézy MCE vyuzival fluorescence z hlediska moznosti fokusace laserového
paprsku na malou ¢ast povrchu [30]. Laserem indukovana fluorescence (LIF) je velmi citliva
a jeji pouziti nevyzaduje zadnou zménu v geometrii Cipu. LIF detekce se ukdzala velmi
uziteCnou v sekvencovani DNA pomoci konfokalniho systému, ktery je schopen detekovat
Ctyfi rtizné barvy odpovidaji Ctyfem oznaCovanym parim bazi DNA [50]. MikroCipova LIF
detekce je jednou s nejvice rozsifenych a nejpopuldrnéjSich technik, ve kterych je pouziti
fluoroforu ve vétsing piipadi nutné. Velikost lasert je témét vzdy vEétsi nez mikroCipli, cozZ
znemoziuje pouziti této detekéni techniky ve spojeni s mikro¢ipem v bézné domacnosti.

Pouziti techniky hmotnostni spektrometrie (MS) pro detekci analyz provedenych na

mikrocCipech, bylo poprvé popséano v literatue Lazarem a jeho kolektivem [31]. Predstavili ve
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své praci elektrorozprasovac vyrobeny ze skla a elastomeru PDMS. Zhang a jeho kolektiv
[32] navrhl ve své praci dvé feSeni pro zajiSténi elektrosprejovani. Prvni z nich pouziva
kapilarni pfenos jako rozSifeni separacniho kandlu. Kapildrni pfenos byl zajiStén externim
elektrosprejovym zdrojem, nicméné navrhovanou strukturu bylo téZkopadné realizovat. Druhé
feSeni bylo zaloZeno na integraci pneumatického atomizéru a vyrobeni kanalii pro pfivod
plynu do detektoru. Toto feSeni nevyzaduje Zadné externi komponenty a miize slouzit jako
jednordzovy mikroCip s detekci MS. Nejnovéjsi konstrukéni feSeni detektoru pro
biomedicinské analyzy predlozil Kitagawa a Otsuka [33]. Prezentovand konstrukce detektorii
MS ve spojeni s elektrosprejovanim (ESI) a abla¢ni laserovou ionizaci (LDI) se vyznacuje
vysokou kvalitou rozliSeni provedenych analyz. Obecny princip této techniky je zaloZen na
odpafovani kapky nachéazejici se mezi vystupem mikrokandlu a vstupem do hmotnostniho
spektrometru. Metody hmotnostni spektrometrie MS ESI umoziiuji relativné bezproblémovou
analyzu roztoku diky moZnosti ionizace za atmosférického tlaku. Zkoumané latky se odpaii a
rozptyli v atmosfétre plynu pouzitim vysokého napéti v fddech nekolika kV.

Elektrochemicka detekce (EC) je jednou z nejjednodusSich metod pro miniaturizaci.
Tato metoda je zalozena na redox reakci, ke které dochazi na povrchu elektrody, a ne jak je
tomu u jinych technik zavislych na délce kanalu. Elektrody mohou byt minimalizovany bez
poklesu citlivosti. Standardni fotolitografické metody, které se pouzivaji pii vyrobé
mikroCipl, jsou také vhodné pro vyrobu mikrometrovych elektrod. Vétsina elektrod je
vyrabéna ze zlata, uhliku a platiny. Hlavni ptekdzkou pii pouziti EC techniky pro detekci
latek je problém s izolaci elektrody s oblasti separace. VétSina z navrhovanych konstrukénich
feSeni je realizovana zpusobem, kdy jsou elektrody namontovany na vystupu ze separacniho
kanalu. Tato skutecnost plisobi na ztratu produktivity a zmensuje citlivosti z divodu fedéni a
ztraty spojené s prutokem. Moderni technologie mikroobrabéni umoziuje vyrobeni detektoru
ve velmi malém métitku, coz ddva moznost jejich vyuziti pro sledovani vice kanali soucasné.
Touto technikou je mozZné selektivné detekovat analyty pomoci chemicky reverzibilni redoxni
reakce [34]. Wang a jeho kolektiv [35] popsal ampérometricky detektor zalozeny na metodé
EC s elektrodami vyrobenymi na povrchu mikrokandlii. Elektrody byly vyrobeny ze zlata
napraSenim ve vystupnim mikrokandlu. Uvedené feSeni bylo aplikovano na anodovou
detekcei neurotransmiterd. Zhao a jeho kolektiv [36] prezentoval ve své praci metodu
konduktometrické zmény vodivosti zkoumaného analytu. Pomoci této techniky se méri
rozdily mezi vodivosti oznaCovanych Castic a puffrového pozadi. Tato technika se b&ézné

pouziva v laboratofich z divodu moZnosti pouziti pro analyzu prakticky vSech latek, zejména
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malych organickych a anorganickych iontd, které jsou obecné tézko zjistitelné
ampérometrickou metodou a maji nizkou absorpci pro optické méteni. Dalsi vyhodou této
techniky je, Ze zkoumdni mohou byt provadéna pfimym kontaktem nebo bez kontaktu s

elektrolytem zaloZenym na béazi kapacitniho méteni elektrického pole.

2.1.1.5 Jouleova teplo

Hlavnim omezenim rychlosti, rozliSeni a moznosti elektroforetické separace je
schopnost odvedeni Jouleova tepla vznikajiciho v duasledku toku elektrického proudu
elektroforetickym pufrem. Za prvé, toto teplo a vysledné teplotni gradienty maji negativni
dopad na kvalitu separaci. Pokud se vyskytuji teplotni rozdily v pufru, a jsou pomérné
vysoké, mohou indukovat teplotni gradienty v hustotach pufru, coz miize vést k piirozené
konvekci. Takova konvekce miize zplisobit michani separované oblasti vzorku, siln€¢ snizujici
uc¢innost separace. Za druhé, 1 kdyz teplotni gradienty nejsou tak vysoké, aby zpusobily
ptirozenou konvekci, tak se vyskytuje moZnost sniZzeni elektroforetické pohyblivosti p v
celém objemu pufru v disledku teplotnich rozdili v profilu kanilu. Prostorova zavislost
elektroforetické pohyblivosti miZe zpusobit deformaci migracnich zo6n rozdélovanych vzorkd,
coz vede k ovlivnéni rozliSovaci schopnosti metody. Za tieti, pokud se primérné teplota pufru
stava prili§ vysokou, miize se struktura analytii poSkodit. Efektivni odvod tepla, a tim ziskani
ptiznivych teplotnich podminek, je hlavnim divodem pro pouziti mikroCipli Vv
elektroforetickych separacich [37]. Vykonnost elektroforetickych separaci ve znacné mife
zavisi na hodnoté pouzitého napéti. Stejny vztah plati pro kapilarni elektroforézu (CE), 1 pro
mikroCipy (MCE), ve kterych jsou vyrobené kandly mnohem kratSi. VysSi intenzita
elektrického pole E zpusobuje vzrist proudu tekouciho mikrokanalem, ktery zpiisobuje vznik
Jouleova tepla. Jeho hodnota Q je vypoctena podle vztahu:

Q=pE’
kde: Q- Jouleovo teplo

E — elektrickeé pole

p — elektricka vodivost pufru

Existuji tf1 hlavni aspekty pro vznik Jouleova tepla, které maji vliv na vykonnost mikrocipové
elektroforézy (MCE). Celkovy nartst teploty roztoku pufru vyplitujici mikrokanaly AT, vznik
teplotniho gradientu uvniti mikrokanalu ATy a nehomogenni rozlozeni teploty podél osy

kanalu.
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Pro vypocet primérného tepla uvnitt mikrokandlu, v modelu elektroforetického mikroc¢ipu,
lze aplikovat zjednoduSeny vztah pouzity pro tenkosténné kapilary bez polyamidu (pouzivané

v kapilérni elektroforéze CE) [38]:

T =Ty +%2%[2in (2)+2 2)

T2 h

kde: Ty— teplota okoli
r; — vnitini polomer mikrokanalu
ry — vnéjsi polomer
k — tepelna vodivosti stény cCipu
h — soucinitel pruchodu tepla (vykon zareni na jednotku plochy na jednotku teploty,

jedna se o rozdil mezi vnejsi stenou a okolim)

Pro zjednodusSeni byla rychlost vzniku tepla vzata za konstantni. Ve skutecnosti je funkci
teploty a rozlozeni teploty v pufru, kterd ma parabolicky profil. Za stejnych podminek (stejné
elektrické pole, pouzity pufr, struktura mikrokanalii) teplota zavisi pouze na materialu ¢ipu a
na souciniteli prostupu tepla do okoli. Z toho diivodu pro sklo a kifemikové Cipy je vysSik a h,
coz vede ke snizeni teploty, zatimco u €ipti z polymert vyznamné nartista teplota v dasledku
nizkého k a h. Petersen a jeho kolektiv [39, 40] prezentovali tdaje o mikro¢ipech vyrobenych
z riznych materiald. Zkoumaji rizné geometrické tvary mikrokanalu vyplnéného riznymi
pufry o urcené elektrické vodivosti. Vysledkem jejich prace bylo urceni horni hranice (limit)
pouzitelného napéti. Jejich prezentované vysledky popisuji jev od zacatku méteni az do varu
pufru. Zjistili, ze pouziti sklenénych nebo kiemikovych mikro€ipti umoziuje aplikovat tiikrat
vysSi napéti, ve srovnani s kiemennymi kapilarami. To se tyka 1 plastl, a také nejcastéji
elastomeru PDMS pouZivaného pro mikro¢ipovou techniku.

Radialni teplotni gradient ATy pufru lze vypocitat podle vztahu [40]:

[ g () 4
AT, = [ 2kp, + k In (7"1) + r5h 3)

kde: x — polomér mikrokanalu

ky — tepelna vodivost pufru

Pokles teploty, od stfedu kandlu (x=0) na rozhrani tekutina — pevné téleso (x=r;), je uréeny
jako ATr; = QrZ/4k,, tudiz teplotni gradient je velmi podobny u vsech mikrodip
vyrobenych z riznych materidld. Parametry mikro€ipu, jako jsou vnéjsi rozméry, tepelna
vodivost a prenos tepla do okoli, nemaji ptimy vliv na teplotni profil v prifezu kandlu.
Obecné se uznava, ze radidlni teplotni gradienty jsou mensi nez 1,5 K, a nemély by ovlivnit
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vykonnost. Strucné tfeCeno, s cilem snizeni intenzity elektrického pole a Joulova tepla Q
(omezujiciho vykon analyzy), je moZné sniZit elektrickou vodivosti pufru (zménou hodnoty
pH roztoku), snizit pticny prifez kandlu a zménit délku separa¢niho kanalu. DalSim dilezitym
jevem spojenym s Jouleovym teplem je teplotni skok v axidlnim sméru [41]. ZvySené tepelné
efekty zasobnikii pufru a vzorku nachézejiciho se v nadrzich na obou koncich mikrokanalu
zpusobuji vyskyt fady jevl: za prvé, dochazi k vyraznému zvySeni teploty, za druhé, mistni
elektrické pole se zvySuje pii zachovani konstantniho proudu, za tieti, tlakové gradienty
museji byt udrzovany tak, aby se zachovala hmotnost, coz ma vliv na profily kifivek rychlosti
a zvySeni molekuldrni difuze, kterd ptispivda ke zvySené disperzi vzorkd. Mikrofluidni
systémy jsou dale vybaveny mikrozasobniky a slozitou siti mikrokanalti, obvykle kiiZenou
separacnim kanalem, coz také miize vést k nestejnorodosti profilu teploty v axialnim sméru.

Yang a jeho kolektiv [42] ve své praci diskutovali o vlivu Joulova tepla na elektroosmoticky
prutok (EOF) a elektrokineticky transport. Zjistili, Ze tyto jevy vedou ke zvySeni difuzniho
koeficientu vzorku, zméné rozlozeni teploty ve vzorku, a také byly sledovany nestejnorodé
rychlostni profily. Ve skutecnosti je vétSina mikrofluidnich kanal o obdélnikovém tvaru.
Z toho divodu lze v ustdleném stavu problém pienosu tepla vyfeSit pomoci dvourozmérné

rovnice:

0%(T-Top) , 0*(T-Ty) _ Q
0%x + azy Tk (4)

kde: x —vySka mikrokanalu

y — Sirka mikrokanalu

Vliv Jouleova tepla na elektroosmoticky priitok a elektroforeticky transport v obdélnikovém
kanalu je Siroce popsan v literatute [43, 44]. U mikrocCipti vyrobenych ze stejného materidlu
umoziuje obdélnikovy tvaru kandli nejefektivnéj$i odvod tepla a minimalizaci ohievu
Joulovym teplem.

Z provedené¢ho podrobného zkoumdni a analyzy matematického modelu rozlozeni teploty
v mikrokanalech o riznych tvarech byla prokdzana Karczemskou [45] optimalni geometrie o
obdélnikovém prifezu. Tyto vysledky byly potvrzeny dal§imi vyzkumnymi centry, naptiklad

v praci Fana a Harisona [46].
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2.1.2 Pouziti mikrocipové elektroforézy

2.1.2.1 Sekvencovani DNA

Urc€ovani lidského genomu je zdkladem v biologickém vyzkumu, ale zaroven piispélo
k revoluci ve zdravotni péci a vyvoji v oblasti farmaceutického primyslu [47,48]. To by
nebylo mozné, kdyby nebyl vyvoj laboratornich zatizeni, zejména tvorba systému pro rychlou
elektroforézu pouzivanou pro sekvencovani DNA, provadénou prostfednictvim mikroc¢ipu
[49]. I kdyz je mapa lidského genomu zndma, jsou stale hledany nové inovativni technologie,
které jsou nezbytné¢ vzhledem k potiebé zvySeni produktivity a propustnosti sekvencerd.
Moderni pfistroje jsou zalozeny na pouZziti mikro¢ipové technologie pro mapovani genomu
¢lovéka a dalSich zZivocisnych druhi.

V roce 1995 bylo poprvé uvedeno sekvencovani DNA provadéné pomoci sité¢ kanali
na mikro¢ipu. Woolley a Mathies [6] prokéazali zkouméani DNA s pouZitim kandlu o délce 3,5
cm. Dosahli 97% piesnosti v ureni vice nez 200 part bazi v dobé 7 min. Ziskana rychlost
oddélovani je 2400 part bazi za hodinu. Dalsi vyzkumna skupina [50] ukéazala vEtsi presnost a
rozliSeni parGt bazi pomoci kandli o délce 7,5 cm kontinudlné vyplnénych linedrnim
polyakrylamidem (LPA). Autofi ziskali 99,4% ptesnost pro 500 part bazi v prabéhu 20 min.
a pouzitim ctyfbarevného detekéniho systému (jedna barva pro kazdou bazi). Dosahli
mnohem krat$i doby analyzy ve srovnani se standardni kapilarni elektroforézou, ktera
umoznuje maximalni detekéni rychlost kolem 250 — 500 pard bazi za hodinu. Liu a jeho
kolektiv [51] predstavil paralelni sekvencovani v 16 kanalech, vyplnénych LPA (linearni
polyakrylamid). Tyto kandly byly o délce v rozmezi od 7 do 7,6 cm, detekce byla provedena
pomoci ¢tyf barev na skenovacim konfokalnim mikroskopu pies indukovanou fluorescenci.
Na obrazku 10 a je uvedeno oddélovani 450 part bazi dosazené za 15 min. Na obrazku 10 b je
uveden elektroforegram ukazujici mnozstvi informaci shromazdénych v pribéhu separace
DNA. Celkova doba oddé€lovani vcetné zavedeni zkoumanych vzorki byla 18 min. Vyrobeny
systém byl pln¢ automatizovan, poskytoval moznost rozdélovani nékolika vzorka soucasné (8

ve stejné dob¢) a také detekcei ve vSech kanalech soucasné.
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br. 10 Elektroforeticka separace DNA: a) elektroforegram ziskany pri zkoumani

provedeném soucasné v 16 kandalech, b) ctyrbarevna analyza sekvencovani DNA [51]
Liu [51] zdiraznil ve své praci nékolik dilezitych aspektii vyuziti mikro¢ipové elektroforézy

pro sekvencovani DNA. Mikro€ipy vyzaduji zavedeni vodnych vzorki DNA a kolmost

separac¢niho kanalu s ostatnimi. Ve vodném prostiedi vzorkit DNA jsou kratSi fragmenty
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obvykle vice koncentrované, nez dlouh¢ fragmenty. Celkovéa pohyblivost vSech fragmentt v
gelu je mensi nez ve vodé, zatimco fragmenty v gelu jsou koncentrovangj$i. VéEtsi fragmenty
se vice koncentruji a pomaleji pohybuji. Rozdily v riizné koncentraci vytvaii efekt bilance
intenzity kratkych a dlouhych fragmentii DNA, coz znamend, Ze profil intenzity je mnohem
jednotnéjsi nez zmeény pozorované v kapilarni elektroforéze.

Nejnovejsi feSeni zajiStuje dobré rozliSeni pomoci vysoce kvalitnich detektori a zvySeni
signali emitovanych z oddélenych latek. Yatsushiro a jeho kolektiv [52] ve své praci
predstavil vysoce citlivou metodu detekce DNA pomoci kombinace ethidiumbromidu (EtBr)
a SYBR Green II SGII (organickda chemicka sloucenina) pro mikroc¢ipovou elektroforézu.
Pomoci téchto dvou barviv byl ziskan vyznamny ndrtst fluorescence piislusnych fragmenta
DNA. Elektroforetické oddélovani bylo provedeno v agarovém gelu pfi soucasném pouZiti
konfokalniho fluorescen¢niho detektoru. Autoii této prace jsou piesvédCeni, ze vyvinuta
metoda se vyznacuje vysokou citlivosti a dobrou pfesnosti méteni velikosti a mnozstvi DNA

a bude vyuzita pro razné biologické a biochemické analyzy.

2.1.2.2 Geneticka analyza

Prvni fdze poznani lidského genomu je sekvencovani genetick€ého kodu, ktery je témér
v 99,9% spole¢ny pro vSechny lidi [53]. Drobné rozdily, jako jsou mutace, odstranéni ¢asti
genomu, zména v uspofddani a obecnd variabilita, jsou v centru zajmu vyzkumnika
zabyvajicich se diagnostikou a lécbou onemocnéni. Znalost genetického polymorfismu miize
také pomoci v predikci u€innosti a zvySeni bezpec¢nosti farmakologické 1é€by. Konenym
cilem vyzkumu je individualizace 1écby urcend pro jednotlivy genom. Provedeni rychlych
kontrolnich testii vzorki DNA v nemocnicich je nezbytné k diagndéze a pouziti vhodného
postupu lécby. Mathiesova skupina piredstavila jeden z prvnich systémi pro genetické
analyzy, ktery je uveden na obrazku 11. Ve sklenéné desce o priméru 150 mm pomoci
fotolitografickych metod vyrobili kandly s hloubkou piiblizn€¢ 30 um. Otvory mikrozasobnikii
o pruméru 1,5 mm byly vyrobeny diamantovym vrtadkem s pouzitim techniky CNC. Vyrobené
kanaly s vyvrtanymi dirami byly celé uzavieny sklenénym krytem pomoci tepelné difuze. Na
povrch mikro€ipu se pfipevnily tfi krouzky z PMMA, které byly pouZity jako toroidni nadrze
pro pufry. Naptiklad, provedeni analyzy 96 vzorki DNA hemochromatézy pomoci tohoto

ptistroje trvalo 8 minut [54].
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Obr. 11 Schéma 96 kandlového elektroforetického mikrocipu pro genetické analyzy.
Geometrické rozmery: Sirka odpadnich kanalu 300 um, separacni kanal 85 um,

katodovy kanal 200 um [54]

Dalsi konstruk¢éni feSeni piedlozené védcem Shi a jeho kolektivem [55] je uvedeno na
obrazku 12 a obsahuje 96 radialnich kandlti pouzivanych pro vicekanalovou mikro¢ipovou
elektroforézu. K detekci tento pfistroj pouziva vysokorotac¢ni konfokalni laserovy skener pro
detekci indukované fluorescence. Pomoci této techniky bylo mozné sledovani a zkoumani
genotypu methylentetrahydrofolatu (MTHFR) v 96 kanalech soucasné. Provedenad analyza
trvala 100 s, ziskany elektroforegram ze separaci je uveden na obrazku 12 b. Prezentovany
mikroCip byl schopen analyzu opakovat 100 krat bez sniZzeni vykonnosti kviili pouzitému
vysokofrekvenénimu skeneru. Autofi této prace predpokladaji pouziti této techniky pro

detekci v 384 kandlech soucasné bez vétSich poklesii vykonnosti.
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Obr. 12 a) Elektroforeticky mikrocip pro genetické analyzy skladajici se z 96 kanali.
Separacni kanadl 200 um ve tvaru T - injekce, Sirka kandalu 110 um, hloubka 50

um a prumeér nadrzi 1,2 mm. Separacni kandl ve vzdalenosti 33 mm od
detektoru, primér mikrocipu 100 mm

b) Electroforegram z 96 kandlii pro MTHFR genotyp ziskany v case kratsim nez
100 s. Byly pouzity dva typy fluorescencnich markérii pro oznaceni a detekce [55]

Munro a jeho kolektiv [56] uvadéji ve své praci podrobné genetické analyzy bunééného
lymfomu pomoci mikrocipové elektroforézy. Detekce onemocnéni je zaloZzena na zakladé
analyzy rozdé¢leni fragmenti DNA. Rakovinné bunky casto vykazuji kolonizaci hlavné jedné
délky DNA, zatimco normalni bunky jsou riznych velikosti. V provedenych zkoumanich
porovnali kapilarni elektroforézu CE s mikroc¢ipovou MCE s fluorescen¢ni detekci. Na

obrazku 13 se pro vzorky B2 a B3 ukdazal negativni vysledek testu pro lymfocyty B na
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zaklad¢ Sirokého rozlozeni velikosti fragment DNA. V ptipad€ vzorka Bl a B4 byl ziskan
pozitivni vysledek charakterizovany uzkym pikem prokazujicim dominance DNA jediné
délky. Kompletni mikro¢ipova analyza polymerazové fetézové reakce DNA fragmentt trvala
méné nez 160s, ve srovndni s 13 minutami pro konvencni techniku CE s obdrzenim totoZnych
vysledki diagnozy. Vyrobeny mikro¢ipovy systém se vyznacoval rychlosti 60 krat vyssi ve

srovnani s konven¢nimi gelovymi technikami.
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Obr. 13 Diagnoza preskupeni genit [ymfomu (latina lymfomu) pomoci kapilarni elektroforézy
(4) a mikrocipu (B) [56]

Nejbéznéjsi technikou v oblasti genetické analyzy je pouziti laserové indukované
fluorescence (LIF) v kombinaci s mikroc¢ipovou elektroforézou (MCE), coZ zaruCuje vysoké
rozliSeni metody. Rech a jeho kolektiv [56] vyvinuli feSeni zaloZené na lavinové fotodiodé
jednotlivého fotonu (SPAD - Single Photon Avalanche Diode). Jednd se o nejnovéjsi a
nejlevnéjsi feSeni slouzici pro detekei genotypit vyznacujici se trvanlivosti, nizkym napétim,
nizkou spotiebou a miniaturni velikosti. Autofi této prace predkladaji své feSeni jako
kompaktni systém pro genetickou analyzu, ktera umozni stanoveni novych genotypti a otevira

novou cestu pro levné a pfenosné zatizeni.

2.1.2.3 Imunologické testy

Imunologické testy se pouzivaji k urceni biologickych latek pomoci reakce antigen —
protilatka. Tyto testy jsou Casto velmi selektivni a schopné detekovat biologické slouceniny s

velmi nizkou koncentraci. Z hlediska jeji selektivity a citlivosti, imunologické testy jsou
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mocnym nastrojem v klinickych laboratofich a také pro vyvoj lékli. Prvni literarni informace
o provadéni imunologickych testi provedenych s pouzitim mikroc¢ipt se objevily v roce 1996.
Koutny a jeho kolektiv [58] vyvinuli imunologické testy pro stanoveni koncentrace kortizolu
v krevnim séru pomoci mikro¢ipu vyrobeného z kiemiku. Rozdéleni ¢inidel bylo zrealizovano
v Case krat§im nez 30 sekund. Dalsi prace ukazujici podobné testy provedené pro stanoveni
tyroxinu (T4), ktery mize souviset s nemoci $titné zZlazy, kterou ptredstavil Schmalzing a jeho
kolektiv [59]. Inkubace a stanoveni rozdélovanych sloucenin byly pfipraveny mimo Cip.
Tento proces trval 25 — 30 min coz kompenzuje kratky 30 sekundovy Cas separace. Ob¢ prace
ukézaly velké potencidlni vyuZziti mikro€ipu v imunologickych testech. Inkubace a stanoveni
sloucenin byly provadény mimo ¢ip.

Harrison a jeho kolektiv [60] vyvinul imunologické mikro¢ipové testy pro stanoveni teofylinu
(Th) ve vzorcich krevniho séra. Testy byly provadény po dobu nékolik tydnt na stejném Cipu
bez zmény rozliSeni a piesnosti. Detekéni limit pro teofylin je 1,25 ng/ml nebo 6,9 nM ve
ziedéném séru. Imunologické testy teofylinu byly provedeny na mikroCipu s integrovanym

imunoreaktorem, ktery je znazornén na obrazku 14.

Pufr Th Th* Odpady

@

Detekt_or

“a

Odpady vzorku
Obr. 14 Mikrocip s integrovanymi kandly imunoreaktoru. Usek J1 - J3 byl pouzit k michdni s
antigenem a znackovaci latkou. Usek J3 - J4 byl pouzit k michani (Th) s antigenem a

znackovaci latkou. Ve zvétSeni je uveden systéem dvojité T - injekce [60]

Vzorky séra, oznaCeny teofylinem a protilaitkou anti — teofylinem byly michany
elektroosmotickym pratokem. Negativni napéti bylo pfivedeno do zasobniku odpadi, coz

zpusobilo pritok roztoku ze ttech zasobnikli do sméSovaciho kanalu. Vzorek byl zaveden do
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separacniho kandlu pres ktizovatku s kanalem michéani. Celkovy €as zkoumani, michani a
separaci byl mensi nez 10 minut na jeden vzorek.

Zajimavé feSeni, pro rychlé a selektivni provedeni imunologickych testi provedenych pomoci
mikroCipl, spociva na povrchovych upravach materiali. Yang a jeho kolektiv [61] ve své
praci uvedl mikrocCip se strukturou vyrobenou z funkcionalizované¢ho poly(dimethylosiloxanu)
PDMS uzaviené¢ho sklenénym krytem. Systém byl vybaven elektrochemickou detekci a
mikrokanalem velikosti 50 x 50 um modifikovanym trvalym zajisténim ptivodu protilatek. V
této praci byl funkcionalizovan vnitfni povrch mikrokanalu pouzitim poly(ethylenoxidu),
vzhledem k jeho vysoké flexibilité, hydrofilnosti a netoxicité. Autoii této prace registrovali
pomoci mikro¢ipu dobu reakce antigen — protilatka kratSi nez 1 minuta. Huang a jeho kolektiv
[62] ptedlozil mikroCip pro imunologické testy s chemiluminiscencni detekci MCE — CL.
Autofi zduraznili nadfazenost této metody vzhledem ke své vysoké citlivosti, Sirokého
linearni rozsahu a malé velikosti vhodné pro integraci s mikroCipy. Byla vyrobena sklenéno —
polymerova (PDMS) struktura o Sifce 70 pm a hloubce 25 pm. Tvar a dal§i rozméry jsou

uvedeny na obrazku 15.
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Obr. 15 Usporadani a rozméry mikrocipu z materialu sklo - PDMS. S - zdsobnik vzorkii, B —
zasobnik pufru, SW — zdsobnik odpadii vzorku BW — zdsobnik odpadu pufru R —

zasobnik oxidantu roztoku [62]

Pomoci této techniky byl urcen tyroxin T4, ktery je hlavnim produktem Stitné Z1azy. Enzym
kienové peroxidazy (HRP) byl pouzit jako katalyzator reakce H,O, CL luminolu. Pouzitim
téchto reagent doSlo k vyraznému zvySeni emisi chemiluminiscence po provedeni

mikroCipové elektroforézy MCE. To vyrazné zlepSilo selektivitu testu HRP — T4.
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2.1.2.4 Bilkoviny a peptidy

Mapovani peptidii je dileZitou metodou pro identifikaci a charakterizaci funkce
proteinii. Typickd peptidovda mapa je ziskdvdna enzymatickym travenim bilkovin a
chromatografickym anebo elektroforetickym rozdélovanim zbyvajicich fragmentd.
Kombinace metody UV (ultrafialové zareni) a MS (hmotnostni spektrometrie) je Siroce
pouzivana pro detekci. Vyhledavani v databdzi hmotnosti peptidi muze byt pouzito k
identifikaci neznamého proteinu. Vysoce vykonné dvousmérné (2D) gelové odd€lovani ve
spojeni s kapalinovou chromatografii (LC) — MS mapujici jednotlivd mista proteinti poskytuje
podrobné informace na téma proteomu. VEtSi efektivita testd je nutnd, protoze lidskeé
proteomy mohou obsahovat 10° proteinti véetng strukturalnich a post-translaénich modifikaci
[63].

Studii vyvoje analytického systému pro rychlou mikro¢ipovou CE — MS analyzu
proteinit a peptidi se zabyva mnoho védeckych skupin. V literatufe je bézné¢ uvadéna
kombinace mikroCipi CE s hmotnostni spektrometrii (MS — MS) s cilem ziskani informaci o
sekvenci proteinu. Fragment informaci o proteinu lektinu (Pisum sativum) byl ziskan béhem 6
minutové analyzy, a zkoumani vyzadovalo pouze 150 fmol bilkovin. Kratky cas MS analyzy
byl roz$ifen o traveni bilkovin, které bylo vedené¢ mimo mikrocCip a trvalo 10 hodin [64].
Harrisonova skupina [65] vyvinula systém mikroCipu CE s integrovanym podkladem
(substratem) pro traveni bilkovin. Ptistroj se skladal z velkého kanalu (o Sifce 800 um, 150
pm a délce 15 mm), vyplnéného pomoci podtlaku kapkami pokrytymi trypsinem. Mikro€ip
byl ptipojen ke kapilare, ktera slouzila jako rozhrani do hmotnostniho spektrometru. Proteiny
byly do podkladu dopraveny vyvolanim tlaku indukovaného vnéj$imi infuznimi pumpami, a
pak elektrokineticky zavedeny do separacniho kanalu. Provedené traveni tfech modelt
bilkovin: melittinu, cytochromu ¢ a bovinniho sérového albuminu. Kompletni enzymatickeé
rozdéleni melittinu vyZadovalo pouze 5 s ve srovndni s 15 minutami pfi traveni bilkovin bez
pouziti mikro¢ipové techniky. Celkova doba analyzy cytochromu ¢ byla 3 minuty pro traveni
a 45 sekund pro elektrokinetickou separaci a infuzi do hmotnostniho spektrometru. Stanoveni
hovéziho séra albuminu vyzadalo 6 minut pro celkovou analyzu. Na obrazku 16 je
schematicky zobrazen elektroforeticky mikro¢ip pro analyzu pomoci trypsinu jako enzymu

pro traveni proteinu.
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Obr. 16 Schéma integrovaného elektroforetického mikrocipu s podkladem vypliujicim
mikrokanaly. Pohled shora a bocni ukazuje hustotu podkladu trypsinu. Ostatni
rozmeéry jsou: Sirka kanalu 230 um u zdsobniki, Sirka hlavniho kanalu 30 um.

Hloubka kanalu je 10 mm po celé délce [65]

Slozitost biologickych vzorkii a map peptidu ¢asto vyzaduji pouziti rozsahlych technik
oddélovani, coz znamena, ze je zadouci vysoké rozliSeni méfeni. Analyza velkého mnozstvi
peptidi mize byt provedena v reZimu multirozmérové separace, ve které je analyzovany
vzorek riznymi mechanismy odd€lovan. Naptiklad, dvourozmérna (2D) elektroforéza v
polyakrylamidovém gelu (PAGE) odd¢€luje sloucCeniny na bazi izoelektrick¢ho bodu (pI). V
prvnim rozméru je definovana molekulovad hmotnost a ve druhém rozméru velikosti. Hlavni
nevyhodou tohoto feSeni je dlouhd doba vyzkumu, ktera muize trvat dokonce 1 az 2 dny.
Mikro€ipy mohou byt komplexnimi systémy schopnymi rychle vicerozmérné oddélovat latky.
Rocklin a jeho kolektiv [66] navrhl ¢ip obsahujici kandly pro micelarni elektrokinetickou
chromatografii (MEKC) a mikro¢ipovou elektroforézu MCE. Metodika studie 2D a schéma
geometrie kandlu je zndzornéna na obrdzku 17. Autofi prace dokézali v pribéhu 2D analyzy
mnohem vétsi oddélovani pro fluorescenéné znacené peptidy trypsinu z cytochromu c.

Kompletni analyza trvala pouze 10 minut.
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Obr. 17 Schéma mikrocipu pouZivajiciho dvourozmérnou techniku.: a) struktura mikrocipu, b)

schéma provedeni zkoumani, S - zkoumany vzorek, B — pufr, W - odpad [66]

Nagata a jeho kolektiv [11] uvedli mikro¢ip vyrobeny z kiemenného skla, ktery vyuZzival
detekéni techniku laserové indukce fluorescence (LIF) pro analyzu bilkovin. Délka
separacniho kanalu byla 21 mm. Velikost mikrocipu byla 35 x 12,5 x 1,25 mm s kanaly ve
tvaru kiize o Sifce 110 pm a hloubce 50 pm. Tyto proteiny byly oznaceny fluorescenénim
¢inidlem a smichany s Tris a SDS pufry. Laserova detekce byla provedena s vinovou délkou
530 nm. Autofi popisuji optimalizovani elektroforetickych podminek a koncentraci pufit.
Obdrzeli kratké doby analyz ptiblizné 160 sekund, vcetné¢ detekce. Na elektroforegramu
uvedeném na obrazku 18 je moZné vidét intenzity piku ve funkci pfivedeného napéti a doby

méfeni.

Intenzita [mV]

0 100 200 300 400 500
Cas [s]

Obr. 18 Elektroforegram komplexu SDS — bilkovina. Rozsah napéti od 350 V do 1200V [11]
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2.2 Materialy pouZivané na vyrobu mikro¢ipu

Pouziti vhodnych materialt pro vyrobu elektroforetickych mikro¢ipii méa vyznamny
vliv na vykonnost téchto zafizeni. Elektrody a mikrokanaly vyrobené z riiznych materialt
mohou ovliviiovat ziskané vysledky. Tudiz volba materidlu je hlavnim faktorem, ktery urcuje
uzitnou hodnotu zafizeni [67].
Hlavnim problémem pii mikro¢ipové elektroforéze je generované teplo vlivem vysokého
elektrického pole priveden¢ho do elektrod béhem procesu elektroforézy. Vznikajici teplo
zpusobuje fadu nezddoucich jevil, které se vyskytuji nejen v pufru a vzorku vypliujiciho
mikrokanaly, ale také mulze dokonce zplsobit deformaci mikrostruktury. To se tyka
piedevSim Cipt vyrobenych z polymert. Z toho divodu je nejdalezitéjSim parametrem pro
efektivni mikroCipy u€inny odvod vznikajiciho tepla. Taveny kiemen, kiemenné sklo, sodno —
vapenné sklo jsou nejCastéji pouzivané materidly v raném stadiu vyvoje mikrocipovych
systému elektroforézy [12,68,69]. Kfemenné mikrocipy s dobrymi fyzikdlné — chemickymi
vlastnostmi se pouzivaji malo s ohledem na jejich vysokou cenu [70]. V soucasné dob¢ je
Castym feSenim kombinace sklenéného krytu z plastli s vyrobenou strukturou na povrchu.
Nicméné, Casto se spojuji dohromady prvky mikroCipt ze stejné¢ho materidlu. Mikrostruktury
z plastii se predevsim vyrabi z: poly(dimethylosiloxanu) (PDMS) [71,72,73], poly(metakrylan
metylu - polymethylmethakrylat) (PMMA) [74,75,76], poly(tereftalan etylenu -
polyethylétereftalat) (PET) [77,78,79], polykarbonatu (PC) [74,80,81], termoplastickych
amorfnich olefinovych polymerti (s obchodnim ndzvem Topas) [82,83,84] a také kiemiku
[85,86]. Xu, Wang a Chen [87] ve své praci predlozili ptehled (obrazek 19) nejcastéji

pouzivanych materiali pro elektroforetické mikrocCipy.
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Obr. 19 Pouziti riiznych materialit v mikrocipové elektroforéze [87]
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PDMS a PMMA nptildkali pozornost vyzkumnikl z hlediska jejich vynikajicich vlastnosti,
jako jsou nizké naklady, jednoduchost vyroby a transparentnost. Wong a Ho [88] uvedli ve
své praci vyhodnost pouziti PDMS nad PMMA popisuyjici jejich mnohem $ir§i moznosti
fyzikalnich a chemickych povrchovych uUprav. V ptipadé¢ nékterych proteinli, se vyskytuje
nutnost pouziti mezivrstvy oddélujici mikrokandl a zkoumany analyt. Tokachichu a Bhushan
[89] zjistili, Ze PDMS se vyznacuje lepSi pfilnavosti, nez PMMA, vzhledem k vysoké
povrchové energii. Zatimco PDMS ma silny hydrofobni charakter povrchu. Autofi v této praci
prezentovali vysledky povrchové modifikace a zjistili, Ze po této uprave, oba materialy maji
podobné vlastnosti povrchu.

Liu a jeho kolektiv [90] ve své préci predstavili mikroc¢ip vyrobeny z PET s elektrochemickou
detekci pomoci mikroelektrody Pt pro oznacovani paracetamolu. Ziskané vysledky ukazaly,
7ze mikroCip vyrobeny z PET mél lepSi vykonnost nez vyrobeny z PDMS. Autoii prace
piipisuji tuto vlastnost lepsi tepelné vodivosti materidlu. Jednoduchost vyroby a nizké néklady
na sériovou vyrobu urcuji velky ptislib pro pouziti tohoto materialu pro klinické analyzy a
kontroly kvality 1é€iv.

Becker a Locasio [91] ve své praci uvedli razné typy polymernich materiall pro vyrobu
mikroCipll. Autofi také uvedli, ze z hlediska vlastnosti skla je velmi atraktivnim materidlem
pro mikroCipy, ale slozitost a ndklady na jejich vyrobu zpiisobuji nutnost vyhledavani jinych
nahradnich materialii. Pouziti plastl snizuje naklady a urychluje proces vyroby.

Fintschenko a Van den Berg [92] v jedné ze svych prvnich praci provedli podrobnou analyzu
vyhod a nevyhod kiemiku pro aplikace v mikroelektroforetické separaci analytil. Zjistili, Ze
pouziti kifemiku jako materialu pro vyrobu elektroforetického mikrocipu je omezeno
potencidlem prarazu, ktery prakticky eliminuje tento material z divodu potieby aplikace
vysokych napéti.

Velmi slibnym feSenim se zda byt vyroba mikroCipti z polykrystalického CVD diamantu.
Pouziti materidlu s velmi vysokym koeficientem tepelné vodivosti zajistuje efektivni odvod
tepla ze struktury do okoli. Diamant je chemicky odolny a miize byt pouzit 1 pro vysoce
koncentrovana agresivni ¢inidla. Nevyhodou tohoto feSeni je sloZity, drahy a ¢asové narocny

proces vyroby. Nicméng, vzhledem k jeho odolnosti miize byt pouzit nékolikrat [8,29].

2.3 Techniky vyroby

Vyvoj polovodi¢ového pramyslu ptispél ke vzniku velmi kvalitnich struktur z kiemiku
vyrobenych pomoci fotolitografie. Tato technika mtze byt uspé€$Sné pouzivana k vyrobeni

malych definovanych kanali v riznych materidlech a aplikovana pii vyrobé systému
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mikroCipové kapilarni elektroforézy MCE. Pouziti spravné vyrobni technologie zavisi
predevSim na materialu a velikosti a pfesnosti s jakou maji byt vyrobeny mikrokanaly. Prvnim
krokem pfti vyrobé mikro¢ipového systému kandli je vytvofeni geometrie struktury a jeji
pieneseni na fotomasku. Fotomasky jsou Sablony mikrostruktury a nej€astéji jsou vyrobeny ze
skla potazeného chromem. Chromové masky jsou nejptiznivé;si, protoze poskytuji nejlepsi
rozliSeni pro malé ¢asti (<1 um). Je zde také moznost expozice fotomasek prosttednictvim
c¢ocky. Pti pouziti této metody muze byt maska vétsi, nez velikost mikrostruktury. Dalsi
technika pro vyrobu téchto masek je naptiklad tisk na folie ve vysokém rozliSeni obrazu. Toto
feSeni je jednoduché a levné v provedeni, ale neni mozné dosahnout srovnatelného rozliSeni
jako je tomu v ptipadé chromové masky [93].

Prvni vyrobené Cipy byly vyrobeny ze skla, protoze v t¢ dobé tato technika byla dobie
zpracovana a znama [4]. Na obrazku 20 a je schematicky ukdzana kompletni technologie na
vyrobu sklenénych mikroc¢ipl. V prvni fazi jsou tenké sklenéné desky potaZeny vrstvou oxidu
a fotorezistu. Fotorezisty jsou organické materidly slouzici pro naneseni pozadovanych vzora
na povrch. Existuji dva typy rezistl, pozitivni a negativni, pouZivané v zavislosti na volbé
zvySeni nebo sniZeni rozpustnosti fotorezistu. Vybér konkrétni metody zavisi na fotomasce a
pozadovanych mikrotvarech. Nasledujici schéma ukazuje pozitivni fotomasku, ktera po
nasviceni zpusobuje tvrdnuti fotorezistu. Po oplachnuti nenasviceného fotorezistu ziskavame
tvar mikrostruktury naneseny na sklo. Obvykle se pro leptani kandlii pouzivd kyselina
fluorovodikova (HF). Kryt ze stejného materialu s vyvrtanymi otvory pro zadsobniky vzorkl a
pufru je trvale pfipojen pomoci difuzniho spojeni [94].

Schéma vyroby poly(dimethylsiloxanovych) PDMS mikroc€ipl je uvedeno na obrazku 20 b. V
tomto pfipad¢ se pouziva matrice slouzici k odvzorovani tvaru v PDMS. Nejjednodussi
technikou vyroby matric pro tvarovani mikrostruktur z PDMS je nasviceni negativni
svétlocitlivé emulze na sklenéné nebo kiemikové desky. Pod vlivem UV zéafeni na emulzi
dojde k vytvrdnuti. Po nasledném oplachnuti nenasviceného rezistu ziskdvame matrici, na
kterou se odléva elastomer. Po vyhtati pfi teploté kolem 65 ° C nasleduje polymerizace
PDMS. Po odstranéni matrice ziskdvame pfipravenou mikrostrukturu, ktera se
prostiednictvim aktivace povrchu v kyslikové plazmé spojuje s krytem vyrobenym z PDMS,
skla, kfemiku nebo prakticky jakéhokoliv materidlu. Velkou vyhodou této techniky jsou dobré
fyzikaln€ — chemické vlastnosti PDMS, moZnost pouziti matrice nékolikrat, a také kratka

doba vyroby téchto zatizeni nepiesahujici 1 hodinu [95].
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Obr. 20 Technologie vyroby mikrocipu: a) pro skleneny cip [4], b) pro cip vyrobeny z PDMS
[96]

Krom¢ PDMS existuje mnoho dalSich plasti a polymert, které se také pouzivaji pro
elektroforetické mikrocCipy. A" prvni fadé  jsou nejcastéji pouzivany
poly(methylmethakrylatové), PMMA, polykarbondt PC, PS polystyren, poly
(ethylentereftalat) PET. Polymerni mikroCipy, jako jednordzovéd zafizeni, jsou zajimavé
z hlediska nizkych vyrobnich nakladiti a moznosti sériové vyroby. Hlavni vyrobni technikou je
vsttikovani, horka razba, laserova ablace a vyrobni proces pomoci LIGA (z ném. Litographie
Galvanoformung Abformung) [97]. Tyto techniky jsou mnohem levnéjsi a jednodussi, a
nevyzaduji specidlni zafizeni pro leptdni a urcité pozadavky na Cistotu prostord, jak je to
nezbytné pii vyrob€ sklenénych mikrostruktur. Az do soucasnosti plastové mikroCipy
neodpovidaly vykonnosti €ipii vyrobenych z jinych materidlti. Je to hlavné diky jejich

nizkému koeficientu tepelné vodivosti, ktery zplisobuje mnohem slabSi odvedeni
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generovaného tepla v procesu elektroforézy. Nicméné, s rostoucim poctem a rtznorodosti
polymerti a jejich snadnou mozZnosti funkcionalizovat polymerni povrch, se vyrabéné Cipy
zdaji byt velmi zajimave [97].

Ued a jeho kolektiv [98] ve své praci pfedstavil metodu vyroby Cipu pomoci techniky LIGA.
Ve své praci pouzivali fotolitografie a leptani PMMA pomoci synchrotronového zateni.
Ziskany mikro€ip byl pouZity pro ultrarychlou analyzu DNA. Autofi integrovali do jednoho
zafizeni: identifikaci genomu jako je extrakce DNA z buiky, reakci polymerazové tetézové
replikace PCR, elektroforetickou separaci a detekci.

Sun a jeho kolektiv [99] ve své praci predstavili mikro¢ip vyrobeny pomoci laserové ablace
s pouzitim pro elektroforetickou separaci. Autoti popisuji techniku laserové ablace, ve které je
laserovy paprsek o vysoké energii pouZivany k rozbiti vazeb polymeru v urené oblasti.
Popsané zafizeni bylo vyrobeno z PMMA, profil a geometrické rozméry mozné k realizaci
touto technikou, jsou uvedeny na obrazku 21. Védci ve své praci upozornili na vysokou

drsnost povrchu mikrokanalu.

Obr. 21 SEM snimek prurezu mikrokandlu vyrobeného z PMMA technikou laserové ablace,
Sirka kandlu 150 — 400 um, hloubka od 50 do 1500 um [99]

V literatufe jsou také uvedeny udaje o technologii vytvofeni mikro¢ipli z polykrystalického
diamantu, ktery se vyznacuje vysokym koeficientem tepelné vodivosti. Bjorkmanova skupina
[29,100] ve své prvni praci prezentovala vytvoieni polykrystalickych diamantovych
mikrostruktur. Pfedstavili technologii vyroby diamantovych struktur s pouzitim techniky
dvoustupniového a jednostupiiového procesu repliky. Na obrdzcich 22 a 23 jsou schematicky

ukéazany jednotlivé faze odvzorovani diamantovych struktur pouzitim metody repliky.
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a) vytvoreni kiemikové
matrice

b) depozice diamantu

¢) lesténi diamantu

134

\/ I d) leptani kiemiku

Obr. 22 Schéma ukazujici proces vyroby diamantové mikrostruktury s pouzitim metody

repliky [100]
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E———mmmm——— 4 MaskaCr
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a) Litografie na spojenych b) Leptani oxidu a kiremiku ¢) Depozice diamantu
kfemikovych destickach
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d) Leptani kfemiku a oxidu e) Opétovna depozice diamantu f) Leptani kifemiku z kanalu

Obr. 23 Schéma ukazujici etapy dvoustupniového procesu repliky [29]

Uvedena technika je zalozena na replice trojrozmérného obrazu kandli vytvofeného z
kifemiku. Nutnost pouziti tohoto materidlu je dana aplikaci vysokych teplot kolem 800° C
behem depozice polykrystalické vrstvy pomoci metody CVD. Po depozici vrstvy je odstranén
kiemikovy substrdt metodou chemického Ileptani. Autofi pii vyrobé diamantovych
mikrostruktur pouzili metodu se zhavicim vlaknem HF CVD (ang. Hot Filament CVD) a také
mikrovlnnou metodu MPCVD (ang. Microwave Plasma CVD). Uvadéné mikroCipy byly
pouzity pro chromatografii bilkovin. Na obrazku 24 jsou zobrazeny struktury ziskané

Bjorkmanovou skupinou.
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Geometrie Obraz SEM ZvétSeni

Obr. 24 SEM snimky prikladu diamantovych mikrostruktur ziskanych pomoci jedno a
dvoustupnové techniky repliky [29,100]

Znama jsou také konstrukéni feSeni zahrnujici vyrobeni pouze kritickych boda
z polykrystalickického diamantu CVD. Adamschik a jeho kolektiv [101] ve své praci
predstavili komplexni systém pro detekci fragmenti fetézce DNA. Pristroj vyrobeny autory je
z ktemiku, polyimidu a diamantu. Pouzit4 technika chemického osazovani z plynné faze CVD
umoznila depozici vrstvy diamantu na povrchu mikrokanald, kterd poskytuje chemickou

inertnost zafizeni. Také ostatni autofi se podili na vyrobé mikrostruktur s polykrystalického
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diamantu. Napiiklad Karabutov a jeho kolektiv [102] ve své praci popisuje techniku
odvzorovani kifemiku pomoci metody repliky. Autofi ziskali struktury o rozmérech mensich
nez 3 pm.

Quest a jeho kolektiv [103] ve svém c¢lanku popisuje techniky pro vyrobu mikrocipl se
zvlastnim ohledem na zpusoby leptani. Reaktivni iontové leptani RIE (ang. Reactive lon
Etching) je ovladatelnym procesem suchého leptani vyuzivajici kombinaci dvou procesi —
chemického, zodpovédného za sniZzeni energie vazeb mezi atomy substratu a fyzického, ve
kterém se pomoci tézkych iontli odstrafiuje material substratu s tim, Ze se bombarduje oblast
povrchu se snizenou vazebni energii. Tato technika se pouziva pro anizotropni leptani
mikrokanal. Zejména zajimavou technikou se zda byt leptani ionty reaktivnich plyna
podporované plazmou ICP — RIE (ang. Inductively Coupled Plasma — RIE). Vyhodou této
metody je moznost ziskani vysoké izotropie procesu, diky cemuz je mozné ziskat tvary velké
hloubky a uzké na $itku. Plazmo-iontové leptani umoznuje dosahnout obdélnikového kanalu,
coz neni mozné pii pouziti standardnich metod pomoci chemickych roztokd. Ve své praci
autofi prezentuji mikrostrukturu vyrobenou na povrchu skla vyleptanou metodou ICP — RIE,

uvedenou na obrazku 25.

Obr. 25 Sklenénd mikrostruktura vyrobenda technikou ICP — RIE o hloubce 80 um, a) snimek
struktury, b) SEM snimek jednotlivé stény o Sirce 2 um [103]
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2.4 Shrnuti prehledu literatury

Na zavér reSeSni Casti prace je tfeba poznamenat, Ze rozmanitost metod vyrobnich
postupll a materidlli pouzivanych na mikroCipy nabizi skvélé aplikacni prilezitosti. Bohata
literatura v této oblasti popisuje rizné konstrukcni feSeni pro analyzu rtiznych vzorkt, coz
ukazuje Siroky zajem o tento predmét - problematiku.

Z provedené literarni reSerSe jasné vyplyva, Ze efektivni odvod tepla a jeho sledovani
béhem elektroforézy je klicem k lepSimu rozliSeni provedenych analyz, stability procesu a
snizeni doby zkoumani. Dal$im dtlezitym aspektem je, zZe se zvySenim odvodu Jouleova tepla
vznikajiciho pii1 elektroforéze se ziskavd minimalizace axidlnich a radidlnich teplotnich
gradientii ve struktufe.

PtedloZenou tematikou se zabyva mnoho vyzkumnych center po celém svété. Pocet
publikovanych praci a nevycCerpatelnost napadii na nové konstrukce mikroCipu je obrovska.
Dosud nikdo nevyrobil systém, ktery zajistuje dokonalé¢ odstranéni nezddoucich tepelnych
jevi. Kompletni feSeni pro u¢inné odvadéni Jouleova tepla v mikroCipové elektroforéze

nebylo dosud ptedlozeno.
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3. Cil a teze prace

Koncepce vyroby diamantového elektroforetického mikro¢ipu chlazeného Peltierovym
Clankem se predevSim zakladd na vyuziti unikdtnich vlastnosti diamantu [104]. Vysoky
soucinitel tepelné vodivosti uruje u¢inné odvedeni Jouleova tepla, generovaného v procesu
elektroforézy (zkraceni Casu analyzy diky pouziti vétSich napéti). Soucasné¢ moznost optické
detekce v Sirokém pasmu a také dobrd chemicka odolnost ¢ini tento material vhodnym pro
tyto aplikace. Piesné fizeny Peltieriv ¢lanek ve spojeni s diamantovym mikro¢ipem je
schopen odvadét Jouleovo teplo vznikajici v mikrokandlech. Diky tomu je mozno zlepSit
teplotni podminky (jednotny teplotni profil) a také vétsi vykonnost procest provedenych pii
pouziti tohoto zafizeni. Navrzené spojeni elektroforetického diamantového mikroCipu s
chladici platformou nebylo zatim publikovdno. Diamantové zatizeni by mélo mit vyrazné
lepsi uzitné vlastnosti ve srovnani s komeréné dostupnymi mikroCipy vyrabénymi ze skel a
polymert.

Na zékladé¢ provedené literarni reSerSe a vlastntho vyzkumu vlastnosti

polykrystalick€ého diamantu je formulovana nasledujici teze prace:

., Diky pouziti diamantu pri vyrobé mikrocipu a také vybaveni soustavy Peltierovym
Clankem je mozné ziskat vhodnéjsi podminky v prubéhu elektroforetickych procesii

«

provedenych pri pouzivani mikrocipu.
Takto definovana teze jednoznaéné urcuje cil prace, kterym je:

., Vytvoreni mikroprutokového zarizeni z materialu o vysoké tepelné vodivosti a také

zkoumani moznosti vyuziti Peltierovy soustavy k chlazeni v prubéhu elektroforetického

«

procesu provedeného na diamantovém mikrocipu. ‘

Realizace celé prace se sklada z nasledujicich bodu (etap):

e  vytvoreni kiemikové matrice,

e  vytvofeni mikrostruktury z polykrystalického diamantu,

e  zpracovani a vytvoreni tésniciho krytu kanali mikrocipu,

e  materidlova a geometricka charakteristika diamantové mikrostruktury,

e navrh a konstrukce méfici soustavy k provedeni elektroforetickych rozvodu,
e  vybér vhodnych parametrl a zpracovani metodiky méteni,

e teplotni méfeni a stanoveni vlivu chlazeni u zkoumané soustavy.
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4. Vlastni vyzkum

4.1 Pocitacové modelovani

Realizaci diamantového elektroforetického mikroc¢ipu predchazela pocitacova (MKP)
simulace. Cilem simulace bylo potvrzeni pfedpokladanych tezi prace a urceni vhodnosti
pouziti diamantu v této aplikaci. Modelovani bylo provedeno na Instytucie Technik
Elektronowych v Piaszecznie, Polsko. Byl zhotoven model uzaviené struktury vyplnéné
elektrolytem (pufrem). Do krajnich zasobnikli bylo aplikovano napéti, které plisobi na tok
proudu pres elektrolyt. Vysledkem piivedeného napéti dosSlo k ohievu kapaliny v
mikrokanalech pies generované Jouleovo teplo, které je jednim z hlavnich omezeni v procesu
elektroforézy. Vznik tohoto jevu byl analyzovan pomoci komeréné dostupného pocitatového
programu ConventorWare' ™ [8].

Program ConventorWare ™ umoZiiuje provedeni simulace elektro — termo — fluidnich
jevu vyskytujicich se v mikro — métitku. Hlavni pozornost v priibéhu simulace byla zamétfena
na elektroforézu a nésledné na formovani vznikajiciho Jouleova tepla. Byl urcen vliv
materidlovych vlastnosti na maximalni hodnotu teploty a jeji rozlozeni v objemech
mikrokanala. Tento program umoznil import 2D vykrest mikrostruktury vytvoiené v aplikaci
AutoCAD, ktery byl nasledné¢ preveden do 3D modelu pfistroje. K simulaci byla vyuzita
materidlova data z rozsahlé databaze programu (diamantova mikrostruktura, pufr KCL, ktery
zéklad¢ kterych byly provedeny pocitacové simulace. Pouzivany program byl vyvinuty tak,
aby bylo mozné simulovat jevy vyskytujici se v mikrométitku, napiiklad tepelnd vodivost

byla vyjadiena v pW/umK a ne v jednotkach SI.

Tab. 1 Materialové parametry diamantu a pufru z databdze daného programu

Parametr Jednotka Diamant Pufr KCL
Hustota [kg/um’] 3,515:107"° 1-10™"
Tepelna vodivost [pW/umK] 1,5:10° 6:10°
Specifické teplo [pJ/kgK] 4,715-10" 4,1-10"7
Elektrické vodivost [pS/um] 2:10° 1,288:107
Dielektricka konstanta [—] 5,7-10° 7,810
Viskozita [ kg/pmys ] - 1,002:10”

Sestaveny model se sklddal z mikrostruktury, pufru vypliujiciho mikrokandly a také krytu s
otvory umoziujicimi ptipojeni elektrod. Geometrické rozméry modelu struktury jsou: hlavni
kanal 50 x 250 x 23200 mikrometra, spojovaci kanal 200 x 250 x 1500 mikrometri a
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zasobniky o velikosti 1000 x 1000 x 250 mikrometrii. Na obrazku 26 jsou uvedeny ptiklady

3D modelt jednotlivych komponentt, ze kterych je sestaveno zatizeni.

a) b) c)

Obr. 26 Casti modelii 3D zaiizeni: a) Diamantovd mikrostruktura b) Vyplit mikrokanalii (pufr
KCL) c¢) Diamantovy kryt

Pro zjednoduSeni a urychleni simulace byla vybrana obdélnikova sit’ objemovych prvki
(,Manhattan Bricks®). Na obrazku 27 je uvedeny piiklad diskrétniho modelu vyplnéné

mikrostruktury.

Obr. 27 Diskretizace tvaru mikrokanali vyplnénych pufrem KCL

Na obrazku 28 jsou uvedeny ptiklady z pocitacovych simulaci zobrazujici rozloZeni teploty v
mikrostuktuie a v prafezech, které jsou zpuisobeny vznikem Jouleova tepla béhem procesu
elektroforézy. Byly provedeny analyzy pro zpracovanou geometrii a proud prochézejici podél
mikrokanal o hodnoté 400 mA. Na obrazku 28 a), c) jsou uvedeny vysledky analyz pro sklo
a na obrazku 28 b), d) jsou uvedeny vysledky pro diamant. Obrazek 28 e) ukazuje vysledek
simulace rozlozeni tepla v jednotlivych mikrokandlech béhem procesu elektroforézy, pii

protékajicim proudu 800 mA.
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Obr. 28 Ukazkove vysledky pocitacovych simulaci: a) distribuce teploty ve strukture ze skla b)
distribuce teploty ve strukture z diamantu c) distribuce teploty v prurezu sklenéného
mikrocipu d) distribuce teploty v priurezu diamantového mikrocipu e) distribuce

tepelného toku podél mikrokandlu
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Na obrazku 29 je uveden ptiklad vysledku pocitacové simulace porovnavajici teplotu podél
mikrokanali o identickych mikrostrukturach vyrobenych ze skla a diamantu v pribéhu

procesu elektroforézy za stejnych podminek.
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Obr. 29 Porovnavaci rozlozZeni teploty pro mikrokanaly ze skla a diamantu

Ve vysledcich z provedenych simulaci bylo pozorovano:
e mista zvySeného lokdlniho ohfevu lokalizované pfti elektrodach (hlavné pti anodg¢),
e nepiiznivé jevy vzdjemného ohievu sousednich mikrokandld zplsobujici zvySenou
teplotu vnitinich kanali mikrostruktury,
e malé teplotni gradienty v pti¢nych prifezech ve srovnani s velkymi teplotnimi gradienty
podél mikrokanald,
e vysokou dynamiku tepelnych jevi: piiblizné po 1 vtetiné toku proudu pies pufr se

teplotni pole ve struktuie diamantu ustavilo prakticky na stejné urovni.

Vysledky simulace funk¢nich parametri mikrocipii potvrdily stanovené predpoklady. Vysoky
soucinitel tepelné¢ vodivosti diamantu umozni rychly odvod Jouleova tepla z mikrokanal
k objemu diamantové struktury a ndsledné na vnéjSi stranu smérem k Peltierovu ¢lanku.
Pomoci pouzitého materidlu, ktery ma vysoky soucinitel tepelné vodivosti, ziskdvame
rovnomeérnost teploty a jeji snizeni v priifezu a podél mikrokanali ve srovnani s tradi¢nimi
materialy pouzivanymi na mikroCipy. Lze proto konstatovat, Ze pouZiti diamantu k vyrobé
elektroforetickych mikrocCipti se zda byt pfiméfené a odiivodnéné.

Po provedenych analyzach a ziskdni velmi nadéjnych vysledkli pfedbéZznych zkoumani
pomoci pocitacovych simulaci, byly dalS§i kroky autora této prace smérovany k vyrobé

diamantového elektroforetického mikrocCipu.
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4.2 Technologie vytvoreni diamantového elektroforetického ¢ipu

Diamant, z hlediska svych specifickych vlastnosti, je materidlem tézko obrobitelnym
mechanicky a tepeln€. Je to zplisobeno hlavné jeho vysokou tvrdosti a kiehkosti. K realizaci
diamantového elektroforetického mikrocipu byla vyuzita metoda repliky [105, 106]. Metoda
je pouzita k vyrobeni zrcadlového tvaru pozadované mikrostruktury z kiemiku a nésledné
depozice silné vrstvy polykrystalického diamantu. Dale nasleduje: laserové lesténi povrchu
narlstu diamantové vrstvy a odstranéni kiemikové matrice pomoci techniky mokrého leptani.
Schematicky popis metody je uveden v piehledu literarni reSerSe na obrazku 22. Metoda
umoznuje vytvoreni prakticky libovolnych tvarti s velmi vysokou podobnosti s kiemikovou

matrici zavislou na pouzité technice a parametrech depozice diamantové vrstvy [107].

4.2.1 Vypracovani a vyrobeni prototypu kiemikové matrice

Kiemikova matrice byla vyrobena na Instytucie Technik Elektronowych v Piasecznie,
Polsko v ramci projektu ,,Diamantové mikropritokové zatizeni pro genomiku a proteomiku”.
K naprojektovani a vyrobeni matrice byla vyuzita modifikovand technologicka linka
integrovaného obvodu VLSI CMOS [8]. Kiemikové matrice, z hlediska ¢asové naro¢nosti
jednotlivych etap produkce, byly piizpiisobeny rozmérim plazmaticko — chemického reaktoru
a také k povrchu dostupnych kiemikovych desticek, s cilem vyrobeni co nejvét§iho poctu
elementi béhem jednoho procesu. Maximalni pramér vzorkd, ktery lze umistit do reaktoru,
byl 50 mm. Z toho diivodu byla k vytvofeni kiemikovych matric vyuzita kifemikova desticka
o pruméru 100 mm, na kterou bylo mozno umistit 4 ¢tvercové struktury 33 x 33 mm. Po
dokonceni vyroby jednotlivych mikrokanalt byly vyrobeny masky k fotolitografii s pouzitim
pozitivové emulze. Na obrazku 30 je uveden navrh modelu masky. Jednotlivé struktury se

mezi sebou lisi tvarem a geometrii mikrokanala.

Obr. 30 Projekt vytvorené masky k fotolitografii
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Vyrobené masky se nachazely vedle sebe, Cipy B, C, D obsahovaly ¢tyfi kanaly o délce 23,2
mm a Sifce v potadi 10, 25, 50 um. Bylo vytvofeno 10 mikronadrzi o rozmérech 1 x 1 mm
spojenych mezi sebou mikrokanaly, dva z nich zistaly spojeny s vnéjSimi kandly, pres které
se vypliuje struktura a ptivadi napéti. Zbyvajici nadrze slouzily k ptivedeni zkoumané latky
do hlavniho kanalu. Cip A obsahuje 6 rovnob&znych kanalt, ze kterych je kazdy vybaven
¢tyfmi nadrzemi. Dvé vnéjsi slouzi k vyplnéni a ptivedeni napéti k elektroforéze, zbyvajici
dva slouzi k ptfivedeni zkoumané latky do hlavniho kanalu. Na vyrobené masce jsou vidét
zkuSebni struktury slouzici k hodnoceni jednotlivych technologickych procest a také k urceni
hrani¢nich rozméra repliky diamantové vrstvy. Nachdzeji se v pasivni Casti zafizeni a
nezucastiiuji se prace. ZkuSebni struktura 1 se sklada z rovnobéznych kanal o délce 1000 um
a Sifce 25 pum rozdélenych sténami o Sifce 75 um, zatimco zkuSebni struktura 2 se sklada z
rovnobéznych kanalt o délce 500 pm a Sifce 25 um rozdélenych sténami o §ifce 75 um.

Na obrazcich 31, 32 je uveden pfesny pocitacovy ndvrh matrice, ktery byl realizovan pro Cip
D z hlediska provadéni dal§ich zkoumani na této struktufe. Na snimcich jsou uvedeny
vybrané hlavni rozméry struktury v pm.
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Obr. 31 Struktura s oznacenymi misty zvétSenych detailu
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Obr. 32 Zveétseni fragmentii pocitacového navrhu struktury zobrazujici hlavni detaily siti

mikrokanalii, rozméry uvedeny v [um]

Technologie vytvoreni kiemikové matrice je uvedena na obrazku 33. Zakoupené jednostranné

lesténé monokrystalické kiemikové desticky o tloustce 3 mm a o priméru 100 mm byly

vyuzity s cilem vyroby formy repliky. Krystalografické uspofadani, druh vodivosti a rozsah

rezistivity kiemikovych desticek nebyl bran v tivahu, nebot’ nemél vliv na proces vyroby.

I

[Tl

-

Obr. 33 Technologie vytvoreni kiremikové matrice

a) Oxidace v difuzni peci, osazeni
podkladové vrstvy hlinikem Al
fotolitografie, odstranéni Al mokrym
leptanim

b) Leptani  kfemikového  substratu
— Boschtiv proces

¢) Odstranéni vrstev SiO, a také Al za
pomoci mokrého leptani

Proces vytvofeni matrice se skladal z nasledujicich etap:

1.

A

Oxidace

Osazeni oceli

Fotolitografie

Plazmové leptani

Chemické leptani

Rezani jednotlivych struktur
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Kiemikové desticky byly predbézné Ccistény pomoci vsttikovaci techniky s vyuZzitim
odpovidajicich procedur ¢isténi pti pouziti danych chemickych ¢inidel. Néasledné po vysusSeni
rota¢ni technikou byly bezprostfedné premistény do kazety difuzni pece o teploté 800 °C. V
dalsi etapé byly kiemikové vzorky zahfaty na teplotu 1000 °C po dobu 30 min v atmosféie
dusiku a kysliku o prutokovych objemech 8/0,8 I/min. V dalSich etapach bylo zménéno
slozeni atmosféry v peci prostfednictvim pifivedenych N, H,, O, do komory pece v
odpovidajicim mnozstvi v daném case. Po vychladnuti kiemikovych desticek byly naméfeny
tloustky ziskané vrstvy. Ziskana tloustka oxida¢ni vrstvy byla 100 nm.

Proces depozice hliniku na substrat byl proveden pomoci zafizeni Z650 znacky Laybold
Heraus. Proces rozpraSovani byl realizovan z tere vyrobeného z hliniku o Cistoté vétsi nez
N5.0. Vyrobené vzorky byly umistény na zaporné polarizovaném rotac¢nim stolku, ktery diky
rotaci kolem osy ur¢oval homogenitu ziskané vrstvy. Proces depozice vrstvy Al byl provadén
v atmosféfe argonu pii tlaku 2-107 milibarti. Ziskand vrstva hliniku méla tloudtku v rozmezi
0d 0,2 do 0,3 pm.

Proces fotolitografie byl realizovan s vyuZzitim svétlocitlivé emulze znacky Shipley S1818.
Vrstva emulze byla nanesena za pomoci odstted'ovani emulze na povrch vzorku a nasledné
byla vysuSena zahfatim povrchu na teplotu 95 °C po dobu 1 minuty. SuSeni zpusobilo
odpafovani rozpoustédla z emulze a také zarucilo zamezeni slepeni kiemikové desticky s
maskou béhem kontaktniho nasvécovani. Svétlocitlivda emulze byla nasvécovana lampou UV
o vykonu 8 mW/cm® (8 — 10 sekund) pies sklendnou chromovou masku obsahujici navrzeny
tvar. Vyvolavani emulze bylo provedeno vstifikovanim vyvolavace MF 321v pribéhu 60
sekund. Pro vytvoteni vys$$i chemické odolnosti emulze byla provedena polymerizace se
zahfatim v atmosféfe dusiku o teploté¢ 100 °C po dobu 30 minut. Po naneseni tvaru
mikrostruktury na povrch svétlocitlivé emulze byla provedena mokra fotolitografie, tzn.
operace chemického leptani maskoveého fotorezistu a vrstvy Al Vyvolana emulze byla
odstranéna z povrchu v plazmochemickém reaktoru s vyuzitim kyslikového plazmatu.

Na takto vyrobené kiemikové desti€ce kryté vrstvami SiO, a Al bylo provedeno hlubokeé
plazmatické leptani v reaktoru Adixen, ktery vyuzival Boschiiv proces. Faze leptani kiemiku
byla realizovana v plazmatu SFs, nasledné¢ byl na povrchu deponovan nestechiometricky
polymer fluoro — uhliku ziskany z plazmatu C4Fs. Cyklus leptani a deponovani polymeru byl
proveden vicekrat s cilem ziskani pozadované hloubky. Na obrazku 34 je uveden schématicky

zpusob vyrobeni struktury pomoci Boschova procesu.
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maska
(Si0, / Al) plazma SF¢  plazma C4Fg plazma SFs plazma C,Fy plazma SF¢ || plazma SFe

Obr. 34 Schéma sekvence vytvoreni kiremikové struktury

Vicekrat opakované sekvence depozice polymeru a leptani kiemiku umoznily, pii predem
uréenych technologickych parametrech, ziskani tvaru o odchylce stén +1° od pravého uhlu

(90°). Na obrazku 35 je zobrazena vytvorena matrice a SEM snimek ziskaného kanalu.

Obr. 35 Ziskané geometrie masky: a) celkovy pohled na strukturu b) jednotlivé mikrokanaly
V pribéhu SEM analyzy pti¢nych prufezii zkuSebnich struktur byly patrné lokalni
rozdily v hloubkéch leptani. Ve velkych oblastech byly zjistovany hloubky vétsi, nicméné v

oblastech o vys$si koncentraci maskovanych tvarti byly mensi (obrazek 36).

Acc.Y SpotMagn Det WD Exp ] 200m
250 kV 4.0 134x SE 138 1 ITE Warszawa

Obr. 36 Snimek SEM zkusebni struktury

Po procesu plazmatického leptani kiemikové desticky byly provedeny operace spojené s

odstranénim maskovacich vrstev Al a SiO,. Procesy byly zrealizovany ve specialnich
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chemickych slouceninach kyselin, které neplsobily leptani kiemiku. Posledni operaci bylo
fezani kiemikovych desti¢ek na jednotlivé segmenty. DestiCky byly chranény pomoci tenké
vrstvy laku nanesené na povrch s cilem zabrdnéni mechanického poskozeni jemnych

mikrostruktur pii preprave.

4.2.2 Vytvoreni polykrystalického diamantového Cipu

Vyrobeni polykrystalické diamantové struktury bylo zrealizovdno ve fyzikdlnim

ustavu Imena Prokhorova v Ruské akademii véd v Moskvé. Struktury byly vyrobeny depozici
vrstvy polykrystalického diamantu na kfemikovych matricich, které byly nasledné vyleptany
koncentrovanou smési kyselin flourovodikové a dusikové natfedénych destilovanou vodou v
poméru 1:1:30. Proces vyzadoval zvlastni opatrnost z hlediska nebezpeci praskani struktury
po odstranéni kifemiku. Praskdni struktury bylo zptsobeno hlavné mechanickym napétim,
které mohlo vznikat mezi kiemikem a diamantem. Jednim z divodii zodpovédnych za tento
jev je rozdil soucinitelii tepelnych roztaznosti pouzitych materiala.
Proces wvzristu vrstvy polykrystalického diamantu byl proveden metodou chemického
osazovani z plynné faze s pouzitim plazmy buzené mikrovilnami MP CVD (ang. Microwave
Plasma Chemical Vapour Deposition) (system DF — 100) v atmosféie skladajici se ze smési
plynit CH4/H,. Na obrazku 37 je zobrazeno schéma plazmaticko — chemického reaktoru
pouzitého pii vyrob¢ diamantového mikroc¢ipu.

Reaktivni plyny
'

A |

K “% Plazma
é Substrat
A J%’Q,

[

MIKROVLNOVA
ENERGIE ﬁxmr

Obr. 37 Schéma reaktoru k osazovani vrstev polykrystalického diamantu MP CVD [108]
55



@ Mateusz Fijatkowski Diamantovy elektroforeticky mikrocip chlazeny
Peltierovym clankem

Zatizeni vyuzivalo plazma generované mikrovlnovou energii o frekvenci 2,45 GHz a vykonu
3,6 kW. Aplikovana metoda zajis§tovala vysokou hustotu plazmy — plazmatu, odpovidajici
koncentraci vodiku a uhlovodikovych radikald. Ziskané diamantové desticky byly vyrobeny
za nasledujicich podminek: chemické slozeni atmosféry — obsah metanu 2%, celkovy prutok
plynu 800 sccm, tlak v reakéni komoie 87 Tr, teplota substratu 820 °C. Obrazek 38 ukazuje
reakéni komoru, ve které byla vyrobena diamantova mikrostruktura. Pfed procesem osazeni
byl substrat predbézné nukleovan zpracovanim v ultrazvukové lazni v suspenzi detona¢niho
nanodiamantu s etanolem. Rychlost vzristu deponované vrstvy polykrystalického diamantu

na kifemikové matrici byla 1 pm/h.

Obr. 38 Nahled pristroje MP CVD model DF — 100 pouzitého k vytvoreni polykrystalického

diamantu

Po odstranéni kiemikové matrice ve smési kyselin HF — HNOs, a také roziezani pomoci
laseru, vznikly hotové prihledné ¢ipy o rozmérech 29,5 x 29,5 mm. Rovina krystalického
vzriustu diamantové vrstvy byla vylesténa laserem. Touto operaci vytvofena diamantova
desticka ziskala tloustku 350 um. Na obrazku 39 je zobrazena diamantova mikrostruktura

vytvofena metodou MP CVD po procesu leptani kiemikové matrice.

Obr. 39 Vytvorena diamantova mikrostruktura
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4.2.3 Navrzeni a vyrobeni prototypového krytu struktury ¢ipu

Uzavieni diamantové mikrostruktury bylo zrealizovano pomoci kiemikového skla. Z
hlediska pozadavki na kryt pfi tomto druhu aplikaci bylo nutné jeho vyrobeni ze skla o
minimalni tloustce a vyhovujicich optickych vlastnostech. Po provedeni piedbéznych
experimentl k uzavieni struktury bylo zvoleno kiemikové sklo o tloust’ce 500 pm. Vyrobeni
krytu ze skla o mensi tloust’ce nebylo mozné z divodu jeho praskdni v prabéhu zhotovovani
otvorti pro mikroporty. Na obrazku 40 je zobrazen schematicky zpiisob trvalého a tésné¢ho

spojeni krytu s mikrostrukturou prostfednictvim tésnéni z PDMS (poly(dimetylosiloksan)).

Mik 1t
Kiemikové sklo roporty

Tésnéni V4 \
PDMS T~
Diamantova

mikro struktura\A

Obr. 40 Schématické zobrazeni spojeni mikrostruktury s krytem

Po zméfeni mikrostruktury pomoci optického mikroskopu byl zvolen kone¢ny tvar pro
kifemikovy kryt s otvory umisténymi v ose hlavnich mikronadrzi. Po navrZeni a vyrobeni
mikroporti z PEEK (polyeteroeteroketon- polyetheretherketon) bylo provedeno jejich spojeni
s kfemikovym krytem s otvory o priméru 0,9 mm. Navrh mikroportii je umistén v ptiloze 1
této prace. Pfipevnéni mikroporti bylo provedeno pomoci adheznich krouzkl. Zahfatim na
teplotu 170°C po dobu jedné hodiny doslo k trvalému spojeni mikroportu s krytem. Tésnost
tohoto spojeni byla zajiSténa tésnénim typu o-ring o rozméru 1x0,6 mm vyrobeného z Vitonu.
Uzavfeni diamantové struktury bylo zrealizovano v laboratofich Instytutu Biocybernetyki 1
Inzynierii Biomedycznej Polskiej Akademii Nauk v Warszawie, Polsko.

Z divodu zajisténi tésného spojeni diamantové mikrostruktury se sklenénym krytem byla
pouzita technika spojeni pomoci elastomeru PDMS. Poly(dimethylosiloxan) je v
mikrofluidickych aplikacich bézné pouZivanym materidlem diky svym specifickym
vlastnostem. Je biokompatibilni, levny a prahledny v Siroké vinové délce svétla.
Charakterizuje se také moznostmi spojeni s riznymi materidly prostfednictvim aktivace
povrchu [109]. Z toho ditvodu bylo vyuzito k této aplikaci PDMS Sylgard 184 znacky Dow

Corning, kter je bézn¢ ve forme¢ monomeru a sit'ujici latky v poméru 10:1. Spojeni struktury s
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krytem vyZadovalo ¢asové ndrocny proces, ktery se sklddal z n€¢kolika etap. V prvni etapé
byla vyrobena 70 um membrana odstifedovanim 4 ml elastomeru na povrchu kiemikové
desticky umisténé v centrifuze (technika spin coating). Timto zplsobem tfiminutového
odstfed’'ovani vznikla rovhomérna tloustka na povrchu celé membrany. V dalsi etapé doslo k
sesitovani elastomeru na povrchu kiemikové desticky. Tento proces vznikl v laboratorni
suSi¢ce pii teploté 80°C po dobu 120 minut s termocirkulaci vzduchu. Po sesitovani byl
elastomer mechanicky odstranén z kfemikové desticky a nanesen na elastickou folii.

V dalsi etapé byla provedena aktivace povrchu membrany a diamantové mikrostruktury v
kyslikové plazmé. V prib&hu aktivace dochazi k oxidaci povrchu v disledku rozbiti
kovalentnich siloxanovych vazeb (Si — O — Si) na povrchu PDMS, diky ¢emuz dochazi ke
vzniku silanolovych vazeb OH. Je nutné neprodlené¢ spojit aktivované povrchy, nebot’ rychle
ztraci hydrofobni vlastnosti pii kontaktu s atmosférou. Po vyhiati dochazi k opétovnému
trvalému spojeni siloxanovych vazeb [110,111]. Pro aktivaci povrchu byla vyuzita
plazmatickd mycka znacky Harrick Plasma za nésledujicich podminek: vykon generatoru RF
29,6 W, prutok kysliku 80 cm3/hod, tlak v komote 580 mTr a ¢as 60 sekund. Spojeni
mikrostruktury s membranou bylo provedeno ru¢nim ptitlakem a néaslednym zahiatim v
laboratorni susicce o teploté 80 °C po dobu 120 minut.

Po vyrobeni otvoru v membrané ndsledoval dalsi proces aktivace povrchu krytu a diamantové
struktury s pfipevnénym tésnénim s vySe uvedenymi parametry. Po zakonCeni této etapy
doslo ke spojeni struktury s krytem za pomoci specialné ptipraveného pftistroje slouziciho
k polohovani. Po ru¢nim ptitlaku nasledoval posledni ohfev v susicce o teploté 80°C po dobu
120 minut. Ziskana uzaviena struktura pfipravend k dalSimu zkoumani je zobrazena na

obrazku 41.

Obr. 41 Diamantova mikrostruktura uzavienda krytem s pripojenymi mikroporty

58



@ Mateusz Fijatkowski Diamantovy elektroforeticky mikrocip chlazeny

Peltierovym clankem

4.3 Zakladni konstrukéni poZzadavky méFici soustavy

Pro splnéni technickych pozadavkil sestaveni métici soustavy, bylo nutné provést

reSerSi, kterd je uvedena literarni Casti této prace. Ze ziskanych poznatkid, a na zakladé

vlastnich zkuSenosti, byly stanoveny vychozi technologicko — konstrukéni pozadavky na

merici soustavu.

Vybér materidlu mikrocipu polykrystalického diamantu byl zvolen z hlediska:
NejvétSiho soucinitele tepelné vodivosti ze znamych materiali,

Priihlednosti v Sirokém pasmu, umoZiujici biochemické méteni optickymi metodami,
Vysoké odolnosti proti elektrickému priirazu,

Dobré chemické odolnosti,

Dobré mechanické odolnosti.

Z hlediska specifickych a dynamickych elektroforetickych procest provedenych v

diamantovém mikroc¢ipu, méfici soustava musela splitovat a zajiStovat:

Optimalni tvar mikrostruktury a geometrie mikrokanali.

Projekt vyrobeni mikroporti ma zajiStovat jednoduché zapojeni elektrod do hlavni
nadrze.

Projekt a navrh tvaru elektrod.

Zpusob vyrobeni mikroportti musi spliovat tvar zavisly na elektrokinetickém jevu na
elektrodé, aby nedochéazelo k zavzdusnovani mikrokanali.

Jednoduché vypliiovani a vyplachnuti zbytki pufri pomoci destilované vody.

Vybér elektroforetickych pufri.

Systém chlazeni musi rychle reagovat na dynamickou zménu teploty.

Jako ¢ast slouzici k ohfevu a chlazeni bude pouZit Peltiertiv ¢lanek s rozsahem teplot
od -20 do 150°C.

Projekt musi splilovat pozadavky na minimalni rozmér méfici hlavy.

Vyrobena fidici jednotka pro Peltiertiv ¢lanek, realizovana s pouzitim regulatoru PID,
musi zajiStovat plynulou a kontinudlni stabilitu teploty béhem méteni.

pomoci rezistencnich snimactt Pt100.

Konstrukce métici soustavy musi zajiStovat propojeni s poc¢itacem pomoci RS485 s
cilem fizeni podminek méfeni a moznosti plné archivace dat ziskanych v prabéhu

provedenych experimenti.
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e Konstrukce zafizeni musi spliiovat zapojeni vysokonapétového zdroje, pracujiciho v

rozmezi od 0 do 5000 V.

4.4 Metodika zkoumani ziskané mikrostruktury
4.4.1 Zkoumani geometrie mikrostruktury a morfologie povrchu

4.4.1.1 Skenovaci elektronova mikroskopie SEM

Skenovaci elektronovy mikroskop vyuziva detekce fady fyzickych jevil, které jsou
vysledkem skenovani pozorovaného povrchu vzorku elektronovym svazkem a naslednym
pretvafenim digitdlnich signali z jednotlivych detektort. Jevy vyskytujici se v kontaktu
s elektronovym svazkem jsou: emise sekundarnich elektronli, emise odraZenych elektrond,
rozptyl svazku na vnitinich elektronovych hladinach a také katodovd luminiscence neboli
emise fotonu. Intenzita ziskavanych signalli zavisi na takovych vlastnostech jako: topografie,
chemické slozeni, krystalografickd orientace [112].

Ke zkoumani byl vyuzit skenovaci elektronovy mikroskop Hitachi S — 3000N. Analyza byla
provedena na Instytutu Inzynierii Materialowej Politechniki todzkiej v Polsku. Cilem
zkoumani bylo geometrické zobrazovani povrchu a tvaru mikrokanali a mikrozasobnikd.
Timto zplsobem byl urCen stupent geometrické shody tvaru kiemikové matrice
s diamantovym mikroc¢ipem. Sledovana byla jak vyrobend mikrostruktura, tak strana
krystalického narGstu diamantu a také zkuSebni struktury. Obrazy byly ziskané pii

urychlujicim napéti 25 kV pfi vyuZiti riznych druht detektort SE, BSE a také ESED.

4.4.1.2 Konfokalni mikroskopie

Vyrobena struktura byla charakterizovand pomoci profilometrie s vyuzitim
konfokalniho skenovaciho mikroskopu (CLSM) Nikon MA200. Zaklady konfokalniho
zobrazovani byly navrZeny a popsany Minskym [113]. Osvétleny bod vzorku a jeho obraz se
nachazi v konfokalnich rovinadch neboli v ohnisku ¢ocky. Vzbuzené svétlo, které pochazi
zpoza ohniska, je eliminovano systémem clon. Vyuzitim tohoto feSeni ziskavame obraz, ktery
neobsahuje jiné sloZky, neZ je ohniskova rovina [113].

Cilem urceni stupné geometrické shody kiemikové matrice a diamantového mikrocipu
byla naméfena zména geometrické struktury povrchu (SGP) analyzou zdkladnich parametra
drsnosti: Ra (stfedni aritmetickd odchylka profilu drsnosti), Rz (maximalni vyska profilu
drsnosti) a Rt (celkova vyska profilu drsnosti).

Tyto poméry byly provedeny uvniti mikrokanalti a také na povrchu diamantového

mikroCipu. Byly ureny profily mikrokanali a mikrozasobniki. Zkoumani bylo provedeno
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na Instytutu Inzynierii Materialowej Politechniki Lo6dzkiej v Polsku. K analyze byl vyuzit
univerzalni mikroskop o inverzni optice Nikon MA 200 vybaveny konfokdlnim systémem C1.

Byly zaznamenany obrazy vrozliSeni 512 x 512 pixeld. Systém Cl umozZnil
pozorovani a zobrazeni pii¢nych fezii mikrokandlii a mikrozasobnikli. Ke skenovani povrcha
byl vyuzit argonovy laser o vlnové délce A=488 nm. Obrazy byly zaznamenany pomoci
programu EZ — C1. Pouzitim programu Mountains Map Premium byla provedena analyza

ziskanych dat.

4.4.2 Analyza fyzikalné-chemickych a mechanickych vlastnosti

4.4.2.1 Fotoelektronova Spektroskopie XPS

Zkoumani povrchu metodou XPS (X-ray Photoelectron Spectroscopy) se provadi ptes
nasvétleni zkoumaného vzorku ve vakuu mono — energetickym svazkem mékkého
rentgenového zafeni a také analyzou energie emitovanych elektroni vyraZenych z jeho
povrchu. Ziskana spektra jsou vynesena do grafu, na kterém je pocet detekovanych elektront
(fotoelektrontll) v zavislosti na intervalu vazebné energie nebo v zavislosti na jejich kinetické
energii. Oblast emise fotoelektronl je velmi uzka, coz ma za néasledek vyuziti této metody
pouze ke zkoumani povrchu. Soucasné jsou z povrchu vzorku emitovany elektrony, coZ je
zpusobeno fotoelektrickym u€inkem. Kinetickd energie emitovanych elektronli je popsana
podle vztahu:

KE =hv—BE-® (5)
kde:  KE — kineticka energie elektronu

hv — energie fotonu

BE — vazebni energie z atomového orbitalu

@, — vystupni prace pro uvolnéni elektronu z povrchu

Energie vazeb muize byt povazovana za energeticky rozdil mezi pocatecnim a konecnym
stavem po opousténi atomu fotoelektronem. ProtoZe existuje mnoho moZznych kone¢nych
stavl iontu, kazdy druh atomu ma odpovidajici kinetickou energii emitovanych elektrond.

V dusledku excitace atomt jsou soub€zné emitovany Augerovy elektrony, které jsou soucasti
méfeného spektra. Vznikaji v disledku relaxace buzenych iontl zbyvajicich po fotoemisi.
Emise t&chto elektronti se vyskytuje kolem 10™* sekund po fotoelektrickém ug&inku. Jev
rentgenové fluorescencéni emise fotonu ma maly vliv v daném rozsahu energie [114].
Zkoumani bylo provedeno v pribéhu stdze na University of Alabama at Birmingham v USA.

Vyrobena diamantovd mikrostruktura byla charakterizovand pomoci rentgenového
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fotoelektronového spektroskopu XPS, PHI — 5000 Versaprobe. XPS spektra byla ziskana po
predbézném c¢isténi vzorku acetonem a néslednym leptanim pomoci iontového déla piimo
v komote zatfizeni. Ziskané spektrum zlstalo posunuté o 2kV ke kompenzaci povrchového
naboje. Zkoumani mélo za cil ur€eni kvality a také pfitomnosti jinych chemickych vazeb, nez

diamantu.

4.4.2.2 Rentgenova mikroanalyza EDX

Ptidavna zatizeni k urceni chemického slozeni v mikrooblastech metodou rentgenové
mikroanalyzy jsou soucasné standardnim vybavenim skenovacich elektronovych mikroskopt.
EDX metoda (ang. Energy Dispersive x-ray Spectroscopy) slouzi k analyze charakteristick¢ho
rentgenového zafeni emitovaného v disledku neelastického rozptylu elektronli na vnitfnich
elektronovych hladinach prvka, ze kterych je slozen zkoumany materiadl. EDX se tedy zabyva
energetickou analyzou spektra emitovan¢ho charakteristického rentgenového zatreni. Technika
umoznuje uréeni chemického sloZeni z plochy, z bodu nebo z linie zkoumaného vzorku. Tato
metoda, zabyvajici se chemickym slozenim vzorku, spo¢iva na analyze charakteristického
rentgenového zafeni vzbuzeného z hloubky nékolika um [112].

K analyze byl vyuzit skenovaci elektronovy mikroskop Tescan Vega XMU s EDX
QUANTAX piisluSenstvim spolecnosti Bruker k uréeni rentgenové mikroanalyzy. Zkoumani
bylo provedeno na Katedie materialti Technické univerzity v Liberci. Byla provedena analyza
chemického slozeni povrchu a ziskdna mapa rozlozeni prvkli v oznacenych oblastech.

Zkoumani bylo provedeno v bodech a nasledné také v linii, kterd prochazela mikrokandlem.

4.4.2.3 Smacivost povrchu

Zkoumani thlu smaceni povrchu bylo provedeno pomoci techniky popisu geometrie
kapky. Metoda méteni je zaloZena na urceni a oznaceni geometrickych tvart kapky, kterd ma
béZné tvar vrchliku nachézejiciho se na zkoumaném povrchu. Geometrickymi parametry jsou:

vyska vrchliku h a polomér styku kapky s povrchem vzorku r. Vyska vrchliku je urena

vztahem:
h=R-(1-cos®) (6)
a polomér styku kapky s povrchem (Obr. 42):
r=Rsin ® (7)
Ze vztahti (6) a (7) lze urcit thel @: [115]
0= 2h (8)
r
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Obr. 42 Vyznaceni uhlu smaceni z geometrie kapky [115]

Zkoumani bylo provedeno pomoci pfistroje Kriiss FM 40 na Instytutu Inzynierii
Materiatlowej Politechniki £.6dzkiej v Polsku. Analyza smacivosti povrchu pro deionizovanou
vodu a také pro dijodmetan byla provedena metodou ,sessiledrop®. Metoda spociva
v naneseni kapky o definovaném objemu 0,8 pl na zkoumany vzorek pomoci mikropipety.
Toto zafizeni bylo vybaveno kamerou CCD a pocitatovym softwarem, ktery uroval obrys
zkoumané kapky na zdklad¢ pfeddefinovaného tvaru elipsy. Diamantovy vzorek byl zkouman
v 90-ti dennich Casovych intervalech s cilem urceni povrchovych zmén v ¢ase. Kazdé méteni
bylo opakovano 5x. Uvedené vysledky jsou vyhodnoceny aritmetickym primérem z

provedenych méteni. Ze ziskanych vysledkl byla vypocitana volna povrchova energie.

4.4.2.4 Volna povrchova energie

K vypoctu volné povrchové energie je vyuzit model Owensa — Wendta, ktery je

zaloZen na teorii, Zze volna povrchova energie je sloZzena ze dvou slozek: polarni a disperzni.
Rovnici ur€ujici SEP lze zapsat nasledujicim zplisobem:
ys=vs s (9)
kde: y, —volnd povrchova energie (SEP)
y & — disperzni slozka SEP
y £ — polarni slozka SEP
Tento model uvazuje polarni a disperzni slozky volné povrchové energie pevnych latek a je
popsan rovnicemi:
Ys=VYg +7, cos® (10)
Vs =Vs+7 =25y =20r8r )™ (a1

63



@ Mateusz Fijatkowski Diamantovy elektroforeticky mikrocip chlazeny
Peltierovym clankem

kde: © — uhel smdceni méreny na realném povrchu, v, — volna povrchova energie testovaci
tekutiny, ysp — oznacuje adhezi na fazovém rozhranni tekutina/pevnd latka, index d, p
znaci v posloupnosti disperzni a polarni slozku volné povrchové energie materialu a

tekutiny.

Z rovnosti stran vztaht (10), (11) je ziskdna nésledujici rovnice (12):

1+cos®
Vo = iy - (iyh)™ (12)

Po dosazeni naméfenych hodnot tthlu © pro dveé rizné tekutiny o znamych hodnotach y? ¢

ziskavame soustavu rovnic o dvou neznamych. Kone¢nym vysledkem jsou jednotlivé slozky
SEP y7,y¢ [116].

Ke zkoumani byly pouzity dvé testovaci tekutiny, deionizovand voda a dijodometan. Podle
[116], jsou tyto tekutiny charakterizovany SEP a také hodnotami disperzni a polarni slozky,

uvedenymi v Tab. 2.

Tab. 2 Hodnoty SEP a disperzni a polarni slozky testovacich tekutin

d P
Testovaci tekutina V1 5 Vi 5 Vi 5
[mJ/m”~] [mJ/m”] [mJ/m”]
Deionizovana voda 72,8 21,8 51
Dijodometan 50,8 48.5 2,3

4.4.2.5 Tvrdost a Youngiiv modul pruZnosti

Mechanické vlastnosti zkoumané desticky polykrystalického diamantu byly urceny
pomoci méteni tvrdosti a modulu pruznosti metodou nanoidentace s vyuzitim piistroje G 200
NANO INSTRUMENTS. Zkoumani bylo provedeno na Instytutu Inzynierii Materialowe;j
Politechniki £.6dzZkiej v Polsku. Méfeni mechanickych vlastnosti vzorku bylo provedeno na
jeho povrchu v deseti opakovanich. Z méteni byl vypocitan aritmeticky primér a smérodatna
odchylka. Béhem méfeni byl pouzivan Berkovi€liv indentor. Metoda nanoidentace je zaloZena
na penetraci indentoru o znamé geometrii, na zakladé ¢ehoz je vypocitavana plocha vpichu
funkci priniku hrotu. Metoda také umoziuje stanoveni Youngova modulu urenim tuhosti
z kiivky odlehéeni. Ze znalosti maximalni sily a plochy vtisku lze vypocitat tvrdost podle

vztahu (13):

H = Fmax (13)

kde: H— tvrdost

Fopax — maximalni sila zatiZeni
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A — plocha prurezu

Me¢éieni byla provedena pouzitim metody CSM (Continuous Stiffness Measurment). Je
zaloZena na kontinualnim poméru tuhosti funkce proniknuti indentoru v souladu s kiivkou

uvedenou na obrazku 43.

Zatizeni

Odlehc¢eni

Zatézujici sila, P

v

Hloubka vniku, h [nm] max

Obr. 43 Graf zatézujici sily ve funkci proniknuti indentoru

Toto méfeni je realizovano diky pfidani dynamické oscilace do penetratoru ve fazi zatizeni
vzorku. Zatézujici sila je o par fadt vétsi od amplitudy oscilacni sily. Vysledkem méteni je

zmétend amplituda a oscilacni faze [117].

4.4.3 Analyza fazového sloZeni

4.4.3.1 Ramanova spektroskopie

Metoda Ramanovy spektroskopie patii do skupiny nedestruktivnich metod
vyhodnocovéni. Je zalozena na poméru a registraci charakteristického rozptylu svétla, které
pochézi nejcastéji z barevného laseru. Diky této technice ziskavame informace o struktuie
castic a zaroven o kvantitativni analyze obsahu jednotlivych prvkid zkoumaného vzorku.
Ramanovy spektrometry nové generace funguji na zaklad€ tzv. jevu rezonan¢niho efektu
Ramana, ktery je zaloZeny na tom, Ze frekvence primarniho dopadajiciho zafeni na vzorek se
blizi charakteristické frekvenci buzeného zafeni, pfiCemz intenzita Ramanova zafeni
intenzivné vzrasta [112].

Zkoumani bylo provedeno na Katedrze Fizyki Molekularnej Politechniki L.odzkie;.
Ramanova spektroskopie byla provedena pomoci disperzniho spektrometru T — 64000 (Jobin-

Yvon) vybaveného konfokalnim mikroskopem Olympus BX-40. Ramanova spektra ziskana
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pomoci svazku paprski argonového laseru o vinové délce buzeni 514,5 nm a o vykonu
pfiblizné 4 mW (vykon byl kontrolovany na povrchu vzorku). Spektralni rozliSeni v méfeni
bylo piiblizng 0,5 cm”, pfidemz prostorové rozlozeni bylo kolem 5 pm. Méfeni bylo
provedeno zaméfenim svazku do nékolika charakteristickych bodl diamantového vzorku: na
povrchu, na hranice zrn mezi krystaly, v mikrokanédlech a také na okrajich mikrokanali a

mikrozasobnikd.

4.4.3.2 Rentgenova difrakce XRD

Rentgenova difraktometrie je nedestruktivni metodou urceni chemického slozeni
materialu, jejiz princip spociva ve vyuziti jevu rentgenové difrakce paprsku, a také na analyze
ziskanych difraktogramli. Kazda testovana latka dava charakteristicky difrakéni obrazec, bez
ohledu na to, zda je slozkou ve smési nebo je v Cisté formé. Tato metoda vyuzivad Braggova
zékona, ze kterého se urcuje mezirovinova vzdalenost dpy.

nd = 2dyy,; * Sin® (14)
kde: n— prirozené cislo urcujici nasledné mrizkové plochy

A —je délka viny pouzitého zareni

dn — mezirovinova vzdalenost

sin® — Braguv uhel

Hodnoty mezirovinovych vzdalenosti charakterizuji krystalickou miizku, neboli umoZiuji
identifikaci zkoumané faze [118].

Zkoumani XRD bylo provedeno na Instytutu Inzynierii Materialowej Politechniki
Lodzkiej v Polsku. Fazové slozeni zkoumané diamantové destiCky bylo stanoveno pomoci
rentgenového difraktometru Siemens D — 500. Difraktometrické zkoumani bylo provedeno
v rozsahu thlu 20 od 40 do 160° s pouZitim monochromatického zafeni CoKa o vinové délce
A=1,79 A, Ziskany difraktogram byl zpracovan s vyuzitim dostupného softwaru X — Rayan
pouzitim krystalografické databaze ICDD (ang. International Centre for Data Diffraction).
Karta PDF 00 — 006 — 0675 je uvedena v ptiloze ¢islo 2 této prace.

4.4.4 Analyza tepelnych vlastnosti

Zkoumani tepelné vodivosti A bylo provedeno pomoci modifikované laserové impulsni
metody LFA (LFA — ang. Laser Flasch Analyzer) s vyuzitim zatizeni LFA 457 MicroFlash™
spolecnosti NETZSCH. Mc¢éifeni bylo provedeno na Katedrze Chemii Nieorganicznej

Akademii Gérniczo — Hutniczej w Krakowie, Polsko.
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Obecny tvod do této metody uvadi Parker [119] a Min [102] a jejich kolektiv. Tato metoda
umoznuje piimé méteni tepelné difuzivity a. Nicméng, vétSina modernich systému je takeé
schopna méfit tepelnou kapacitu c,. Zname-li hustotu p zkoumaného materidlu, jeho tepelnou
vodivost A je mozné vypocitat podle vztahu:
A(T) = p(T)e, (T)a(T) (15)
kde: A — tepelna vodivost
p — hustota materialu

o — tepelna difuzivita

Obrazek 44 znédzornuje schéma typické konfigurace pro méfeni pomoci pulzni laserové
metody. Ve standardnich méfenich je obvykle mald Cast spodni strany vzorku, ktery je ve
tvaru disku nebo Ctverce, ohfivana kratkym pulzem energie laseru. Detektor infraterven¢ho

zafeni IR méfi narlst teploty na opacné strané zkoumaného povrchu vzorku ve funkci €asu.

|:| <« [R detektor

\
3e«—— Vzorek

<«— Laserovy svazek

<«—— Laser

Obr. 44 Schéma typického usporadani zarizeni pro méreni tepelné vodivosti ve sméru kolmém

na povrch
4.4.5 Analyza optickych vlastnosti - spektrofotometrie UV-VIS-IR

Spektrofotometrie UV-VIS-NIR je vyzkumna technika, pii které se pro ucely méteni
vyuziva energetickych prechodi, ke kterym dochazi v molekulach v disledku absorpce
elektromagnetického zateni leziciho v rozsahu: blizkého ultrafialového zateni (UV 200 nm —
380 nm), viditelného zateni (VIS 380 nm — 780 nm) a blizkého infracerveného zafeni (NIR
780nm — 3300nm). Metoda je zalozena na kvantitativni méfeni absorpce, emise anebo odrazu

svétla. Zareni o urCité intenzité dopadajici na vzorek je Castecné odrazené, rozptylené,
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pohlcené, a jen Cast prochazi zkuSebnim materidlem. Tento vztah je reprezentovan rovnici
[121]:
=LA+, (16)
kde: 1, — intenzita svazku zareni
1, — intenzita svazku rozptyleného a odrazeného
1, — intenzita svazku pohlceného

1, — intenzita svazku prochazejiciho vzorkem

Absorpcni spektra zkoumané vrstvy polykrystalického diamantu v rozsahu UV-VIS-NIR byla
ziskédna pomoci dvojitého svazku s vyuzitim spektrofotometru Cary 5000 (Varian Inc). Aby
bylo mozné ur¢it vliv jevl rozptylu svazku (od povrchu vzorku) na absorp¢ni spektra, byla
spektra provedena s pouzitim integrujici koule. Zkoumani bylo provedeno na Katedrze Fizyki

Molekularnej Politechniki £.6dzkiej, Polsko.

4.4.6 Méreni rozloZeni teploty v diamantovém mikro¢ipu

Pro méfeni rozlozeni teploty byla pouZita termovizni zobrazovaci technika. Tato
metoda spociva v zdznamu teploty v kazdém bod¢ zkoumaného povrchu diky detekci a
zpracovani signalu zafeni z infraervené oblasti. Termovizni zkoumani jsou zaloZena na
méfeni elektromagnetickych vln emitovanych zkoumanym materidlem. Infracervené
termovizni kamery vyuzivaji tuto vlastnost, Ze kazdy objekt v teploté nad -273,15 °C
vyzafuje energii. Hodnota emitované energie se méni v zavislosti na teploté¢ objektu. Tato
vlastnost umoZiluje méteni teploty zejména v infracervené oblasti.

Tepelny tok zateni dopadajiciho do infracerveného detektoru se sklada z [122]:
e toku emitovaného od zkoumaného objektu:
¢ob = E)?b(Tob)Tiltm(Tatm)R)?b(Tob)a (17)
e toku emitovaného pies okoli a odrazené¢ho od zkoumaného objektu:
boar = [1— E)?b(To)]E)? (To)Tiltm(Tatm)R)? (To),
e toku emitovan¢ho pies atmosféru:
batm = [1— Tiltm(Tatm)Rium(Tatm)a
kde: &, — monochromaticky koeficient emisivity

© — hustota tepelného toku zdieni W/m’

T; — monochromaticky soucinitel propustnosti (transmise)

R;, — intenzita monochromatického zdieni W/m’

T — teplota K
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A — délka viny zareni um

atm — atmosfera

0 —okoli

ob — objekt

odb — odraz
Ke zkoumani byly pouZity dvé termovizni kamery. Prvnim zafizenim byla nechlazena
mikrobolometricka VarioCam Hi Res spole¢nosti Jenoptik pracujici v interferenénim
spektralnim rozsahu 7,5 — 14 um (dlouhé vinové délky, LWIR ang. Long — Wavelength
Infrared). Druhym zkuSebnim zafizenim byla kamera Titanium spole¢nosti CEDIP Infrared
Systems (v soucasné¢ dobé FLIR), kterd pouziva chlazeny fotonovy detektor pracujici
v infraerveném spektralnim rozsahu 3 — 5 pm (stiedni vinové délky, MWIR ang. Mid —
Wavelength Infrared).
Bolometrické detektory se zapocitavaji do skupiny termalnich detektort. Jejich princip je
zalozen na zmén¢ rezistence R detektoru funkci zmény teploty T, R=f(T). Detektory tohoto
typu absorbuji energie dopadajiciho infracerven¢ho zareni scény a ohtivaji se jeho vlivem.
Hodnota rezistence R je méfena kamerou jednotlivé pro kazdy mikrobolometr v matrici a
nasledné jsou tyto hodnoty piepocitany na teplotu. Fotonové detektory se vyrabi z ptisluSnych
polovodici, které pohlcuji fotony z infraCervené oblasti. Pohlcené fotony vytvéreji volné
elektrony, které zpusobuji vznik proudu prochézejiciho detektorem. Tento jev je vyuzivan
k méfeni intenzity infracerveného zéareni [123].
V pribehu realizace méteni bylo zapotiebi ur¢it hodnotu koeficientu emisivity zkoumanych
povrchi. Z toho diivodu byla pouzita metoda s referen¢nim télem, ktera je zalozena na vyuziti
téla o znamé hodnoté emisivity &,.. V pribéhu odhadu emisivity zkoumanych povrchil
o teploté T je vzorek kalibrovan pomoci referencniho téla, které se zahiiva na stejnou teplotu
Ty. Nezbytnou podminkou této metody je, aby se povrchy obou tél nachazely v tésné blizkosti
tak, aby bylo dosazeno stejného vlivu zafeni scény. Nasledné bylo provedeno méteni hodnoty
teploty 7, referencniho povrchu pouzitim kamery s nastavenym koeficientem emisivity &,.
V dalsi etapé pti pouziti kamery byla naméfena teplota zkoumaného povrchu se soucasnou
volbou vhodného koeficientu emisivity &y tak, aby ziskana teplota o hodnoté 7, byla rovna
referen¢ni teploté 7,. Timto zplisobem byla vyhodnocovéana hodnota koeficientu emisivity &
zkoumaného povrchu. Pro zméteni hodnoty koeficientu emisivity je moZné rovnéZ vyuZzit

roz$ifenou verzi této metody s vyuzitim vztahti (20) a (21), které umoziuji vypocet &y na
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zéklad¢ naméfenych hodnot emitance z obou povrchii pomoci termovizni kamery. Emitance
se vyjadiuje rovnicemi:
M, = ggM (Tp) + (1 — &) My, (20)
M; = &M (Ty) + (1 — &)Myy, 21

kde: M) — hodnota emitance téla o neznamé emisivité
M; — hodnota emitance téla o znamé emisivité
M,; — hodnota emitance okoli
M (Ty) — hodnota emitance modelu absolutne cerného télesa o teploté zkoumaného
objektu (Ty)
& — hodnota emisivity referencniho povrchu (znama hodnota)
g9 — hodnota emisivity zkoumaného povrchu (pozZadovand hodnota)

Ty — hodnota teploty zkoumaného a referencniho povrchu

Z rovnic (20), (21) je mozné urcit poZadovanou hodnotu emisivity g (22) [123]:
(22)

Zkoumani bylo provedeno na Instytutu Elektroniki Politechniki £.6dzkiej v oddéleni Uktadow
Elektronicznych 1 Termografii, Polsko. Méfeni bylo provadéno pomoci dvou infracervenych
kamer vySe popsanych. VSechny provedené testy byly provadény za stejnych klimatickych
podminek. Mistnost byla zajisténa stabilizovanou teplotou v rozmezi 22 — 23 ° C, relativni
vlhkost vzduchu se pohybovala okolo 50%. Zkoumany mikroc¢ip byl odd€len od zdroje svétla,
tepla a turbulence vzduchu vyrobenim specialniho krytu pro méfici systém. Pro ovéfeni
vérohodnosti a opakovatelnosti ziskanych vysledki byla provedena kalibrace. Kamera
Titanium byla pfed méfenim zkalibrovana vyrobcem, pfi¢emz v ptipadé¢ kamery VarioCam
byla vyuzita kalibrace provedend v priibéhu vyroby kamery. Pocitatova analyza termoviznich
obrazli byla provedena pomoci odbornych softwari dedikovanych piimo k obéma
termoviznim kameram. Vysledky ztohoto méfeni jsou prezentovany pomoci zaznamu
z termogramil pracujicich na principu vizualizace rozlozeni teploty zkoumanych povrchii. Pro
zjednodusSeni rozliSovani hodnot teploty na termogramech bylo pouzito palety ,,rainbow”, kdy
linearita byla individudlné doladéna pro kazdy termogram scilem pfedloZzeni co
nejpresnéjSich teplotnich rozdild. Chyby méfeni vyplyvaji z presnosti pouzitych
infracervenych kamer (+ 1,5 K pro kameru VarioCam, = 1 K pro kameru Titanium). Jako
referencni télo byl pouzit Cerny pasek se zndmou emisivitou 0,95. Roztok pufru TRIS
vypliujici mikrokandly byl zvolen na zékladé literarni resSerSe [124 — 127].
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5. Vysledky zkoumani

5.1 Mérici soustava k provadéni elektroforetickych rozvodu

Pro realizaci navrzenych ukoli byla vyprojektovana a postavena méfici soustava
k provedeni mikroCipové elektroforézy se soucasnym chlazenim Peltierovym clankem.

Schéma zatizeni je znazornéno na obrazku 45.

Mikrocip
PID Prevodnik Peltierav ¢lanek
Vodni blok
Chladici
systém

Obr. 45 Schema sestaveného zarizeni

Vyrobena soustava se skladd z Peltierova ¢lanku, vodniho systému chlazeni, ovladaciho
modulu, systému meéfeni a zdznamu teploty s galvanicky izolovanym konektorem RS 485.
Ptevodnik se skldda ze zdroje ovladdajiciho napdjeni ¢lanku proudem a je vybaven Ctyfmi
kandly pro méfeni teploty pomoci rezisten¢nich snimac¢t Pt100. Jeden kanal je vyuzivany
k méteni teploty povrchu ¢lanku, na zékladé¢ ¢ehoz nasleduje regulace teploty. Zbyvajici
kanaly slouzi k méfeni a zdznamu teploty v libovolném misté€ na povrchu ¢lanku. Zatizeni je
spojené¢ s pocitacem, ktery plni funkci PID regulatoru (proporcionalni — integraéni —
derivacni), ktery umoznuje presné ovladani teplot a také zaznamenava cykly zmén teploty za
Cas. Zafizeni bylo vybaveno vodnim systémem chlazeni Peltierova ¢lanku s cilem
minimalizace velikosti méfici hlavy. Teplotni rozsah, ve kterém zatizeni mize pracovat je od
-20 do 150°C. Navic toto zafizeni dopliiuje vysokonapétovy zdroj slouzici k provedeni
elektroforetickych rozvodi. Kone¢nym vysledkem této prace je soustava urcend k provedeni

mikrocCipové elektroforézy, kterd je chlazena za pomoci Peltierova ¢lanku (obrazek 46).
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Obr. 46 Celkovy nahled na testovaci soustavu

Me¢fici hlava soustavy se sklada z vodou chlazeného bloku vyrobeného z mosazi a také z
Peltierova ¢lanku ptipevnéného k bloku pomoci tepelné vodivé pasty zvySujici odvod tepla.
Na povrchu ¢lanku se nachazeji 3 teplotni snimace a také jeden snima¢ k zaznamenavani
zmén teploty bloku. Mé&fici hlava je vybavena bo¢nimi drzaky vyrobenymi z polykarbonétu
(PC), které slouzi k umisténi a upevnéni mikroCipu na povrch termoclanku. Na obrazku 47 je

zobrazena métici hlava zkuSebni soustavy s mikroCipem s piipojenymi mikroporty.

Obr. 47 Mérici hlava zkuSebni soustavy

Vypliiovani a vyplachovani mikrokandli mikrostruktury bylo realizovano prostfednictvim
specidlné¢ vyrobenych teflonovych kapilar o priméru 1/16”x0,75 mm zakoncenych
mikroportem se zavitem UNC 6 — 32, tvoficim tésné spojeni mikroportu s mikro¢ipem.
Vypliovani struktury probihalo vytvofenim podtlaku v mikrokanidlu pomoci laboratorni
injek¢ni stiikacky. Pouziti teflonu v tomto typu aplikace bylo dano jeho pruznosti a

flexibilitou, coZ zna¢né usnadnilo vyplilovani a proplachovani mikrokanalu.
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Dalsi etapou realizace zkoumani byla vyroba elektrod. K tomuto ucelu byl vyuzit platinovy
drat o Ccistoté 99,9 % a o priméru 0,5 mm. K nému byly pfipojeny mékkym péjenim
vysokonapétové kabely se silikonovou izolaci o jmenovitém napéti 6 kV. Béhem pozorovani
se ukézalo, Ze tvar a umisténi elektrod ma velky vyznam pro vyzkum. V piipadé elektrod
pfipojenych v ose mikrokandlu vznikaly na jejim povrchu plynové bubliny. Z
davodu elektroosmotického pohybu se tyto bubliny piemistovaly do struktury, coz
zpusobovalo pteruSeni elektrického obvodu. Tento efekt se ptisuzuje k elektrodovym
kinetickym jeviim. Po optimalizaci tvari a umisténi elektrod v mikroportech byly plynové

bubliny vypoustény do atmosféry. Na obrazku 48 je uveden tvar elektrod.

a) b)

Obr. 48 Vysokonapétové elektrody: a) pripojeni ke zdroji pomoci adapteru, b) tvar platinové
elektrody

Soustava byla vybavena vysokonap&tovym zdrojem PowerPac™ HV spole¢nosti BIO-RAD
uvedenym na obrazku 49. Konstrukce zdroje umoznila pfivod konstantniho napéti
ke zkoumanému mikrocCipu, proudu nebo vykonu v zavislosti na pozadavku a druhu testovani.
Ptistroj umoznoval nastaveni jednoho z elektrickych parametra jako ovladajiciho, ktery byl
udrzovan na nastavené hodnoté. Tento napajeci zdroj pracoval v napétovém rozsahu od 20 do

5000 V.

Obr. 49 Vysokonapétovy zdroj
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Pocitacovy program plnici funkci PID regulatoru, ktery umoziiuje fizeni ve formé topné —
ochlazujici jednotky v rozmezi -30 aZz 150°C. Software byl naprogramovan tak, ze uzivatel
meél moznost kalibrace parametrat PID regulatoru pro zvolené teploty. V priibéhu métfeni jsou
zaznamenavany parametry popsané nize, které jsou ulozené jako datové soubory *.plr, *.pld,
nebo mohou byt exportovany jako *.txt data:

e Cas — zkuSebni doba,

e A B,C,D, —teplotaurcené¢ho kanalu,

e TO — teplota okoli,

e Tin — teplota uvnitf pouzdra,

e Upltr — napéti Peltierova ¢lanku,

e Uzas — napéajeci napéti Peltierova ¢lanku,

o TZ — nastavena teplota,

e Ster — procentové ovladani (kontrolni mira).

Ridici jednotka je schopna plnit ukoly nebo algoritmy (seznamy krokt), které realizuje
program béhem prace zafizeni. Na obrazku 50 je uvedeno okno programu s uvedenymi
parametry prace pristroje. Pokud naprogramovany algoritmus dosahne konce méfeni,
automaticky se zastavi. Je zde také moznost zvolit “smycku algoritmu®, ktery opakuje
vytvoreny program. V tomto piipad¢ je nutné ho individualné zastavit. Algoritmy je mozné

exportovat, importovat a uloZzit jako obrazek.

Lstaw temp Czekaj czas Ustaw temp Czekaj czas
65,0°C 0h Om 155 -5,0%C 0h Om 155
A

¥ Zapetlenie aigoryimy K Anulj

Obr. 50 Prikazy algoritmu

Realizované druhy piikazii algoritmi:
e Nastavte teplotu — stanovi pozadovanou teplotu a rychlost vytapéni / chlazeni. Navic méa
systém moznost vybéru kandlu, ze kterého budou data zpracovavana regulatorem PID.

e (Cekej Cas — program Ceka, az se ukonci urceny cas.
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e Cekej do teploty — program ¢eka do stanovené podminky (teplota <=> hodnota). Po
splnéni tohoto vztahu se program piesune do dal$iho kroku v algoritmu.

o Cekej as anebo do teploty — je kombinace dvou poslednich rezimi, ktera je zaloZena na
spojeni ,,cekej do teploty.” a ,,Cekej €as”. Program ¢ekd, dokud je podminka nesplnéna,
ale ne déle neZ stanovenou dobu.

Na obrazku 51 je uvedeno hlavni okno programu, ve kterém jsou v pribéhu meéfeni
prezentovany vSechny ziskané vysledky rtiznych parametrii v realném Case. Software ma
neékolik funkci, které usnadiuji pouzivani téchto konfiguracnich grafii (zoom, editace,

zobrazeni grafli apod.) a spolehlivé nastaveni méteni (ukladani, ¢as vzorkovani, filtry, apod.).

Bamiar  Edvga  Mivkres Tabela  Ustawieria  Pamoc

B ] [V —
[ =t
M=
Me—r
I — Trad
HE—1a
I —Tin
¥ — Ul

IISERCLE

¥ — Uzac

B =l [ — T2
000000 0000:02 000004 000008 00:00:08 000010 000213 000015 000017 00:00:19 000027 000024 000026 D0:00:20 0200030 000032 000035 DO:0C7
Czas [hhermisa]

o | Trad i To Tin ] Lpkr J Lzas ] T2 Ser & 1 Ustaw bemp [65,0°C; &)

Status e | & 5

ir} - W00EEL00  eHELC 28,92°C 20,43°C  25,69°C  ZL44°C|  29,25°C 3,664 3,78 ¢ B 2/ Cehai czas [0 On 153]
A 20,49°€ j000:36.200 B451C 26,51 28,42°C 56990 L0 29,25°C 3,834 3,7av 29,57% 3: Usaw bmp [-5,0°C; A]
8 18,96°C hnngisg z0n|  Beasec 28,3000 26,42°C.  25,609C, 21,4490,  20,35°C 3,66 ¥ 3,82% 20,729 4: Cz=kai czas [0h O 155]
g tz::::z 000:36.399.  64,36°C  28,81%C 29,4290 ZEE09C ZLAC|  25,08°C 2,864 289

e 16, 810¢ JOOIB500  BHZET  25,31°C BO4E°C P56 ILC|  25I5°C 3,584 3,84
To 17,380 ¢ J0:00:36,600 B4,22°C 28,81°C T 25,655 21,44°C 29,2570 G,65Y 80
Tin 19,56°€ 00036700 e4,04C  26,82C 040 5600 2144°C|  29,05°C 2,65 ¢ 3,610
Upltr 0,00 ¥ hong:36,000  64,06°C  26,55°C 20,44°C  £5,56°C.  2L44°C|  29,25°C 3,67 ¥ 3,61%
?;;s e ‘j 000:36,599,  BHOZL ZB.ESC 556 ILHTL, Z9.2TC 367 ¥ ERIN

0:00:37.0000 ° 29,319C 1,68 ¥ 3,83 ¢

Q 2,684 3,03 1
| &ea¥  aatyl Slganytr [0

Obr. 51 Hlavni okno oviadani programu

5.2 Vysledky studia mikrostruktury a morfologie povrchu

5.2.1 Skenovaci elektronova mikroskopie SEM

Pomoci SEM byly analyzovany a ureny geometrické rozméry (Sifka) mikrokanalli a
také definovana struktura krystalického vzristu diamantu. Dale byla zkoumana zkuSebni
struktura pro ur¢eni minimalnich rozméra kemikové matrice, pfi kterych je mozné vyrobeni
(je mozna replika kiemiku diamantem) diamantové struktury (diamantova nukleace mezi
dvéma uzkymi mikrokanaly).

Na obrazku 52 je uvedeno schéma zafizeni s oznaCenymi vybranymi misty pro SEM analyzu.
Mikrostrukturu tohoto zatfizeni je mozno rozdélit na: hlavni kandly (Ctyfi vertikalni kanaly),
spojovaci kandly (dva horizontalni) a dale na mikrozasobniky slouzici pro zavedeni

zkoumanych materiala a pro pfipojeni elektrod.
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Obr. 52 Schéma zarizeni s oznacenymi oblastmi pro SEM analyzu

Provedend méfeni umoznila uréit stupenn geometrické shody tvaru kifemikové matrice
s vyrobenym diamantovym c¢ipem. Na obrazcich 53 — 57 je ukazano zvétSeni jednotlivych

detaili A — E a také vysledky ziskanych Siiek kanalti, mikrozasobnikii a zkusSebni struktury.

4 | e 7 t
SEM MY S0D0KY WD 245150 mm VEGANL TESC
SEM MAG: 4% Dt SE Datecter
Cate(midiyy 01511 paved

-
Digial WiCescapy Imaging n

Obr. 53 SEM snimky detailu A
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Obr. 54 SEM snimky detailu B
R P

‘j“'l'- 3 : i : SEMMY 00KV WO 24 5150 mm VEGAN TESSAN
e o B SEM MAG: 276 Det SE Datecior 1
st Date{médry) 01911 paves Digeal Microscapy Imag—ngn

Obr. 55 SEM snimky detailu C

5

(R % - §i2 > SO v - e s .

SEM HV: 30.00 kV WD: 24.4680 mm Lo v v 1 VEGAW TESCAN  H 50 04 kY Wh: 24 5150 mm VEGAN TES(
SEM MAG: 400 x Det: BSE Detector 200 pm 7 MAG; 1,50 kx Dt 5E Datecior 50

Date(m/d/y): 01/18/11 pavel Digital Microscopy Imaging iy DU paved Digiai Microscapy Imaging

Obr. 56 SEM snimky detailu D
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Obr. 57 SEM snimky zkuSebni struktury detailu E

Na obrazku 58 je uvedena polykrystalickd strana vzristu diamantu za ucelem ptredbézného

urceni velikosti zrna diamantu.

Obr. 58 SEM snimky polykrystalické strany vzriistu diamantu

Provedena analyza umoznila identifikace vad a poskozeni povrchu mikrostruktury a
také uréeni geometrickych rozméri diamantového zafizeni. Vyrobena mikrostruktura
obsahuje nékolik odstipnuti zpisobenych mechanickym poskozenim. Ziskané rozméry
jednotlivych soucasti mikrostruktury jsou primérem z 10 méfeni. Primérna hodnota $irky
hlavniho kanalu byla 43+4pum, spojovaciho kanalu 191+£18 um, zkusebni struktury 24£2 pm a
74£7 pm. Primérny rozmér mikrozasobniku byl 950£9 um x 950+9 um a velikost zrna

priblizn¢ 100 pm.
5.2.2 Konfokalni mikroskopie

Pomoci CLSM byly uréeny pfi¢né prifezy mikrokanali (bylo mozné urcit jejich

hloubku). Dodate¢né diky této technice bylo provedeno méteni drsnosti dna mikrokanalu a
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povrchu diamantového mikrocipu. Prostfednictvim ziskanych parametrii drsnosti byl urcen

stupen geometrické shody kifemikové matrice a diamantové mikrostruktury.

V tabulce 3 jsou shromazdény a prezentovany vysledky zkoumdni hloubkovych

profilt a Sitek mikrokanald. Na obrazcich 59 — 61 jsou uvedeny ptiklady vysledki zkoumani

pticnych fezli kanali a mikrozasobnikd. Vysledky métfeni geometrie mikrokanadlii jsou

uvedeny v ptiloze ¢islo 3 této prace.

Tab. 3 Geometrické rozméry struktury ziskané pomoci CLSM metody

o , Sitka [pm] Hloubka
Méfeni Zkoumany prvek Na dné kanalu Na povrchu kanalu [um]
1 984 999 253
2 mikrozasobnik 985 998 256
3 987 997 258
Priumér 985,3+1,5 998+1 255,6+2,5
1 Spoi , 192 202 256
2 mlfl’(‘fo"kva if;l 193 205 248
3 191 201 253
Priamér 192+1 202,6+2 252,3+4
1 40,7 45,8 267
2 Hlavni mikrokanal 43,8 52,5 250
3 40,4 46,8 256
Priumér 41,6+1,8 48,3+3,6 257,6+8,6
250 é
2004 ¢ = ) NS
150 é | |
100 [
50 J
0 | |
50 v N 2 v
-1007;
-150 —
;JI o ‘160‘ o I2E|)0I . ‘3(‘)0‘ o I4(!)0I . I5[‘)0I H (:‘:(‘)0I I7[‘)0I IBI‘)O‘ ‘ I9[‘)0I H I‘ID‘OC; . I11‘0(; H I‘IZ‘DC; . I13‘0(‘) plm‘ I
Obr. 59 Pricny rez mikrozdasobnikem
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—300—'”‘””H”HH”H”I R e T
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Obr. 60 Pricny rez hlavnim mikrokanalem
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Obr. 61 Pricny rez spojovacim mikrokandlem
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Provedené zkoumani prokézalo, ze vyrobena struktura ma mirnou nerovnobéznost boc¢nich

stén (lichobéznikovy tvar mikrokanall), coz je zpisobeno replikou tvaru kiemikové matrice.

Tabulka 4 uvadi vysledky zmény geometrické struktury ur¢ené pomoci parametrit Ra, Rz a

Rt. V priibéhu zkoumani bylo provedeno kontrolni skenovani povrchu (ve tiech opakovanich)

o rozmérech 275 pm x 275 um, na kterych byly vyznaceny dva ¢arové profily, z nichz byly

nasledné ziskdny parametry drsnosti. Primérnd hodnota drsnosti pro kiemikovou desticku, ze

které byla vyrobena matrice, byla Ra = 0,0005 pm.

Tab. 4 Parametry drsnosti struktury

Cislo méfeni Ra [um] Rz [pum] Rt [pum]
| 2 0,315 2,5 3,69
3 0,286 2,29 32

5 —Lé 0,321 2,5 3,77
= 0,354 2,88 4,38
3 § 0,283 2,07 2,78
& 0,25 1,94 2,64

Primeérna hodnota 0,3015+0,03 2,363+0,33 3,41+0,06
| . 0,00788 0,508 0,991
5 0,0105 0,587 1,06
5 o fa 0,0106 0,666 1,25
A g 0,0238 0,948 1,55
X —g 0.01 0.507 1.01
0,0141 0,547 0,984

Primérna hodnota 0,0128+0,005 0,627+0,16 1,14+0,22

Na obrazcich 62 — 65 jsou uvedeny piiklady vysledkli topografie a také ziskané profily

drsnosti zkoumané¢ho povrchu a dna diamantové mikrostruktury. Ostatni vysledky se

nachézeji v ptiloze ¢islo 3 této prace.
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Obr. 62 Topografie povrchu diamantové mikrostruktury
um Profil#1 /512 Pt=89 ym Skala=30 pym s Y =-138 pm
104 I
5] I
OLHﬂmmmww e mtion taafeitin ko s dti]
-10 __ :
_15_- :
0 2I5 E:D T"I5 1{IIU '12IB 1 IBD 1 T:'B 2150 2;25 Zéﬂ ZT:'E- pm

Obr. 63 Profil drsnosti povrchu diamantové mikrostruktury

o
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Obr. 64 Topografie povrchu dna diamantove mikrostruktury
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Obr. 65 Profil drsnosti dna diamantové mikrostruktury

5.3 Vysledky fyzikalné — chemickych a mechanickych zkoumani
5.3.1 Fotoelektronova spektroskopie XPS

Zkoumani pomoci metody XPS umoZznilo stanoveni chemického slozeni povrchu
vzorku. Na obrazku 66 jsou uvedeny jednotlivé prvky nachazejici se na zkoumaném povrchu.
Zbytkové mnozstvi kiemiku pozorované ve spektru je dusledkem nepiesného leptani
kifemikové matrice, na niZ byla vyrobena diamantovéa mikrostruktura. Pro ostatni prvky (C, O,

N) byla provedena analyza ve vysokém rozliseni.

2,5x10"

C1s

2,0x10*

O1s

1,5x10" -

Intenzita [a.u.]

1,0x10" -

O KLL
N1s

5,0x10°

i2s

Si
Si2p
0O2s

0,0 : :
1000 800

| | |
600 400 200 0
Vazebna energie [eV]

Obr. 66 XPS spektrum diamantového vzorku v rozsahu od 1000 do 0 eV

V tabulce 5 jsou uvedeny atomové koncentrace jednotlivych fazi zjisténych béhem analyzy.
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Tab. 5 Kvantitativni analyza chemického slozeni

Element At. [%]
Cls 78,6
Ols 15.4
Nils 3.4
Si2p 1,7

Na obrazcich 67 — 69 jsou uvedena spektra XPS ve vysokém rozliSeni pro uhlik, kyslik a
dusik. Spektra jednotlivych piki byly fitovany s vyuzitim origindlniho softwaru zatfizeni.
Ziskana spektra byla vyuzita k uréeni druhi chemickych vazeb vyskytujicich se na povrchu

zkoumaného vzorku.

8000 —— (C1s)

1 - (fit 285 eV, sp°)
7000 - (fit 286 eV, -C-H, C-N)
1 e (fit 288 eV, -C=0)
60004 .. (fit 287.2 eV, -C-O-)
= ]
©, 5000 -
o ]
N 4000 -
k)
£

3000
2000 -

1000 -

0 T - T T T T T T T T
290 288 286 284 282

Vazebna energie [eV]

Obr. 67 XPS spektrum ve vysokém rozliseni pro uhlik

Analyza vysoce rozliSeného spektra XPS piku Cls byla provedena po odstranéni
pozadi rozloZenim na jednotlivé slozky odpovidajici vazbou uhliku s jinymi atomy. Zkoumani
prokazalo pfitomnost Ctyt piki, které na zakladé¢ literarni reSerSe, byly ptidéleny jednotlivym
vazbam. Hlavni pik na Grovni 285 eV odpovida vazbé C-C sp’ [128,129]. Dalii piky
odpovidaji v potadi pro 286 eV vazbé —-C—H, C-N a také pro 288 eV vazb¢é —C=0. Posledni
pik 287,2 eV odpovida vazbé -C—-O—-[130,131].
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Obr. 68 XPS spektrum ve vysokém rozliseni pro dusik
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Obr. 69 XPS spektrum ve vysokém rozliseni pro kyslik

Spektrum ve vysokém rozliSeni pro N1s ukazalo nizkou intenzitu piku a jeho velkou S$itku.
MiiZe to znamenat vyskyt vazeb C-N a zaroven vazeb dvojitych a trojitych. Analyza Ols také
prokazala dva stavy s rozdily kolem 1eV pro C-O 1 C=O0. Fitovani piku pomoci jedné kiivky
nebylo dostacujici. Z provedené analyzy Ols a Nls Ize konstatovat, ze s nejvetsi
pravdépodobnosti jsou atomy dusiku a také kysliku vazany s nediamantovymi druhy uhliku
vyskytujicimi se podél povrchu hranic zrn.

Provedena spektroskopie charakteristickych energetickych ztrat elektroni EELS (ang.
Electron Energy Loss Spectroscopy) piku Cls ukéazala spektrum velmi podobné

jednoduchému krystalu. Sirok4 rezonance m-n* o nizké intenzité v rozmezi od 9 do 13 eV
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ukazuje pritomnost vazeb sp” amorfniho uhliku (pouze na povrchu) [132]. Na obrazku 70 je

zobrazeno spektrum ziskané béhem zkoumani.

Intenzita [a.u]

T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Energeticka ztrata elektronu [eV]

Obr. 70 Spektroskopie charakteristickych energetickych ztrat elektront

5.3.2 Rentgenova mikroanalyza EDX

Provedenim zkoumani EDX bylo ureno chemické slozeni povrchu zkoumanych
vzorkd. Obrazek 71 ukazuje vysledek zkoumani chemického slozeni v bodé pomoci
rentgenové mikroanalyzy EDX. Analyza ve vzorku prokazala pouze samotny uhlik, coz

potvrdilo dobrou kvalitu vyrobené diamantové mikrostruktury.

a) b)
cps/eV
2.59
Atomic percent (%)
2.0-
; Spectrum C
1.5 1 100,00
i+ ® e
1.0
0.5
0.0 = T g T
0 1 2 3 4 5 6

keV
Obr. 71 Bodova mikroanalyza EDX: a) spektrum, b) oznacené misto méreni
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Dalsim zkoumanim vyuzivajicim techniku EDX byla analyza podle linie. M¢éteni bylo
provedeno podél linie kolmé k mikrokanalu. Studie prokéazala velmi malé mnozstvi kiemiku
nachézejiciho se na okraji mikrokandlu. Pfitomnost tohoto prvku je vysvétlovana neptesnosti
leptani kfemikové matrice z diamantové mikrostruktury. Na obrazcich 72, 73 jsou uvedeny

vysledky liniové analyzy chemického sloZeni na linii o délce 1850 pum.

351 ¢ S —Scan| |

25_: Atomic percent (%)

Spectrum C Si

76
MAG:AZx. HV: 300980 WD; 245 nm

] E—
100*_ — Si
A
GOf

40:

20—:

D: T T T T T T T T T T T

T
1000
Distance / ym

Obr. 73 Vysledek zkoumani EDX s oznacenymi zménami chemického slozeni
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5.3.3 Smacivost povrchu

V tabulce 6 jsou shrnuty hodnoty thlu smaceni zkoumaného diamantového vzorku pro
deionizovanou vodu a dijodometan. Vzorky byly zkoumany ve tiech etapach: po vyrob¢, po
90-ti dnech a po 180-ti dnech. Z tabulky 6 je patrné, Ze vyrobeny diamantovy vzorek byl silné
hydrofobni, pficemz postupem ¢asu jeho hydrofobni charakter klesal. Byly tedy pozorovany

zmény uhld sméceni v ase. Testované povrchy casem vykazovaly vyssi hydrofilitu.

Tab. 6 Hodnoty kontaktniho uhlu vzorku mérené v pravidelnych intervalech

Hodnota kontaktniho Hodnota kontaktniho
C. | Zkoumany vzorek uhlu pro vodu uhlu pro dijodometan
Oy [deg] O [deg]
1. Po vyrobé 90,7 £2,24 71,4 £3,54
. Po 90 dnech 73,6 £2,83 59,4 +2.89
3. Po 180 dnech 63,7 £3,01 41,3 £1,2

Na obrazcich 74 a také 75 jsou uvedeny zmény kontaktniho whli v ¢ase pro

diamantovy vzorek smaceny v potadi vodou a dijodometanem.

a) b) c)

Obr. 74 Profil kapky vody na zkoumaném povrchu: a) po vyrobé, b) po 90 dnech, c) po 180
dnech

a) b) ©)

Obr. 75 Profil kapky dijodometanu na zkoumaném diamantovém povrchu: a) po vyrobé, b) po
90 dnech, c) po 180 dnech
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5.3.4 Volna povrchova energie

Pomoci rovnice (12), pfi predpokladané znamé hodnoté disperzni a polarni slozky
dvou ruznych tekutin jejich odpovidajicich hodnot thlu smaceni, ziskdvame rovnice (23) a

(24) umoznujici vypocet dispersni a polarni slozky zkoumaného materialu.

)4
7,(cos®, +1)— /L‘; xy.(cos®, +1)
v

d
[ Vw
2[ Vi~ VPI,}

d
Vi

(23)

by

(Vf )0,5 _ 7, (cos®, ;—\1/)%21/;/SD xyP 24)
Vi

kde: 'y, — SEP pro dijodometan, Y} ,}/j — dispersni a polarni slozka dijodometanu, © ,—
uhel smaceni dijodometanem y, — SEP pro vodu, }/fz, y? — dispersni a polarni slozka
vody, ©, — uhel smaceni vodou

Dosazenim ziskanych hodnot jednotlivych slozek do vztahu (25) dostavame hodnotu volné

povrchové energie materialu.

yo=ri et (25)
m
Ze ziskanych vysledki kontaktniho thlu s vodou a dijodometanem (tabulka 6), a také
konstantnimi hodnotami uvedenymi v tabulce 2, byly ziskdny hodnoty SEP uvedené na
obrazku 76.
50 -

45 A
40 A

SEP [mJ/m?|
N
w

po vyrobeni po 90 dnech po 180 dnech

M disperzni slozka M polarnislozka

Obr. 76 Vysledky vypoctu volné povrchové energie zkoumaného vzorku
88



@ Mateusz Fijatkowski Diamantovy elektroforeticky mikrocip chlazeny
Peltierovym clankem

5.3.5 Tvrdost a Youngiiv modul pruzZnosti

V rdmci zkoumani mechanickych vlastnosti byla stanovena tvrdost a Youngtv modul
zkouseného diamantového vzorku. Na obrazcich 77 a také 78 jsou uvedeny v poradi
distribuce tvrdosti a také Youngliv modul pruznosti, namétené v rozsahu do hloubky 480 nm
od povrchu vzorku. Priimérnd hodnota tvrdosti byla 85,1+10,2 GPa a primérna hodnota

Youngova modulu byla 1114,5+183,8 GPa.
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Obr. 77 Graf zobrazujici zménu tvrdosti ve funkci proniknuti indentoru do vzorku
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Obr. 78 Graf zobrazujici zménu Youngova modulu ve funkci proniknuti indentoru do vzorku
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5.4 Vysledky zkoumani fazového sloZeni

5.4.1 Ramanova spektroskopie

Na obrazku 79 je uveden ptiklad Ramanova spektra naméfeného uvnitt mikrokandlu

diamantové desticky.

35004 a0
30004
2500 - 201

2000

1500

Intenzita [a.u.]

1 1300 1400 1500 1600
1000 -

"

I T T T ' T T T T T T 1
1250 1300 1350 1400 1450 1500 1550 1600

Posun vinového &isla [cm™]
Obr. 79 Priklad Ramanova spektra ziskaného v mikrokanalu; zvétseni ukazuje nepritomnost

Jinych charakteristickych pikii od riiznych fazi uhliku

Na zaznamenanych spektrech byl pozorovan pouze jeden pik na hodnoté 1332 cm’
(primarni pik) charakteristicky pro krystalicky diamant. Neptitomnost dalS§ich Ramanovych
piki vrozmezi 1300 — 1600 cm™ potvrzuje vysokou &istotu vyrobené polykrystalické
diamantové struktury. Ramanovo méfeni provedené v riiznych mistech povrchu potvrdilo
homogenitu vytvofené silné vrstvy. Vzniklé rozdily v primarnich Ramanovych pikach jsou
mensi nez 0,7 cm™. Parametr $itky v poloving maxima FWHM se pohyboval v rozmezi 3,5 —
3,9 cm’ a potvrdil vysokou krystalinitu struktury. Vysledky jednotlivych spekter pro

konkrétni body jsou uvedeny v ptiloze 4 této prace.

5.4.2 Rentgenova difrakce XRD

Fézova analyza, provedenid pomoci rentgenové difrakce s vyuzitim kobaltové lampy,
umoznila uréeni dominujici roviny (220), kterd nariistd paraleln€ do povrchu. Ziskané piky
jsou uzké a ostré, coz naznaCuje vysoky stupen krystalinity a uspotfadani struktury. Na
obrazku 80 je uveden rentgenovsky difraktogram zkoumaného diamantového vzorku. Na
tomto difraktogramu byly identifikovany nasledujici signaly jednotlivych rovin: (111) pfi
uhlu 20=51,51°, (220) pfi thlu 20=90,44°, a také (311) pii thlu 20=112,68°.
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Provedenou analyzou byla zjiSténa existence vyznamného sméru krystalografické orientace

zkoumaného materialu (222), ktery oznacuje vyskyt textury analyzovaného vzorku.
200 -
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Obr. 80 Difraktogram diamantového vzorku s oznacenymi rovinami a také jejich intenzitou ve

srovnani s krystalografickou databazi ICDD

5.5 Vysledky zkoumani tepelnych vlastnosti

Pro urceni tepelné difuzivity o byl pouzit jednoduchy adiabaticky model [119].
V tomto modelu je vyZzadovano, aby délka pulsu laseru byla srovnatelna s poloviénim ¢asem
pfenosu tepla.

Polovina ¢asu nabéhu 7, 5 signalu detektoru je urcena vztahem:

0138712

lys (26)
(04

kde: L — je tloustkou vzorku (draha prenosu tepla)

o. — tepelna difuzivita

Meéfieni tenkych vzorkl z materiali, které jsou charakterizovany vysokou tepelnou difuzivitou
o, je narocné z hlediska velmi kratkého casu pfenosu tepla. Vypocteny cCas #)5 poloviny
nariistu signalu z detektoru zkoumaného vzorku o tlouStce ptiblizné 0,35 mm a ocekavané
tepelné difuzivité o = 700 mm?s™ je kolem 20 ps. Tato doba je mnohem kratsi, neZ minimalni
dé¢lka laserového pulsu zatizeni, ktera je 330 us. Z toho divodu, méfeni tepelné vodivosti
diamantového vzorku pomoci této metody ve sméru kolmém k povrchu, je prakticky
nemozné. V disledku toho byla urcena tepelna vodivost vzorku ve sméru rovnobézném s jeho

povrchem. Pro tento ucel byla pouzita upravena metoda méteni, ktera predpokladala pouziti
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specidlnich clon, kterymi byla absorpce tepla zaruCenda podél vzorku. Schéma pribéhu
modifikované metody je zndzornéno na obrdzku 81. Vzorek byl potazen tenkou vrstvou
grafitu s cilem zvySeni absorpce laserovych paprskii. K méteni tepelné difuzivity byla ptijata
prumérna draha prenosu tepla jako vzdalenost mezi nezaclonénymi plochami na vzorku (L =

9,5 mm).

- IR detektor

i L N\
ClOl‘ly <_>. g% Vzorek

<«— Laserovy svazek

« — Laser
Obr. 81 Schéma prubéhu méreni modifikované metody k méreni tepelné difuzivity ve sméru
rovnobézném s jeho povrchem

Obrazek 82 ukazuje priklad vystupniho signidlu métené¢ho infracervenym detektorem In — Sb a

také teoretickou kiivku vypoctenou pro adiabaticky model. Laserovy pik nebyl bran v tvahu

pii1 vypoctech.
1.0
—— signal
adiabaticky model
0.8
2. 06 =———— puls laseru
~ :
o} :
$ : Wi
Q I | 1A L1 1Y h
© 0.4 1 - I
s i
S o024 I ¢ —19.6ms
@a
0.0
oblast vypoctu
-02 +—r—-"b"-—--"—-"T—"T"—"T—"T—"T"T"—"T"T"T—"T—F—
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Cas [ms]

Obr. 82 Vystupni signal méreny In-Sb infracervenym detektorem a prolozeni krivkou pro

adiabaticky model
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Hodnota tepelné difuzivity a pocitana z péti méfeni se nachazi v rozmezi od 570 do
700 mm® -s”. Z naméfenych hodnot tepelné difuzivity, jakoZ i materidlovych vlastnosti
diamantu ziskanych z literatury p = 3,51 g-em”, cp = 1,481 cal'mol™- K™ [133], a s pouzitim

rovnice 26 byly ziskany hodnoty tepelné vodivosti A v rozmezi od 1040 do 1280 Wm™'K™.

5.6 Vysledky zkoumani optickych vlastnosti

Obrazek 83a ukazuje spektrum UV-Vis absorpce diamantového mikro¢ipu méfeného
ve standardni konfiguraci dvojitého svazku bez referen¢niho vzorku. Vysokd absorbance je
patrnd v celém rozsahu vlnovych délek. Ziskana hodnota absorpcniho pasu 222 nm umoZnila
vypocet energie zakazaného pasu, ktera Cinila 5,58 eV pro zkoumany materidl. Nepatrny
rozdil od tabulkovych hodnot pravdépodobné vyplyval zriznych metod odhadu
energetickych mezer. S cilem snizeni podilu rozptylu v absorp¢nich spektrech byla pouzita
integrujici koule. Vzorek byl umistén tak, aby rozptylena vina byla zachycend v integrujici
sféfe. Ziskané vysledky jsou uvedeny na obrazku 83 b. Jak se dalo ocekavat, rozptyl siln¢
oslabuje ziskané maximum pii 222 nm. Obdrzena odhadovana energetickd mezera také

potvrdila nepfitomnost necistot ve vyrobeném mikrocCipu.

a) b)
7- .. g
- 222 nm
1.7\ 222 nm
A 6.
64 \
\
\ 3.
— M 1 5 3
o ! ' - 3
— 54 |/ 'E'
8 ! 4 o
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Obr. 83 Absorpcni spektra diamantového mikrocipu v oblasti UV-Vis: a) ziskané ve

standardni transmisni konfiguraci, b) pri pouziti integracni koule
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5.7 Vysledky méieni rozloZeni teploty provedené termovizni kamerou

Celkovym cilem tohoto zkoumani bylo charakterizovat soustavu z hlediska rozlozeni
teplot analyzovanych povrcht (povrch Peltierova ¢lanku 1 kryt z kiemenného skla) a urcit vliv
chlazeni na rozloZzeni teplot v pribéhu -elektroforetického procesu provedeného v
diamantovych mikrokanalech mikro¢ipu.

Prvnim krokem zkoumani bylo urCeni hodnoty koeficientu emisivity zkoumanych
prvkl. Tato charakteristika byla realizovand pomoci metody s referencnim télem. T¢ly,
kterymi byla ur€ena emisivita povrchu, byl Peltiertiv ¢lanek (keramika 96% Al O3 spole€nosti
Hoechst) a také sklo z Cistého taveného kiemene GE214 spolecnosti Continental Trade
uzavirajictho mikrostrukturu.

Stanovené hodnoty koeficientu emisivity pro zkoumané materialy jsou uvedeny v

tabulce 7.

Tab. 7 Hodnoty koeficientu emisivity zkoumanych materialu

Druh materialu Emisivita
Keramika AlLO; 0.9
Kfemenné sklo 0,95

V dalsi fazi vyzkumu byl zjistén stupen homogenity chlazeni Peltierova ¢lanku. Pro
tento el byl sestaven chladici systém charakterizovany v rozsahu -5 az 25°C s intervalem
1°C za pouziti termovizni kamery VarioCam. Ziskané termogramy byly naméfeny po
dosazeni pozadované teploty. Studie potvrdila nepatrné teplotni gradienty na povrchu
termoclanku, které se nachdzely prevazné na okrajich ¢lanku. Tyto rozdily nemély zadny vliv
na dal$i vyzkum, protoZe Peltiertiv ¢lanek byl zvolen tak, aby se mista s rozdilnymi teplotami
aktivné neucastnila pritbéhu chlazeni mikrocipu (geometrické rozméry termoclanku 50x50
mm, mikro¢ip 31x31 mm). Na obrazku 84 je uveden ptiklad termogramu ukazujici rozloZeni
teploty na povrchu termoc¢lanku pii zvolené teploté 12°C. Na termogramu jsou zndzornény
Ctyfi oblasti méfeni teploty, jejichz hodnota se pohybuje vrozmezi od 11,97 do 12,23°C
v zavislosti na zkouSeném misté. Oblast oznacena preruSovanou ¢arou byla pouzita pro vybér
dolniho a horniho rozsahu palety barev. Plna termograficka charakteristika Peltierova ¢lanku

je umisténa v piiloze 5 této prace.
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Obr. 84 Priklad rozlozeni teploty na povrchu Peltierova clanku (zaznamendno pomoci kamery

VarioCam)

Regulator PID ovladajici zafizeni, v zavislosti na zvolené teploté, vyzadoval piiblizné 25

sekund pro prfesné a stabilni nastaveni pozadovaného parametru. Na obrazku 85 je uveden

piiklad vysledku zkoumani chladici teploty 12°C, na kterém miZeme vidét modfe

znazornénou teplotni kfivku zaznamenanou rezistenénim snimac¢em Pt — 100. V prvni fazi

prace je vidét kratkodobé piekroCeni zvolené teploty (pfechodovy stav) vyplyvajici

z charakteristiky regulatoru a pak nasleduje pfesna stabilizace teploty. Zelena cara je teplotou

chladiciho bloku, kterd v prvni etapé nartistd o nékolik stupii v disledku pfenosu tepla

z povrchu ¢lanku. V dalsi etapé dochazi k normalizaci teploty.
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teplota Peltierova ¢lanku
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Obr. 85 Pribéh chlazeni v zavislosti na case pro zvolenou teplotu 12°C
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V dal$i fazi vyzkumu byl vybran komeréné dostupny a bézné pouzivany pufr pro
mikrocipovou elektroforézu, slouzici k vyplnéni mikrokanala [124 — 127]. VSechny testy byly
provedeny s pouzitim pufru TRIS (tris[hydroxymethyl] aminoethane) od spole¢nosti GE
Healthcare. V souladu s pokyny na obalu byl pfipraven roztok o koncentraci 0,2 mol a
hodnoté pH zvolené v zdvislosti na separovanych latkadch v rozmezi od 7,2 do 9. Tabulka 8
ukazuje vysledky elektrické vodivosti pfipravenych roztokd. Zkouméani hodnot pH a
elektrické vodivosti bylo provedeno pomoci pH metru ELMETRON pH — meter CP — 407 s

funkci méteni konduktance. Ziskané vysledky jsou aritmetickym priimérem z 5 méfeni.

Tab. 8 Meéreni konduktance roztokii pufru

Pufr Konduktance
Tris 0,2 mol [mS/cm]
pH 7,2 13
pH 8 10
pHO 5,5

V pribehu realizace zkoumani bylo ur€eno mnozstvi generovaného Jouleova tepla v zavislosti
na hodnoté pH roztoku pufru. Tato studie byla zrealizovand v makro Skdle v kandlu o
¢tvercovém prufezu o rozmérech 3,5x3,5x80 mm a objemu 1 ml. Kapilara byla pfipojena k
platinovym elektrodam s ptivadénym napétim 100 V. Méfeni teploty bylo provedeno pomoci
rezisten¢nich snimac¢t Pt — 100. Provedené testy potvrdily zavislosti vyznamného naristu
Jouleova tepla s funkci poklesu hodnoty pH roztoku. Na obrazku 86 je uveden ptiklad

vysledku zmény mnozstvi vznikajiciho Jouleova tepla s funkci zmény hodnoty pH roztoku.
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Obr. 86 Zavislost zmény teploty s funkci hodnoty pH roztoku [134]
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Diamantova mikrostruktura vyplnéna pufrem projevila stejnou vlastnost jako obdélnikovy
kanal. Za ucelem lepsiho znazornéni zmén teploty a také z hlediska velmi rychlého ptenosu
tepla pfes diamant byl k dalSimu zkoumani vybran pufr o hodnoté pH 7,2 zpasobujici
generovani nejvétsiho mnozstvi Jouleova tepla.

V dalSich etapach zkoumani bylo urceno rozlozeni teploty na povrchu mikrocipu
v prib&hu chlazeni v rozmezi od -2 do 24 s intervalem 2°C. Byl prozkouman vliv pfivedeného
napéti na mnozstvi generovaného Jouleova tepla a také moznost jeho odvedeni pomoci
Peltierova ¢lanku. Na obrazku 87 je uveden piiklad termogramu ukazujici rozloZeni teploty na
povrchu mikro¢ipu chlazeného Peltierovym ¢lankem na teplotu 8°C. Na obrazku je vidét
stejnorodé rozlozeni teploty na povrchu, jen z pravé strany se vyskytuje teplotni pieruseni
zpusobené pritomnosti zkuSebni struktury, ktera neni zapojena do provozu zafizeni. Plna

charakteristika chlazeni struktury je umisténa v piiloze 6 této prace.

Obr. 87 Termogram ukazujici rozlozeni teploty na povrchu mikrocipu v priubéhu chlazeni na

teplotu 8°C (zaznamendno pomoci kamery VarioCam)

Pfi zobrazovani pomoci termovizni kamery VarioCam nebylo v prubéhu provedeni
simulovaného procesu elektroforézy vidét jednotlivé mikrokanaly, ale pouze jednotny ohfev
celé struktury ve funkci zvySujictho se napéti s vyznamnymi misty zvySené teploty
nachézejicimi se kolem anody. Ziskané vysledky méteni teploty pro napéti 1, 2, 3, 4 kV jsou
pramérnou hodnotou meéteni z oblasti oznacenych obdélnikem na termogramech. Ptiklady

vysledki jsou uvedeny na obrazku 88.
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Obr. 88 Termogram zkoumané mikrostruktury s privedenym napétim o hodnote: a) 1000V; b)
2000V, ¢) 3000V, d) 4000V (zaznamendno pomoci kamery VarioCam)

Na obrazku 89 je uvedeno zvyseni teploty ve funkci zmény privadéného napéti (od 1kV do

4kV).
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Obr. 89 Charakteristika teploty povrchu v zavislosti na zvysovani napéti
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Na obrazku 90 je uveden ptiklad termogramu zobrazujiciho porovnani teploty v prubéhu
procesu mikroCipové elektroforézy bez a s chlazenim pomoci Peltierova ¢lanku. Parametry
prace zafizeni jsou: chlazeni 10°C a pfivedené napéti 4000 V. Ziskana primérna hodnota
teploty z vybrané oblasti pro napé&ti 4000V je 26°C a pii soucasném chlazeni na teplotu 10°C

je 10,46°C. Provedena charakteristika ukazala, Ze jiz pfi teploté povrchu Peltierova ¢lanku

10°C, je vznikajici Jouleovo teplo pifi 4 kV zcela odvadéno.

Obr. 90 Termogramy zkoumané struktury pri privedeném napéti 4000 V: a) bez chlazeni b)

s chlazenim na teplotu 10°C (zaznamendno pomoci kamery VarioCam)

V pribéhu provedeni zkoumani bylo pozorovano uplné odvedeni vznikajiciho neptiznivého
Jouleova tepla. Tento vysledek potvrdila také fidici jednotka Peltierova ¢lanku, ktera
registrovala vzrust teploty chladiciho bloku prokazujici jev odvodu tepla z mikro¢ipu. Na
obrazku 91 je uvedeno zvyseni teploty chladiciho bloku v pribéhu 40 sekund od zapojeni

vysokonapétového zdroje.
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Obr. 91 Odvadeni tepla z mikrocipu
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Vzhledem k nedostatku viditelnosti jednotlivych mikrokanala pii pouziti kamery VarioCam
byla v druhé fazi experimentli pouzita termovizni kamera Titanium slouzici k urceni
generovani a odvodu Jouleova tepla. Kamera Titanium byla vybavena krouzky umoZznujicimi
zaostfeni objektivu v rezimu makro. Zkoumani bylo provedeno pro napéti 1; 1,5; 2; 2,5 kV.
Pomoci této techniky byly pozorovany obrysy a také teplotni gradienty ohfivajicich se
mikrokanala. Na obrazku 92 jsou zobrazeny termogramy ukazujici mista lokalniho ohfevu

mikrostruktury.
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Obr. 92 Termogramy mikrokanalii s privedenym napétim o hodnoté: a) 1 kV; b) 1,5 kV;
c) 2kV;d) 2,5 kV (zaznamendano pomoci kamery Titanium)

Na zaklad¢ prizkumu byla stanovena priimérna teplota z oblasti oznacenych obdélniky na
termogramech. Oblasti métfeni byly definovany stejné pro vSechna méteni. V tabulce 9 jsou
sestaveny teploty v zavislosti na zméné pouzitého napéti. Byly zjiStény teplotni rozdily mezi

kanalem a vedlej$im povrchem, které se pohybovaly v rozmezi 0,1 — 0,15°C.
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Tab. 9 Hodnota vzriistu teploty ve funkci zmény napeti

" Teplota [°C]

Nap&ti [V] Oblast 1 Oblast 2 Oblast 3
1000 25,89 25,97 25,87
1500 26,81 26,9 26,79
2000 27,19 27,44 27,29
2500 28,34 28,51 28,37

V dalsi etapé¢ zkoumani bylo provedeno chlazeni a uréen jeho vliv na rozlozeni teploty
v mikro¢ipu. Méfeni bylo provedeno pro generované Jouleovo teplo odpovidajici napéti 1;
1,5; 2; 2,5 kV se soufasnym chlazenim 5, 10, 15 a 20°C. Na obrazku 93 jsou uvedeny
ptiklady vysledki pro napéti 2 kV s chlazenim 5, 10, 15 a 20°C. Dalsi vysledky jsou umistény

v priloze 7 této prace.

a)

Rys. 93 Termogramy mikrokanalu s privadenym napétim o hodnoté 2 kV se soucasnym
chlazenim na teplotu: a) 5°C; a) 10°C; a) 15°C; a) 20°C (zaznamendno pomoci

kamery Titanium)
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V tabulce 10 jsou uvedeny piiklady vysledkt chlazeni mikrostruktury pro ptivedené napéti 2

kV. Ziskané vysledky teplot jsou primérnou hodnotou z oblasti ozna¢enych na obrazku 93.

Tab. 10 Vysledky chlazeni mikrocipu

Chlazeni [°C] Teplota poer:olé:u] mikrokanalu
S 4,04
10 9,24
15 1427
20 19,61

Provedené zkoumani potvrdilo, ze pfi chladici teploté 20°C je generované Jouleovo teplo pii 2
kV zcela odvedeno.

Provedena analyza systému zaloZena na pouziti diamantu je charakteristickd u¢innym
a rychlym odvodem tepla, coz vede k ziskavani ptiznivych tepelnych podminek v pribéhu
mikroCipové elektroforézy. Veskery provadény vyzkum byl zaloZen na méfeni teploty
povrchu pfistroje. Termovizni kamery ur€uji infraCervené zatreni dopadajici do detektoru
[135]. Z toho ditvodu bylo v priibéhu zkoumani rozhodnuto urcit teplotu v mikrokanalech.
Bylo nutno uvazovat soucinitel transmitance krytu uzavirajicitho mikrostrukturu. Vzhledem
k malé vzdalenosti mezi kamerou a zkuSebnim vzorkem (pfiblizn€ 15 cm) byl vynechan vliv
soucinitele atmosféry. Tato studie byla navrzena za ucelem pokusu stanoveni urcité teploty
piimo v mikrokanalu metodou eliminace infracerveného tlumeni pres kryt s PDMS tésnénim.
Pomoci kamery Titanium byla zméfena hodnota soulinitele transmitance materialu krytu
zafizeni. Prvnim vzorkem pod oznacenim ,,A” bylo kiemenné sklo o tloustce 500 pm. DalSim
vzorkem s oznacenim ,,B” bylo kfemenné sklo o stejné tloust'ce, které mélo na svém povrchu
vyrobeno tésnéni zPDMS o tloustce 70 pm. Analyza umoznila urCeni soucinitele
transmitance zkoumanych materiald, diky ¢emuz byla moZna nivelace vlivu tlumeni
infraCerveného zéatfeni na vysledky méfeni teploty na povrchu kifemenného krytu. Ke
zkoumani byl pouzZit model absolutné Cern¢ho télesa Precision Infrared Calibrator 4181
spole¢nosti Fluke jako referen¢ni povrch se stabilni teplotou (v prib&hu méfeni 100°C) a
termovizni kamera Titanium. Koeficient emisivity zkoumanych povrchii pouZzitého absolutné
cerné¢ho téla byl 0,95. Zkoumdani spocCivalo na zavedeni testovan¢ho vzorku mezi objektiv
kamery a model absolutné¢ cerné¢ho téla a registraci teplotnich rozdili na jednotlivych
povrsich. Na obrazku 94 a je uveden termogram, na kterém jsou pomoci obdélnik
znazornény oblasti méfeni, ze kterych byla ur€ena primérna teplota. Nasledné byla pomoci

softwaru kamery vybrana hodnota soucinitele transmitance z oblasti 1 (sklo) tak, aby hodnota
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pramérné teploty méfena v této oblasti byla co mozna nejblizsi teploté modelu absolutné
¢erného té&la (100°C). Podobny postup byl proveden v piipadé obrazku 94 b. Uvedeny
termogram je prezentovan pied vybérem hodnoty soudinitele transmitance v kamete, a proto
je zmetena teplota v oblasti 1 mnohem nizsi, nez teplota scény. Tabulka 11 ukazuje vysledky
zkoumani transmitance jednotlivych vzorki. Vyhodou této studie, ve srovnani s konven¢nimi
spektroskopickymi technikami je, ze ziskany vysledek je primérnou hodnotou z celého
povrchu zkoumaného vzorku. Ziskané vysledky soucinitele transmitance pro testované vzorky

jsou povazovany za orienta¢ni z hlediska vlivu odrazi, které jsou opomenuty.

Obr. 94 Termogramy: a) pro kiemenné sklo (oblast 1) po korekci viivu soucinitele t, b) pro
kiremenné sklo s PDMS tésnénim (oblast 1) pred korekci viivu soucinitele T,
na pozadi scény absolutné cerného téla (oblast 2), (zaznamendno pomoci kamery

Titanium)

Tab. 11 Stanoveni hodnoty soucinitele transmitance mérenim teplotnich rozdili

Teplota z vybrané oblasti [°C] Hodnota
Druh vzorku ' soucinitele
Min Max Primér transmitance
1 oblast 99,11 100,62 99,72
Vzorek A 0,36
2 oblast 147,45 148,17 147,86
Vzorek B 1 oblast 58,11 58,92 58,34 0,29
2 oblast 98,81 99,24 99,04

Cilem provedeného zkoumani bylo vzit v ivahu transmitance vyrobeného krytu pro mikrocip.
Toto feSeni umoznilo urcit ptibliznou teplotu ptimo uvniti mikrokandlu. Na obrazku 95 a je

uveden piiklad termogramu ukazujici rozlozeni teploty na povrchu kiemenného krytu bez
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korekce vlivu tlumeni IR zéfeni, na obrazku 95 b je uveden s ohledem na korekei tlumeni IR

zateni krytu. Ziskany termogram byl zaznamenan pti pfivedeném napéti 2500 V.
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Obr. 95 Termogramy: a) méreni na povrchu krytu bez korekce, b) méreni s korekci soucinitele

transmitance krytu (zaznamenané pomoci kamery Titanium)

Z provedeného zkoumani byla ziskdna primérna hodnota teploty 28,51°C pro povrch
mikrokanalu oznaceny na obrazku 95 a jako oblast 2, nicméné pro zkoumani z korekci
soudinitele transmitance (obrazek 95 b) pro stejné oblasti byla ziskana hodnota 39,95 °C.

Uvedené termogramy jsou vybaveny stejnou paletou barev, ackoliv maji riazné teplotni skaly.

6. Diskuze vysledku

Cilem této disertacni prace bylo vytvofeni zatizeni, které by zajistilo ptiznivéjsi
podminky v pribéhu provedeni mikro€ipové elektroforézy diky sniZzeni teploty a jeji
planarizaci uvnitt mikrokanalti. MikroCip vyrobeny z materidlu o vysoké tepelné vodivosti
daleko 1épe odvadi teplo, vznikajici béhem procesu elektroforézy, ve srovnani s komercné
dostupnymi mikro€ipy ze skel nebo polymert [8]. Ve spojeni s pfijimanim tepla Peltierovym
clankem, je tato sestava kompletnim feSenim vedoucim k vyraznému zlepSeni teplotnich
podminek béhem procesu elektroforézy, provedeném na diamantovém mikroc¢ipu. Koncept
vyrobeného zafizeni spoCivd v provedeni elektroforetickych rozvodi v mikrokanélech
vytvorenych v diamantu. Pfistroj je vyroben tak, aby mél hlavni kanaly, ve kterych se provadi
elektroforetickd separace, a také bocni kandly protinajici hlavni kanaly slouzici k zavedeni
zkoumanych latek naptiklad pomoci metody vynucen¢ho proudéni. VSechny kandly jsou
uzaviené¢ mikrozasobniky pro snadné vypliovani struktury pufry a ptipojovani elektrod.
Pritok proudu ptes pufr (o relativné vysoké rezistenci MQ) zplsobuje pohyb biologickych
¢astic nachazejicich se v biologickém vzorku. Molekuly o vétsi hmotnosti a menSim
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elektrickém naboji se pohybuji pod¢él mikrokandlu pomaleji, nez ¢astice niz§i hmotnosti s
veétsim elektrickym ndbojem. Na tomto zdkladé s pouzitim riznych detektori mizeme
definovat zkoumané latky. Mezi zdkladni metody detekce bézn€ uvadéné v literature patii
naptiklad metody: elektrochemickd detekce, fluorescence, optickd absorpce, luminiscence,
Ramanova spektroskopie, hmotnostni spektroskopie [136]. Tok proudu ptes mikrokanal v
prubéhu elektroforézy je jednim z hlavnich omezeni, protoze zpiisobuje zvétSeni teploty
v jeho vnitini ¢asti (Jouleovo teplo). Tento jev omezuje moznost pouziti vysSich napéti, jehoz
uc¢inkem je mozné zkraceni doby analyzy. Velmi dobré tepelné a optické vlastnosti diamantu,
dobfe znamé a rozsdhle popsané v literatufe [137], byly motivaci k vyrobeni
elektroforetického mikrocipu z polykrystalického diamantu. Pfed pfistoupenim k vytvoteni
diamantového elektroforetického mikro¢ipu byla provedena tfada pocitaCovych simulaci
pomoci komeré¢n& dostupného programu ConventorWare ™. Provedené zkoumani potvrdilo
podstatnou pfevahu diamantu ve srovnani s materidly, ze kterych se standardné vyrabi
elektroforetické mikroCipy. Po analyze ziskanych vysledkii bylo dale piistoupeno k etapé
vytvoreni elektroforetického mikrocCipu z polykrystalického diamantu.

NavrZzend a postavena méfici soustava byla zaloZend na mikroCipu vyrobeném
z diamantu spojeném s Peltierovym clankem slouzicim k odvedeni vznikajiciho tepla béhem
procesu elektroforézy. Chladici jednotka, fizend pocitacem, zajiStovala plynuly a stabilni
provoz zafizeni. V prubchu tohoto procesu bylo mozné udrzovat konstantni teplotu a takeé
plnou kontrolu a evidenci chladicich parametri.
Vyvinuté technologie vyroby diamantové mikrostruktury, popsana v této praci, byla zalozena
na pouziti metody repliky. Byly vyvinuty a vybrany technologické parametry, pti kterych
bylo mozné ziskani kifemikové matrice o odpovidajicich geometrickych rozmérech.
Optimalizovany byly také parametry procesu depozice (osazovani) polykrystalické
diamantové vrstvy na kiemikové matrici.
V této praci byla provedena analyza ziskané¢ geometrie mikrostruktury a morfologie povrchu,
ktera umozZnila ur€eni stupné geometrické shody diamantu a kifemikové matrice. Toto
zkoumani bylo realizovano pomoci SEM a CLSM metody. Geometrické rozméry navrhu a
ziskaného tvaru se od sebe lisi. Je to s nejvetsi pravdépodobnosti zpusobeno nasledujicimi
fyzikdln¢ — chemickymi jevy vyskytujicimi se v prabéhu vytvafeni matrice: podsviceni
emulze, bo¢ni (lateralni) leptani kiemiku na okraji kryci vrstvy SiO,/Al, naklonéni bo¢nich
stén kiemikové struktury. Ziskany thel vychyleni je +£1°, coZ na vzdalenosti 250 um vyjadiuje

odchylku v rozméru kolem 2,75 pm. Provedené SEM zkoumdni umoznilo definovani vad
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(poruch) a povrchovych poskozeni mikrostruktury, a také urCeni geometrickych tvart.
Vyrobena struktura méla na povrchu nékolik odStipnuti zpisobenych hlavné mechanickym
poSkozenim. Ziskané primérné hodnoty Sifek mikrokanalii jsou v potfadi pro: hlavni
mikrokandl 4344 pm, spojujici mikrokandl 191+18 pm a mikrozasobnik 950+9 pm x 950+9
pum. Zkoumani provedené pomoci CLSM metody prokéazalo lichobézny tvar mikrokanall s
roz8ifenim sméfujicim od spodni zakladny. Ziskané primérné hodnoty Sifek (dolni a horni
strany mikrokandlu) a také hloubky mikrokandlii jsou v pofadi pro: hlavni mikrokanal
41,6+1,8 a 48,343,6 um, spojujici mikrokanal 192+1 a 202,642 um, mikrozasobnik 985+1,5 a
998+1 um a také hloubku mikrostruktury v rozmezi od 252,344 do 257,6+6,6 um. Ziskané
vysledky geometrie mikrokanali z téchto dvou analyz se mezi sebou vyznamné lisi. Jako
spravné byly piijaty vysledky konfokalni laserové mikroskopie. V pribéhu SEM pozorovani
bylo obtizné zvolit vybrané oblasti méfeni (hran mikrokandlid) z hlediska nepatrného
naklonéni bocnich stén. DalS§im faktorem, ktery mohl mit vliv na pfesnost méfeni, mohla byt
kolmost uchyceni vzorku, vzhledem k draze elektronového paprsku. Provedené zobrazovani
pticnych fezii pomoci CLSM metody potvrdilo sklon bo¢nich stén a umoznilo jednoznaéné
urcit Sitky a hloubky jednotlivych elementii struktury. Zkoumani drsnosti provedené pomoci
CLSM metody na dn€¢ mikrokandlu ukazalo primérnou hodnotu parametru Ra ve vysi
0,0128+0,005 pm. Hodnota drsnosti Ra nakoupenych kiemikovych desti¢ek byla 0,0005 um.
Ziskany vysledek je o dva fady vysSi, nez je registrovdn pro matrici, ovSem blizce
koresponduje tidajim uvadénym v literatuie. Pizzo a jeho kolektiv, rovnéz ukazuji podobné
vysledky repliky kiemiku diamantem [107]. Analyza fyzikalné-chemickych a mechanickych
vlastnosti byla provedena pomoci technik XPS, EDX, méfeni SEP a také nanoindentace.
Vysledky XPS prokazaly ptitomnost uhliku, kysliku a dusiku na povrchu mikroCipu.
Provedena analyza spekter ve vysokém rozliSeni umoznila uréeni jednotlivych vazeb. Pro
uhlik C1s byly ziskany vazby C—C sp (285 eV), —-C-H, C-N, (286 e¢V), —-C=0 (288 e¢V), -C—
O— (287,2 V) [128 — 131]. Vysoce rozliSené spektrum Nls bylo charakterizovdno nizkou
intenzitou piku a také jeho velkou Sitkou. Muze to znamenat vyskyt vazeb C—N dvojitych a
trojitych. Analyza Ols také prokazala dva stavy s rozdily kolem 1eV pro C-O i C=0.
Z provedené analyzy Ols a Nls Ize konstatovat, Ze s nejvétsi pravdépodobnosti jsou atomy
dusiku a také kysliku vdzany s nediamantovymi druhy uhliku podél povrchu hranic zrn.
Vysledek spektroskopie charakteristickych energetickych ztrat elektroni EELS piku Cls
ukéazal spektrum velmi podobné jednoduchému krystalu. Siroka rezonance m-m* o nizké

intenzit& v rozmezi od 9 do 13 eV ukazuje pritomnost vazeb sp® amorfniho uhliku (pouze na
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povrchu) [132]. Provedend analyza EDX byla provedena v bod¢, a také podél linie kolmé k
mikrokanalu. Vysledky bodového zkoumani poukazuji pouze na pfitomnost uhliku na
povrchu mikrokanalu, zatimco linedrni analyza prokézala vyskyt velmi malého mnoZstvi
kifemiku nachazejiciho se na okraji mikrokandlu. Ptitomnost tohoto prvku je vysvétlovana
nepiesnosti leptani kifemikové matrice, na které byla deponovana diamantovd vrstva.
Zkoumdani thlu smaceni provedené v 90-ti dennich intervalech ukazalo tendenci zmény
charakteru povrchu zhydrofobniho ve sméru hydrofilnim. Volnd povrchova energie
vypoctena na zakladé¢ zmény Uhlu smécfeni se snizuje v ¢ase. Nejmensi hodnota SEP, a
zaroven nejslabsi vlastnosti adheze, byla ziskana pro vzorky po dob¢€ 180 dnti. Tato vlastnost
je ptictena oxidaci povrchu [29]. Z vysledkii nanoindentace bylo mozné urcit hodnoty tvrdosti
(85,1£10,2 GPa) a Youngova modulu pruznosti (1114,5+183,8 GPa) zkoumaného vzorku.
Ziskané vysledky siln¢ koreluji s vysledky obdrzenymi Chowdhurym a jeho kolektivem pro
nedopovany polykrystalicky diamant [138]. Pomérné velka odchylka méfeni byla zpisobena
vysokou tvrdosti materidlu, jehoZz tvrdost byla podobna tvrdosti indentoru. V pribéhu méteni
dochazelo ke geometrické zméné tvaru penetratoru vzniklé jeho opottebenim pii prachodu
vzorkem.

V rédmci analyzy fazového slozeni bylo v této praci provedeno zkoumani pomoci Ramanovy
spektroskopie a difrakce rentgenovych paprskii. Ramanova studie provedena v rtznych
mistech potvrdila homogenitu ziskan¢ diamantové struktury. Na spektrech byl zaznamenan
samotny pik pro 1332 cm™ odpovidajici diamantové fazi s rozdily posunuti piku mensimi nez
0,7 cm™. Parametr $itky v poloving maxima, ziskany pro vrstvy polykrystalického diamantu,
uvedeny Agerem a jeho kolektivem je od 5 do 15 cm™ [139]. V této praci je prezentovany
parametr FWHM zkoumaného diamantu, ktery se nachazi v rozmezi od 3,5 do 3,9 cm’. Tento
faktor prokazuje vysokou kvalitu a stupeit krystalinity vyrobené vrstvy [140].
Komplementarnim zkoumanim potvrzujicim krystalinitu a uspotadani struktury byla difrakce
rentgenovych paprski XRD. Byl pozorovan vyznaény smér krystalografické orientace
zkoumaného materialu (220), ktery oznacuje vyskyt textury analyzované¢ho vzorku.
Provedena analyza tepelnych vlastnosti umoznila uréeni soucinitele tepelné vodivosti A
vrozmezi od 1040 do 1280 Wm'K'. Ziskané hodnoty jsou podobné hodnotam uvadénym
v literatufe, které jsou zmefeny ve stavu tepelné rovnovahy technikou tepelného toku. Worner
a kolektiv [141] vykdzal pro diamantové vzorky CVD, o tloust’ce v rozmezi od 50 do 172 um,

siroky rozsah tepelné vodivosti od 700 do 2000 Wm™'K™. S védomim, e ziskana diamantova
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mikrostruktura ma anizotropni vlastnosti (sloupcova struktura), je mozné ocekavat zvySeni
tepelné vodivosti ve sméru kolmém k povrchu.

Vysoka kvalita vyrobené¢ho diamantového polykrystalického mikro¢ipu byla rovnéz
potvrzena analyzou optickych vlastnosti pomoci spektroskopie UV-Vis. Vysoka absorbance
je patrna v celém rozsahu vlnovych délek. Nicméné€, zaznamenané spektra dobie odpovidaji
spektriim ziskanym Mokunovem a jeho kolektivem [142] pro nedopované jednotlivé krystaly
diamantu vyrobené¢ metodou CVD. Absorpcni pas pii 222 nm umoznil vypocet energie
zakazaného pasu, ktery ¢inil 5,58 eV pro zkoumany material. Tato hodnota je srovnatelna s
dobfe zndmou hodnotou uvadénou v literatuie, coz je 5,5 eV [143,144]. Nepatrné¢ rozdily
pravdépodobné vyplyvaji z riznych metod odhadu energetickych mezer. Korelace ziskanych
vysledki a hodnot uvadénych v literatufe je blizka. S cilem sniZeni podilu rozptylu v
absorpCnich spektrech, byla pouzita integrujici koule. Dle o¢ekavani, rozptyl siln¢ oslabuje
ziskané maximum pii 222 nm. Podobné pasmo zmaxima pii 222 nm bylo nalezeno
Altukhovem a jeho kolektivem [144] ve spektru fotocitlivosti fotodetektoru postavené¢ho
z ptirodniho diamantu. Odhadovand energeticka mezera srovnatelna s literarnim tvrzenim pro
nedopované diamantové krystaly, potvrdila absenci necistot ve vyrobeném mikrocipu.

V ramci této disertacni prace byla provedena analyza rozlozeni teploty v diamantovém
mikroCipu pomoci termoviznich kamer. Bylo prokdzano ziskéni pfiznivéjSich rozloZeni
hodnot teploty pouZzitim materidlu o vysoké tepelné vodivosti ve spojeni s Peltierovym
¢lankem slouzicim k odvedeni generovaného Jouleova tepla béhem priibéhu mikrocipové
elektroforézy. V této praci, s cilem urceni generovaného tepla, byl zvolen a charakterizovan
pufr k provedeni elektroforézy v mikrokanalech. Byl pouzit Triss o hodnoté pH 7,2
charakterizujici se nejvétsi elektrickou vodivosti 13 mS/cm. Tento vybér byl vhodny pro
nejvyraznéj$i vizualizaci tepelnych zmén probihajicich ve struktufe (nejvySSi hodnota
generovaného tepla). Zpracovana chladici soustava ve spojeni s diamantovym mikro¢ipem
umoznila rychlé odvedeni tepla. Behem vyzkumu bylo zjiSténo, Ze jiz pii1 chladici teploté
20°C je Jouleovo teplo vznikajici pti 2 kV zcela odvedeno. Byla pozorovana také mista
lokalniho ohfevu umisténa v okoli elektrod (hlavné anody). Dale byly zjiStény tepelné rozdily
mezi mikrokandly a jejich vzdjemny ohfev (zvySené teploty ve vnitfnich mikrokanalech).
V pribehu tepelnych analyz byla registrovand teplota na povrchu krytu mikro¢ipu. V rdmci
této prace byla urCena také teplota uvnitf mikrokanalu odstranénim tlumeni infracervené¢ho
zafeni zplisobeného transmitanci krytu. Byly zaznamenany zna¢né rozdily teploty (kolem 11

°C) mezi vybranou oblasti uvniti mikrokanalu a povrchem krytu. Wu a jeho kolektiv [145]
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rovné€z popisuji jevy spojené s Jouleovym teplem vznikajicim v mikrokanalech. Prokézali tti
aspekty vzrustu teploty — obecné zvySeni teploty roztoku pufru uvnitt mikrokandlu, radialni
teplotni gradient uvnitt mikrokanalu a také nestejnorodé rozlozeni distribuce tepla v axidlnim
sméru.

Zavérem je tfeba dodat, ze pouziti materidlu s vysokou tepelnou vodivosti v
kombinaci se navrZzenym chlazenim vyrazné zlepSuje tepelné podminky bchem
elektroforetickych procest provedenych s pouzitim mikro¢ipt. Diky tomuto feSeni miizeme
urychlit procesy elektroforézy a zlepSit kvalitu ziskdvanych vysledk. Dal§i vyhodou
piedlozeného zatizeni je chemickd odolnost diamantu, ktery mtze byt pouzity i pro vysoce

agresivni ¢inidla.
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7. Zavéry

V ramci této prace bylo navrzeno a vytvoieno zatizeni pro mikro¢ipovou elektroforézu
z polykrystalického diamantu spojeného s chladicim systémem pracujicim na zakladé
Peltierova ¢lanku. Byla vypracovana metodika vyuzitelnosti mikro¢ipu a poddna komplexni
charakteristika parametri vyrobeného pfistroje.

Provedené experimenty a ziskané vysledky zkoumani umoziuji stanovit nasledujici

Zavery:

e Na ziklad¢ ziskanych vysledki tepelné vodivosti mikrostruktury z polykrystalického
diamantu bylo zjiSténo, ze polykrystalicky diamant vyrobeny metodou MPCVD je
materidlem vyrazné lepSim, ve srovnani se sklem a plasty pouzivanymi v soucasné dobé

pro mikroc¢ipovou elektroforézu.

e Chladici soustava, zaloZzend na Peltierovu ¢lanku, umoznila ucCinné odvedeni

generovaného Jouleova tepla.

e Chladici soustava, zaloZena na Peltierovu ¢lanku, zajistila udrzovani konstantni teploty

v prub&hu procesu mikrocipové elektroforézy.

e Pouziti diamantového elektroforetického mikroCipu, chlazeného Peltierovym c¢lankem,

m¢élo za nésledek snizeni relativné velkych teplotnich gradientt podél mikrokanali.

e Negativni vliv vzajemného ohfevu sousednich mikrokanald, zplsobujici vyssi teploty
vnittnich mikrokanali, mGZe byt ovlivnén pouzitim Peltierova ¢lanku uréeného k chlazeni

diamantového mikrocCipu.

e Vyuziti diamantu v mikrocipové elektroforéze, v kombinaci s chladicim systémem,
dovoluji snizeni oblasti zvySené teploty, ktera se nachdzi v okoli mikrozasobnikt, ke

kterym jsou pfipojeny elektrody.

Na zéklad€ uvedenych zaveérh Ize konstatovat, Ze poloZena teze prace je dokazana.
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9. Seznam obrazku a tabulek

Seznam obrazku:

Obr. 1 Schéma geometrie elektroforetického mikrocipu, S — zdasobnik se vzorkem, SW — zasobnik  str.11
odpadii vzorku, B — zasobnik pufru, BW — zasobnik odpadii pufru, D — bod detekce

Obr. 2 Schéma mikrocipu s jednotlivymi kandly. Ve zvétSeni jsou zobrazeny systémy zavedeni  str.13
zkoumanych vzorkii ve tvaru T — injektoru a dvojitého T — injektoru

0br. 3 Kremenny mikrocip pro separace bilkovin, (4) Schéma zavedeni vzorku a jednotlivé  str.15
postupy separace, SR — zdsobnik ze vzorkem, SW — zasobnik odpadii vzorku, BW —
zasobnik s pufrem, SW — zdasobnik odpadit pufru (B) Fluorescencni snimky z jednotlivych
fazi zavedeni vzorku

Obr. 4 Zpusob vyplnovani mikrokanalu: a) zavedeni vzorku do hlavniho kandlu, str.16
b) davkovani vzorku

Obr. 5  Pouziti elektrického pole k eliminaci jevu disperse v pribéhu elektroforézy: a) profil  str.16
priitoku bez pouziti ventilu, b) profil pritoku s pouzitim ventilu c) schéma umisteni
mikroelektrod v mikrocipu

Obr. 6 Elektroforeticky mikrocip a) schéma kandlit na skleneném substratu, b) obraz ukazujici  str.17
spojent 4 kanalii o Sirce 30 um
Obr. 7  Elektroforeticky mikrocip se serpentinovou geometrii hlavniho kandalu, S — vzorek, B —  str.18

pufr, SW— zasobnik odpadu vzorku, BW — zdasobnik odpadit pufru

Obr. 8  Geometrie mikrokandlii pro mikrocipovou elektroforézu s detekci pomoci hmotnosti  str.18
spektrometrie, MS — hmotnostni spektrometr, S — vzorek, B — pufr, SW — zasobnik odpadii
vzorku, SL — tekutina podporujici ionizaci, W — tekutina pro proplachnuti

Obr. 9  SEM snimky pricnych rezit mikrokandlii: a), b) kandl o ovalném tvaru vyrobeny ze sodno-  str.20
vapenného skla, ¢) kandl o lichobéznikovem tvaru vyrobeny z polykrystalického diamantu

Obr. 10  Elektroforeticka separace DNA: a) elektroforegram ziskany pri zkoumani provedeném  str.26
soucasné v 16 kandlech, b) ctyrbarevnd analyza sekvencovani DNA

Obr. 11 Schéma 96 kandlového elektroforetického mikrocipu pro genetické analyzy. Geometricke  str.28
rozmery: Sirka odpadnich kanadlit 300 um, separacni kanal 85 um, katodovy kanal 200 um

Obr. 12 a) Elektroforeticky mikrocip pro geneticke analyzy skladajici se z 96 kanali. Separacni  str.29
kanal 200 um ve tvaru T - injekce, Sirka kanadlu 110 um, hloubka 50 um a primer nadrzi
1,2 mm. Separacni kanal ve vzdalenosti 33 mm od detektoru, primer mikrocipu 100 mm b)
Electroforegram z 96 kandlit pro MTHFR genotyp ziskany v case kratsim nez 100 s. Byly
pouczity dva typy fluorescencnich markérii pro oznaceni a detekce

Obr. 13 Diagnoza preskupeni genu ymfomu (latina lymfomu) pomoci kapilarni elektroforézy (A) a  str.30
mikrocipu(B)

Obr. 14 Mikrocip s integrovanymi kandly imunoreaktoru. Usek J1 - J3 byl pouzit k michini s str.31
antigenem a znackovaci ldtkou. Usek J3 - J4 byl pouzit k michdani (Th) s antigenem a
znackovaci latkou. Ve zvétseni je uveden system dvojitée T - injekce

Obr. 15 Usporadani a rozmeéry mikrocipu z materialu sklo - PDMS. S - zasobnik vzorki, B —  str.32
zasobnik pufiu, SW — zasobnik odpadii vzorku BW — zasobnik odpadii pufru R — zasobnik
oxidantu roztoku

Obr. 16 Schéma integrovaného elektroforetickeho  mikrocipu s podkladem vyplnujicim  str.34
mikrokanaly. Pohled shora a bocni ukazuje hustotu podkladu trypsinu. Ostatni rozmeéry
Jsou: Sirka kanalu 230 um u zasobniki, Sirka hlavniho kanalu 30 um. Hloubka kanalu je
10 mm po celé délce

Obr. 17  Schéma mikrocipu pouzivajiciho dvourozmérnou techniku: a) struktura mikrocipu, b)  str.35
schema provedeni zkoumani, S - zkoumany vzorek, B — pufr, W - odpad

Obr. 18  Elektroforegram komplexu SDS — bilkovina. Rozsah napéti od 350 V do 1200 V str.35
Obr. 19  Pouziti riiznych materialii v mikrocipové elektroforéze str.36
Obr. 20  Technologie vyroby mikrocipu: a) pro sklenény ¢ip [4], b) pro ¢ip vyrobeny z PDMS str.39

Obr. 21 SEM snimek prurezu mikrokandlu vyrobeného z PMMA technikou laserové ablace, sirka  str.40
kanalu 150 — 400 um, hloubka od 50 do 1500 um

Obr. 22 Schéma ukazujici proces vyroby diamantové mikrostruktury s pouzitim metody repliky str.41

Obr. 23 Schéma ukazujici etapy dvoustupriovéeho procesu repliky str.41

Obr. 24 SEM snimky prikladu diamantovych mikrostruktur ziskanych pomoci jedno a  str.42
dvoustuprnové techniky repliky

Obr. 25  Sklenena mikrostruktura vyrobend technikou ICP — RIE o hloubce 80 um, a) snimek  str.43
struktury, b) SEM snimek jednotlivé stény o Sirce 2 um

Obr. 26  Céasti modelii 3D zarizeni: a) Diamantova mikrostruktura b) Vyplii mikrokandlii (pufy — str.47
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KCL) ¢) Diamantovy kryt
Obr. 27 Diskretizace tvaru mikrokandli vyplnénych pufrem KCL str.47
Obr. 28  Ukdzkové vysledky pocitacovych simulaci: a) distribuce teploty ve struktuie ze skla b)  str.48
distribuce teploty ve strukture z diamantu c) distribuce teploty v prirezu skleneného
mikrocipu d) distribuce teploty v pritrezu diamantového mikrocipu e) distribuce tepelného
toku podeél mikrokanalui

Obr. 29  Porovnavaci rozlozeni teploty pro mikrokandly ze skla a diamantu str.49
Obr. 30  Projekt vytvorené masky k fotolitografii str.50
Obr. 31  Struktura s oznacenymi misty zvétsenych detailii str.51

Obr. 32 Zvétseni fragmentii pocitacového navrhu struktury zobrazujici hlavni detaily siti  str.52
mikrokanali, rozméry uvedeny v [um]

Obr. 33 Technologie vytvoreni kiemikové matrice str.52
Obr. 34 Schéma sekvence vytvoreni kremikové struktury str.54
Obr. 35  Ziskané geometrie masky. a) celkovy pohled na strukturu b) jednotlivé mikrokandly str.54
Obr. 36 Snimek SEM zkuSebni struktury str.54
Obr. 37 Schéma reaktoru k osazovani vrstev polykrystalického diamantu MP CVD [108] str.55
Obr. 38 Ndhled pristroje MP CVD model DF — 100 pouZitého k vytvoreni polykrystalického — str.56
diamantu
Obr. 39  Vytvorena diamantova mikrostruktura str.56
Obr. 40  Schématické zobrazeni spojeni mikrostruktury s krytem str.57
Obr. 41  Diamantova mikrostruktura uzaviend krytem s pripojenymi mikroporty str.58
Obr. 42 Vyznaceni uhlu smdceni z geometrie kapky [115] str.63
Obr. 43 Graf zatézujici sily ve funkci proniknuti indentoru str.65
Obr. 44 Schéma typického uspordadani zarizeni pro méreni tepelné vodivosti ve sméru kolmém na  str.67
povrch
Obr. 45 Schéma sestaveného zarizeni str.71
Obr. 46  Celkovy ndhled na testovaci soustavu str.72
Obr. 47  Mé¥ici hlava zkuSebni soustavy str.72
Obr. 48  Vysokonapétové elektrody: a) pripojeni ke zdroji pomoci adapteru, b) tvar platinové  str.73
elektrody
Obr. 49 Vysokonapetovy zdroj str.73
Obr. 50  Prikazy algoritmu str.74
Obr. 51  Hlavni okno ovldddini programu str.75
Obr. 52 Schéma zarizeni s oznacenymi oblastmi pro SEM analyzu str.76
Obr. 53 SEM snimky detailu A str.76
Obr. 54 SEM snimky detailu B str.77
Obr. 55 SEM snimky detailu C str.77
Obr. 56  SEM snimky detailu D str.77
Obr. 57 SEM snimky zkuSebni struktury detailu E str.78
Obr. 58 SEM snimky polykrystalické strany vzristu diamantu str.78
Obr. 59  PFic¢ny rez mikrozdsobnikem str.79
Obr. 60  Pricny fez hlavnim mikrokandlem str.79
Obr. 61  Pricny ez spojovacim mikrokandlem str.80
Obr. 62  Topografie povrchu diamantové mikrostruktury str. 81
Obr. 63 Profil drsnosti povrchu diamantové mikrostruktury str.81
Obr. 64  Topografie povrchu dna diamantové mikrostruktury str.81
Obr. 65  Profil drsnosti dna diamantové mikrostruktury str.82
Obr. 66  XPS spektrum diamantového vzorku v rozsahu od 1000 do 0 eV str.82
Obr. 67  XPS spektrum ve vysokém rozliseni pro uhlik str.83
Obr. 68  XPS spektrum ve vysokém rozliSeni pro dusik str.84
Obr. 69  XPS spektrum ve vysokém rozliseni pro kyslik str.84
Obr. 70  Spektroskopie charakteristickych energetickych ztrat elektronii str.85
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Bodova mikroanalyza EDX: a) spektrum, b) oznacené misto mereni

Liniova mikroanalyza EDX ziskana napric¢ mikrokandlem

Vysledek zkoumani EDX s oznacenymi zménami chemického sloZeni

Profil kapky vody na zkoumaném povrchu: a) po vyrobé, b) po 90 dnech, c) po 180 dnech
Profil kapky dijodometanu na zkoumaném diamantovém povrchu: a) po vyrobé, b) po 90
dnech, c) po 180 dnech

Vysledky vypoctu volné povrchové energie zkoumaného vzorku

Graf zobrazujici zménu tvrdosti ve funkci proniknuti indentoru do vzorku

Graf zobrazujici zménu Youngova modulu ve funkci proniknuti indentoru do vzorku
Priklad Ramanova spektra ziskaného v mikrokandlu, zvétseni ukazuje nepritomnost jinych
charakteristickych pikit od riznych fazi uhliku

Difraktogram diamantového vzorku s oznacenymi rovinami a také jejich intenzitou ve
srovnani s krystalografickou databazi ICDD

Schéma pritbechu méreni modifikované metody k méreni tepelné difuzivity ve sméru
rovnobézném s jeho povrchem

Vystupni signal méreny In-Sb infracervenym detektorem a proloZeni kiivkou pro
adiabaticky model

Absorpcni spektra diamantového mikrocipu v oblasti UV-Vis: a) ziskané ve standardni
transmisni konfiguraci, b) pri pouZiti integracni koule

Priklad rozlozeni teploty na povrchu Peltierova clanku (zaznamendano pomoci kamery
VarioCam)

Priibéh chlazeni v zavislosti na case pro zvolenou teplotu 12°C

Zavislost zmeny teploty s funkci hodnoty pH roztoku [134]

Termogram ukazujici rozlozeni teploty na povrchu mikrocipu v pribéhu chlazeni na
teplotu 8°C (zaznamendno pomoci kamery VarioCam)

Termogram zkoumané mikrostruktury s privedenym napétim o hodnote: a) 1000V, b)
2000V; ¢) 3000V, d) 4000V (zaznamendano pomoci kamery VarioCam)

Charakteristika teploty povrchu v zavislosti na zvySovani napeti

Termogramy zkoumané struktury pri privedeném napéti 4000 V: a) bez chlazeni b)
z chlazenim na teplotu 10°C (zaznamendno pomoci kamery VarioCam)

Odvadeni tepla z mikrocipu

Termogramy mikrokanalii s privedenym napetim o hodnote: a) 1 kV; b) 1,5 kV;
c) 2kV;d) 2,5 kV (zaznamendano pomoci kamery Titanium)

Termogramy mikrokandlit s privadenym napétim o hodnoté 2 kV se souc¢asnym chlazenim
na teplotu: a) 5°C; a) 10°C; a) 150C; a) 20°C (zaznamendno pomoci kamery Titanium)
Termogramy. a) pro kiemenné sklo (oblast 1) po korekci viivu soucinitele 1, b) pro
kremenné sklo s PDMS tésnénim (oblast 1) pred korekci viivu soucinitele 1, na pozadi
scény absolutné cerného téla (oblast 2) (zaznamenano pomoci kamery Titanium)
Termogramy. a) méreni na povrchu krytu bez korekce, b) méreni s korekci soucinitele
transmitance krytu (zaznamenané pomoci kamery Titanium)
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Méieni geometrie mikrostruktury
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Obr. 1 Obraz CLSM mikrozasobniku: a) s vyznacenymi misty rezu, b) zobrazeni ve 3D

um A Dlugosc = 1387 pm Pt =267 yum Skala = 500 ym
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Obr. 3 Geometricke méreni mikrozasobniku v rezu A
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Obr. 7 Meéreni pole Fezu v misté rezu B
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Spojujici mikrokanal
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Obr. 8 Obraz CLSM spojujiciho kanalu: a) plosné zobrazeni, b) zobrazeni ve 3D
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Obr. 12 Obraz CLSM hlavniho kandlu.‘oa) plosné zobrazeni, b) zobrazeni ve 3D
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Obr. 13 Profil hlavniho mikrokanadlu: a) na méreném rozsahu 1386um, b) na rozsahu 187um
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Obr. 16 Obraz CLSM morfologie povrchu: a) plosné zobrazeni, b) zobrazeni ve 3D
pm Profil #1/512Pt=89pum Skala=230pm Os Y =-138 um
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Obr. 17 Profily drsnosti namérené ve dvou mistech
ISO 4287
Opis Mean Std dev Min Max
Parametry amplitudy — profil chropowatosci
Rp um Rp: Maksymalna okoSE piku prof 0.814 0.46 03 45
Rv um Rv 1.68 0.662 03 3.75
Rz um R 25 0.949 0.75 7.95
Rc um 222 0.847 0.825 8.1
Rt um 3.69 175 1.2 15.6
Ra um 0.315 0.103 0.0983 0.566
Rq um Rq: Ocichylanie srednie 0.484 0.146 0.193 0.869
ISO 4287
Opis Mean Std dev Min Max
Parametry amplitudy — profil chropowatosci
Rp um i S 0.728 0.211 03 1.65
Rv um 1.56 0.618 0.45 3.45
Rz um 229 0.702 09 4.2
Rc um 1.92 0.566 07 4.45
Rt um 3.2 1.23 0.9 14 .4
Ra um 0.286 0.104 0.0942 0.536
Rq um Rq: Odchyienie 0.448 0.142 0.185 0.826

Obr. 18 Ziskané hodnoty drsnosti pro jednotliva méreni
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Obr. 19 Obraz CLSM morfologie povrchu: a) plosné zobrazeni, b) zobrazeni 3D
pm Profil # 1/512 Pt = 12.6 um Skala =30 pm O$ Y =-139 uym
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Obr. 20 Profily drsnosti namérené ve dvou mistech
1SO 4287 1ISO 4287
Mean Std dev Min Max Mean Std dev Min Max
Parametry amplitudy — profil chropowatosci Parametry amplitudy — profil chropowatosci
Rp pm 0.818 0.458 045 5.25 Rp pm 1.27 1.654 0.45 10
Rv pm 1.68 0.624 0.6 435 Rv um 1.61 0.66 0.45 45
Rz um 25 0.85 1.2 8.1 Rz um 288 1.96 0.9 12.2
Re um 219 0.81 1.05 79 Re pm 243 1.68 1.05 "
Rt um 377 225 1.5 15.3 Rt pm 4.38 3.55 15 17.7
Ra um 0.321 0.0991 0.148 0.772 Ra pm 0.354 0.186 0.165 1.37
Rq um 0.491 0.136 0.268 1.18 Rq pm 0.551 0.323 0.252 212

Obr. 21 Ziskané hodnoty drsnosti pro jednotliva méreni
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Obr. 22 Obraz CLSM morfologie povrchu: a) plosné zobrazeni, b) zobrazeni ve 3D
pm Profil #1/512 Pt = 6.6 pm Skala =30 pm O Y =-139 pm
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Obr. 23 Profily drsnosti namerené ve dvou mistech
1SO 4287 1SO 4287
Mean Std dev Min Max Mean Std dev Min Max
Parametry amplitudy — profil chropowatosci Parametry amplitudy — profil chropowatosci
Rp pm 0.692 0.209 03 1.5 Rp pum 0.645 0.311 0.15 48
Rv pm 137 0513 0.45 3.75 Rv um 1.29 0.597 0.3 36
Rz pym 207 0622 1.05 4.65 Rz pm 1.94 0.822 0.6 8.25
Re pm 1.86 0571 08 465 Rc um 1.75 0.822 0.675 7.9
Rt pm 278 0.984 1.2 13.5 Rt pym 264 1.2 0.9 13.8
Ra pum 0.283 0.102 0.0963 0.644 Ra pum 0.25 0.119 0.0699 0.626
Rq pm 0.431 0.132 0.18 0.861 Rq um 0.393 0.163 0.144 1

Obr. 24 Ziskané hodnoty drsnosti pro jednotliva méreni
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Obr. 25 Obraz CLSM morfologie povrchu: a) plosné zobrazeni, b) zobrazeni ve 3D

Profil # 1/ 512 Pt =15 pm Skala =20 pm 08 Y =-139 pm
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Obr. 26 Profily drsnosti namérené ve dvou mistech
1SO 4287 1ISO 4287
Mean Std dev Min Max Mean Std dev Min Max
Parametry amplitudy — profil chropowatosci Parametry amplitudy — profil chropowatosci
Rp pm 0.266 0.441 0 3 Rp pm 0.327 0.48 0 33
Rv pm 0.242 0.231 0 1.35 Rv um 0.26 0.259 0 15
Rz um 0.508 06 0 435 Rz pm 0.587 0.656 0 48
Re pm 197 145 06 6.6 Re um 1.23 0.969 0.6 57
Rt pm 0.991 113 0 72 Rt pm 1.06 1.24 0 6.9
Ra gm 0.00788 0.0132 0 0.104 Ra um 0.0105 0.0144 0 0.0821
Rq pm 0.0472 0.0602 0 0.39 Rq um 0.0551 0.0616 0 0.38

Obr. 27 Ziskané hodnoty drsnosti pro jednotliva méreni
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Obr. 28 Obraz CLSM morfologie povrchu: a) plosné zobrazeni, b) zobrazeni ve 3D
pm A Profil # 1/ 512 Pt = 2.7 pm Skala =20 pm 08 Y =-139 pm
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Obr. 29 Profily drsnosti nameérené ve dvou mistech
ISO 4287 ISO 4287
Mean Std dev Min Max Mean Std dev Min Max
Parametry amplitudy — profil chropowatosci Parametry amplitudy — profil chropowatosci
R um 0.32 0585 0 48 R um 0.466 0.802 0 48
Rv  um 0.346 027 0 1.95 Rv  pm 0.482 0.332 0 2.1
Rz pum 0.666 0732 0 54 Rz um 0.948 0.98 0 6.9
Re  um 1.38 13 06 99 Re  pm 1.34 0934 0.6 6.9
Rt um 1.25 1.32 0 99 Rt pm 155 179 0 129
Ra pm 0.0106 0.012 0 0.077 Ra pm 0.0238 0.0337 0 0.202
Rg  um 0.06 0.0623 0 0.44 Rg  um 00958 0.098 0 0.726

Obr. 30 Ziskané hodnoty drsnosti pro jednotliva méreni
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Obr. 31 Obraz CLSM morfologie povrchu: a) plosné zobrazeni, b) zobrazeni ve 3D

pm

Profil #1/512 Pt =2.1 pm Skala =20 pm O$ Y =-139 pm
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Obr. 32 Profily drsnosti nameérené ve dvou mistech

Rp
Rv
Rz
Re
Rt
Ra
Rq

1SO 4287

um
um
um
um
um
um
um

Mean

0.185
0.323
0.507
1.89
1.01
0.01
0.0518

Std dev

0483
0.299
0.66
1.34
1.25
0.0179
0.0672

Parametry amplitudy — profil chropowatosci

Min

0

Max

4.05
1.65
48
8.4
96
0.104
0.502

ISO 4287

Rp
Rv
Rz
Re
Rt
Ra
Rq

um
um
um
um
um
um
um

Mean

0.205
0.342
0.547
1.82
0.984
0.0141
0.0596

Std dev
Parametry amplitudy — profil chropowatosci

0474
0.272
0.628
1.21
11
0.0346
0.0822

Min

Max

42
1.65
585

57

9.9
0.22

0.627

Obr. 33 Ziskané hodnoty drsnosti pro jednotliva méreni
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Ramanova spektroskopie
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Priklady spekter ziskané pomoci ramanovy spektroskopie v jednotlivych mistech

oznacenych na obrazku 1 diamantové mikrostruktury.
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Priloha 5

RozlozZeni teploty na povrchu Peltierova ¢lanku
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Obr. 7 Termogram pii teploté 1°C Obr. 8 Termogram pii teploté 2°C
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Obr. 15 Termogram pri teploté 9°C Obr. 16 Termogram pii teplote 10°C
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Obr. 19 Termogram pii teploté 13°C Obr. 20 Termogram pii teploté 14°C

-8

Obr. 23 Termogram pii teplote 17°C Obr. 24 Termogram pii teploté 18°C
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Obr. 27 Termogram pii teploté 21°C

Obr. 31 Termogram pii teploté 25°C

Obr. 30 Termogram pri teploté 24°C

148



@ Mateusz Fijatkowski Diamantovy elektroforeticky mikrocip chlazeny
Peltierovym clankem

Ptiloha 6

RozloZeni teploty na povrchu mikrocipu v pribéhu

chlazeni
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Obr. 7 Pri teploté 10°C Obr. 8 Pri teploté 12°C
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Obr. 13 Pri teplote 22°C Obr. 14 Pri teploté 24°C
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Priloha 7

Méreni rozlozeni teploty a vlivu chlazeni provedené

v prubéhu elektroforetického procesu
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Obr. 5 Privedeno napéti 1000V se
soucasnym chlazenim na 5°C

Obr. 6 Privedeno napéti 1000V
se soucasnym chlazenim na 10°C
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Obr. 7 Privedeno napéti 1000V
se soucasnym chlazenim na 15°C

Obr. 9 Privedeno napéti 1500V
se soucasnym chlazenim na 5°C
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Obr. 11 Privedeno napéti 1500V
se soucasnym chlazenim na 15°C
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Obr. 8 Privedeno napéti 1000V
se soucasnym chlazenim na 20°C

Obr. 10 Privedeno napéti 1500V
se soucasnym chlazenim na 10°C

Obr. 12 Privedeno napéti 1500V
se soucasnym chlazenim na 20°C
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Obr. 13 Privedeno napéti 2000V

Obr. 14 Privedeno napéti 2000V

se soucasnym chlazenim na 5°C se soucasnym chlazenim na 10°C

Obr. 15 Privedeno napéti 2000V
se soucasnym chlazenim na 15°C se soucasnym chlazenim na 20°C

Obr. 16 Privedeno napéti 2000V
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