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Abstract 

Over recent years, droplet-based microfluidic systems have become powerful tools with which to perform 
a wide range of biological and chemical experiments. The studies described in this thesis, aim to develop 
novel droplet-based platforms and associated techniques and materials, with a view to enhance both the 
analytical performance of droplet-based microfluidics technologies, but also their application to 
contemporary biological of interest. Specifically, the work described herein includes the design, 
manufacture and application of a novel robotic system for studying enzyme kinetics, the creation of new 
biocompatible surfactants use in droplet-based experiments and an innovative temperature gradient 
platform for the rapid characterization enzymatic activity. This thesis compromises five main chapters:  

Chapter 1 provides a general introduction to the field of droplet microfluidics and discusses the ideas 

behind compartments-on-demand, fluorosurfactants and methods for the characterization of enzyme 

function. The final section of this chapter details the specific aims of the thesaural work. Chapter 2 is 

dedicated to the design, fabrication and testing of a robotic platform for the rapid and accurate assessment 
of enzyme kinetics. The approach provides for a novel and improved method of generating precisely 
controlled compartments in a bespoke fashion. The chapter describes technical aspects of the robotic 
platform, characterization of the droplet generation process and presents experiments on enzyme kinetics 

and inhibition of sweet almond β-glucosidase. Chapter 3 describes the synthesis of biocompatible fluorous 

surfactants for use in droplet-based microfluidic systems. Studies report novel methods for the synthesis, 
functionalization and purification of fluorosurfactants, and also the synthesis of three novel and 

functionalized fluorosurfactants. Chapter 4 describes the development of microfluidic platform integrating 

a controllable temperature gradient for the efficient characterization of both enzymatic activity and 
stability. The proof-of-principle studies present the design and fabrication of glass device design for such 
experiments, the development of temperature gradient platform and initial calibration experiments. Finally, 

Chapter 5 provides a brief assessment of the work performed and suggestions for the future refinement 

of the robotic and temperature gradient platforms for use in enzymatic research.  
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Sommario 

Negli ultimi anni, le tecnologie microfluidiche a gocce sono diventate strumenti potenti per eseguire 
un'ampia gamma di esperimenti biologici e chimici. Gli studi descritti in questa tesi hanno lo scopo di 
sviluppare nuove piattaforme in questo settore con relative tecniche e materiali, al fine di migliorare le 
prestazioni analitiche delle tecnologie microfluidiche a gocce e la loro applicazione nei sistemi biologici di 
interesse. In particolare, il lavoro qui descritto comprende la progettazione, la fabbricazione e l'applicazione 
di un nuovo sistema robotico per lo studio della cinetica enzimatica, la creazione di nuovi tensioattivi 
biocompatibili utilizzati in esperimenti di microfluidica a gocce e un'innovativa piattaforma basata sul 
gradiente di temperatura per una rapida caratterizzazione dell'attività enzimatica. Questa tesi include 
cinque capitoli principali: 

Il capitolo 1 fornisce un'introduzione generale nel campo della microfluidica a goccia e discute le idee 

alla base dei compartimenti su richiesta, i fluorosurfactanti ed i metodi per la caratterizzazione della 
funzione enzimatica. La sezione finale di questo capitolo descrive gli obiettivi specifici del lavoro tesi. 

Il capitolo 2 è dedicato alla progettazione, alla realizzazione e alla sperimentazione di una piattaforma 

robotica per una rapida e accurata determinazione della cinetica enzimatica. L'approccio prevede un nuovo 
metodo di generazione precisa di compartimenti (gocce) in maniera controllata. Il capitolo descrive gli 
aspetti tecnici della piattaforma robotica, la caratterizzazione del processo di generazione delle gocce e 
presenta esperimenti di cinetica enzimatica e di inibizione della β-glucosidasi di mandorle dolci. 

Il capitolo 3 descrive la sintesi di tensioattivi fluorurati biocompatibili per l'impiego in sistemi microfluidici 

a gocce. Gli studi descrivono nuovi metodi per la sintesi, la funzionalizzazione e la purificazione di 

fluorosurfactanti, nonché la sintesi di tre nuovi fluorurosurfactanti funzionalizzati. Il capitolo 4 descrive 

lo sviluppo della piattaforma microfluidica che integra un gradiente di temperatura controllabile per la 
caratterizzazione efficiente sia dell'attività enzimatica sia della stabilità. Inoltre il lavoro include la 
progettazione e la fabbricazione di un chip di vetro per gli esperimenti sopra menzionati, lo sviluppo della 

piattaforma di gradiente di temperatura ed i primi esperimenti di calibrazione. Infine, il capitolo 5 fornisce 

una breve valutazione del lavoro svolto e alcuni suggerimenti per il future miglioramento sia delle 
piattaforme robotiche sia di quelle a gradiente di temperatura utilizzabili nella ricerca enzimatica. 


	2_acknowledgement baki_ROMAN_dot_Zbynek_mum.pdf
	Acknowledgements

	5_adobe_C2 TO_PRINT_substrate_fixed_absorbance caption fixed_fig210_permissions_typos_enzyme_graph_super_mega.pdf
	A Robotic Droplet Generator for High-Throughput Biological Experimentation
	2.1 Introduction
	2.1.1. Compartments-on-Demand

	2.2 Carousel Robotic Platform for Compartment on Demand
	2.2.1 COD System Overview
	2.2.2 Carousel Construction
	2.2.3 LabVIEW Interface for Controlling the COD Platform
	2.2.4 Microtubes
	2.2.5 Continuous Phase Oil
	2.2.6 Optical Setup
	2.2.7 Data Acquisition and Analysis
	2.2.8 Electromagnet Operation and Droplet Generation
	2.2.9 Calibration Experiment

	2.3 Kinetics of (-Glucosidase
	2.3.1 Introduction
	2.3.2 Experimental Concept
	2.3.3. Absorbance setup

	2.4  Platform for Precise Nanoliter Assay of Time-Dependent Steady-State Kinetics and Inhibition
	2.4.1 Introduction
	2.4.2 Experimental Setup
	2.4.3 Enzyme kinetics
	2.4.4 Inhibition Studies
	2.4.5 Conclusions

	2.5 References
	2.6 Appendix
	2.6.1 LabVIEW Program for COD Platform
	2.6.2 Microcontroller Code





