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Mikropr˘tokov· analytick· za¯ÌzenÌ, kter· by umoûnila
spojenÌ nÏkolika krok˘ chemickÈ anal˝zy na miniaturnÌch
platform·ch, jsou jiû delöÌ dobu p¯edmÏtem z·jmu mnoha
svÏtov˝ch laborato¯Ì1ñ4.Tato za¯ÌzenÌ jsou nÏkdy tÈû naz˝v·na
Ñlaborato¯ na Ëipuì systÈmy, mikrotot·lnÌ analytickÈ systÈmy5

(µTAS) nebo tÈû mikrofluidnÌ Ëipy. Jsou p¯ipravov·na z k¯e-
mÌku6, skla7 Ëi polymer˘8 pomocÌ mikrofabrikaËnÌch metod9

bÏûn˝ch dosud spÌöe v elektrotechnickÈm pr˘myslu p¯i v˝robÏ
integrovan˝ch obvod˘ a pro pohyb vzork˘ vyuûÌvajÌ p¯ede-
vöÌm elektroosmotick˝ tok nebo hydrodynamick˝ tok. Mezi
nejvÏtöÌ v˝hody tÏchto koncept˘ pat¯Ì integrace procesu p¯ed-
˙pravy vzorku, jeho ˙ËinnÈ separace a n·slednÈ detekce, mi-
nim·lnÌ n·roky na mnoûstvÌ pouûit˝ch reagenciÌ a spot¯ebu
vzorku, vysok· rychlost anal˝zy, automatizovatelnost analy-
tick˝ch proces˘, cenov· dostupnost, nÌzkÈ n·roky na prostor,
atd.1ñ4

MikrofluidnÌ za¯ÌzenÌ jsou spojena p¯edevöÌm se spek-
trometrick˝mi zp˘soby detekce, nap¯Ìklad s laserem induko-
vanou fluorescencÌ10 Ëi hmotnostnÌ spektrometriÌ11. Tyto de-
tektory jsou vöak p¯Ìliö objemnÈ ve srovn·nÌ s vlastnÌmi Ëipy,
ËÌmû se ztr·cÌ nÏkterÈ v˝hody spojenÈ s miniaturizacÌ. Proto
je dalöÌ rozvoj nov˝ch zp˘sob˘ detekce velice pot¯ebn˝. V˝-
hodn˝m ¯eöenÌm pro elektroaktivnÌ l·tky se jevÌ detekce elek-
trochemick·, kde lze detekËnÌ elektrodu integrovat k mikro-
fluidnÌmu za¯ÌzenÌ samotnÈmu12. VÏtöinou je pouûÌv·na am-
perometrick· detekce p¯i konstantnÌm potenci·lu13,14. Z metod
s promÏnn˝m potenci·lem byla pouûita nap¯Ìklad cyklick·
voltametrie pro mÏ¯enÌ v subnanolitrov˝ch objemech15,16, dal-
öÌ moûnostÌ je pouûitÌ detekce vodivostnÌ17.

CÌlem tÈto pr·ce je uk·zat moûnosti r˘zn˝ch operacÌ pr˘-

tokovÈ injekËnÌ anal˝zy (FIA) integrovanÈ na jednoduchou
mikrofluidnÌ platformu (auto¯i navrhujÌ pouûÌvat Ëesk˝ n·zev
mikropr˘tokov· injekËnÌ anal˝za Ëi µFIA (cit.18)).

ZmÌnÏn· metoda dosud nebyla, navzdory jejÌm nesporn˝m
v˝hod·m pro automatizaci a miniaturizaci, st¯edem z·jmu
rychle se rozr˘stajÌcÌho oboru mikrofluidnÌ chemie19. CÌlem
p¯edkl·danÈ pr·ce je proto zhodnocenÌ takovÈho systÈmu.
Byly studov·ny moûnosti opakovanÈho d·vkov·nÌ analytu,
˙ËinnÈho transportu nosnÈho mÈdia a reagentu v submikro-
litrov˝ch objemech, byl zkoum·n vliv nÏkter˝ch experimen-
t·lnÌch parametr˘ (intenzita elektrickÈho pole, doba d·vko-
v·nÌ, materi·l pracovnÌ elektrody) na analytickÈ vlastnosti
systÈmu. Pro detekci byla zvolena sÌtotiskov· (screen-printed)
elektroda z uhlÌkovÈho inkoustu, kter· byla ned·vno pouûita
pro amperometrickou detekci v mikrofluidnÌm systÈmu s ka-
pil·rnÌ zÛnovou elektroforÈzou20 (CZE). V˝zkum a vyuûitÌ
nov˝ch netradiËnÌch elektrodov˝ch materi·l˘ je v souËasnÈ
dobÏ v pop¯edÌ z·jmu naöÌ laborato¯e.

Experiment·lnÌ Ë·st

C h e m i k · l i e

Dopamin (3,4-dihydroxyphenethylamin), p-kresol (4-me-
thylfenol), 1,2-dihydroxybenzen, β-D(+)glukosa a glukos-
oxidasa (β-D-glukosa:kyslÌk 1-oxidoreduktasa) (234 900 jed-
notek.gñ1), byly zakoupeny od Sigma-Aldrich. Nosn˝m elek-
trolytem byla smÏs fosf·tovÈho a bor·tovÈho pufru (oba
0,02 mol.lñ1, pH 7,9, pro fosf·tov˝ pufr byly pouûity hydro-
genfosforeËnan sodn˝ a fosforeËnan sodn˝, pro bor·tov˝ pufr
boritan sodn˝). Z·sobnÌ roztoky a pufry byly p¯ipravov·ny
dennÏ v deionizovanÈ vodÏ a filtrov·ny 0,45 µm membr·-
nov˝m filtrem (Whatman, USA). Roztoky vzork˘ byly p¯ipra-
vov·ny ¯edÏnÌm odpovÌdajÌcÌch z·sobnÌch roztok˘ pufry. Pro
modifikaci tiötÏnÈ elektrody byl pouûit standardnÌ roztok zlata
pro atomovou absorpci (1,000 µg.mlñ1 Au ve 5 hm.% HCl)
zakoupen˝ od Sigma-Aldrich.

P o u û i t È p ¯ Ì s t r o j e

Elektrochemick· mÏ¯enÌ byla provedena na potenciosta-
tu Electrochemical Analyzer 621 (CH Instruments, Austin,
USA) spojenÈm s osobnÌm poËÌtaËem s procesorem Pentium
III 166 MHz, 32 MB RAM. Uspo¯·d·nÌ integrovanÈho sys-
tÈmu Ëipñdetektor bylo pops·no d¯Ìve13,20. MikrofluidnÌ skle-
nÏn˝ Ëip byl vyroben firmou Alberta Microelectronic Com-
pany (AMC, Model MC-BF4-001, Edmonton, Kanada) vlh-
k˝m chemick˝m lept·nÌm a tepeln˝m lepenÌm. Skl·dal se
z mikrokan·lk˘ o pr˘¯ezu tvaru poloviËnÌ elipsy o öÌ¯ce 50 µm
a hloubce cca 40 µm tvo¯ÌcÌch Ëty¯cestn˝ d·vkovacÌ k¯Ìû spo-
jen˝ s t¯emi z·sobnÌky pufru a reakËnÌho mikrokan·lu dÈlky
72 mm. PracovnÌ elektroda a mikrofluidnÌ Ëip byly ukotveny
v laboratornÏ p¯ipravenÈm drû·ku z poly-methylmethakryl·tu
(obr. 1). Pro spojenÌ odpovÌdajÌcÌch d·vkovacÌch kan·lk˘ se
z·sobnÌky pufru a roztoku vzorku byly pouûity zkr·cenÈ öpiË-
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ky z plastov˝ch pipet naplnÏnÈ odpovÌdajÌcÌmi roztoky. Elek-
trochemick˝ detektor byl umÌstÏn v odpadnÌm z·sobnÌku,
p¯iËemû v˝vod reakËnÌho mikrokan·lku byl pouûit pro Ñend-
-columnì amperometrickou detekci. St¯Ìbrn˝ dr·tek pokryt˝
AgCl byl pouûit jako referentnÌ elektroda, platinov˝ dr·tek
tvo¯il elektrodu pomocnou a jako pracovnÌ byla pouûita sÌ-
totiskov· elektroda z uhlÌkovÈho inkoustu natiötÏn· na ke-
ramickÈ destiËce pomocÌ poloautomatickÈ tisk·rny TF 100
(MPM, Fanklin, USA)19, byl pouûit inkoust Electrodag 440B
kat. Ë. 49AB90 (Acheson, Colloids, Kanada). Vzd·lenost mezi
v˝vodem reakËnÌho mikrokan·lku a povrchem pracovnÌ elek-
trody byla kontrolov·na plastov˝m öroubem a teflonov˝m
vymezovacÌm tÏsnÏnÌm tlouöùky 50 µm. Do vöech z·sobnÌk˘
byly umÌstÏny platinovÈ dr·tky pro spojenÌ se zdrojem vyso-
kÈho napÏtÌ (HV), vyrobenÈho v laborato¯i. NapÏtÌ zdroje
vysokÈho napÏtÌ bylo moûnÈ nastavovat v rozmezÌ 0±4 kV.

P r a c o v n Ì p o s t u p

Pro detekci glukosy a p-kresolu byla elektroda modifiko-
v·na zlatem pouûitÌm Ëtvercov˝ch pulz˘ (ñ0,2 aû +0,75 V
proti Ag/AgCl) öÌ¯ka pulzu 0,6 s po 30 min) v roztoku 0,3.10ñ3

mol.lñ1 Au(III), 0,1 mol.lñ1 NaCl a 1,5% HCl. Zlato bylo
vylouËeno redukcÌ. Jak bylo zjiötÏno21, redukce Ëtvercov˝mi
pulzy poskytuje mechanicky odolnÏjöÌ vrstvu zlata neû re-
dukce p¯i konstantnÌm potenci·lu Ëi redukce cyklickou vol-
tametriÌ. Pro detekci dopaminu byla pouûita nemodifikovan·
uhlÌkov· sÌtotiskov· elektroda. PracovnÌ potenci·l elektrody
pro detekci glukosy a p-kresolu byl 0,9 V (vöe proti Ag/AgCl),
Dopamin byl detegov·n p¯i +1,2 V. Amperometrick˝ sign·l
byl zaznamen·v·n s Ëasovou konstantou 0,1 s.

Z·sobnÌk pro nosn˝ elektrolyt v plastovÈm drû·ku s od-
povÌdajÌcÌmi spojkami z pipet byl naplnÏn 250 µl pufru, z·sob-
nÌky pro roztoky vzorku byly naplnÏny 200 µl. »ip byl potÈ
umÌstÏn do plastovÈho drû·ku se öpiËkami plastov˝ch spojek
mÌ¯ÌcÌmi dol˘ do z·sobnÌk˘ v tÏle plastovÈho drû·ku. Nakonec
byl naplnÏn detekËnÌ z·sobnÌk a bylo zapojeno vysokÈ napÏtÌ.
Roztoky vzorku a nosnÈho elektrolytu byly pumpov·ny elek-
trokineticky, detekËnÌ z·sobnÌk byl uzemnÏn, ostatnÌ z·sob-
nÌky byly plovoucÌ. Vzhledem k vysokÈmu napÏtÌ je t¯eba
vöechny operace prov·dÏt s mimo¯·dnou opatrnostÌ. Mikro-
kan·lky byly p¯ed pouûitÌm propl·chnuty deionizovanou vo-
dou. P¯Ìvod vysokÈho napÏtÌ do z·sobnÌku nosnÈho elektro-
lytu a roztoku vzorku byl realizov·n pomocÌ Pt elektrod.
NapÏtÌ bylo p¯epÌn·no pomocÌ jednoduchÈho p¯epÌnaËe. Takto
bylo d·vkov·nÌ vzorku do proudu nosnÈho elektrolytu velice
rychlÈ a tok byl p¯eruöov·n jen minim·lnÏ. P¯ed opakovan˝mi
d·vkov·nÌmi vzorku byly naplnÏny i postrannÌ mikrokan·lky
Ëipu p¯ipojenÌm napÏtÌ 3 kV po dobu 20 s. ElektrokinetickÈ
d·vkov·nÌ vzorku bylo prov·dÏno po stabilizaci sign·lu prou-
du  z·kladnÌ linie p¯ipojenÌm  napÏtÌ  3 kV (intenzita elek-
trickÈho pole 0,42 kV.cmñ1).

V˝sledky a diskuse

C h a r a k t e r i z a c e m i k r o f l u i d n Ì h o t o k u

Pro charakterizaci elektrokinetick˝ch vlastnostÌ mikro-
fluidnÌho toku byly vybr·ny dopamin a p-kresol. P¯i pH 7,9 je
potlaËena ionizace tÏchto l·tek, kterÈ pak migrujÌ s elektroos-
motick˝m tokem, coû bylo prok·z·no minim·lnÌm rozdÌlem
migraËnÌch Ëas˘ 38 a 37 s p¯i 3 kV (d·vkov·nÌ 3 s). Lze je
detegovat s mikromol·rnÌ citlivostÌ bez p¯edchozÌ derivati-
zace, v˝sledky proto nejsou ovlivnÏny r˘zn˝mi parametry
˙Ëinnosti reakce (Ëas, teplota, mÌch·nÌ, atd.). Analytick˝ v˝-
kon platformy byl vyhodnocen jako poËet rozliöen˝ch pÌk˘ ve
stanovenÈm Ëase p¯i postupnÈm d·vkov·nÌ modelov˝ch l·tek
do elektroosmotickÈho toku. PoËet ˙spÏön˝ch d·vkov·nÌ byl
ovlivnÏn Ëasem pot¯ebn˝m ke stabilizaci sign·lu z·kladnÌ

Obr. 1. Integrovan˝ mikropr˘tokov˝ systÈm s amperometrickou
detekcÌ; A ñ sklenÏn˝ mikrofluidnÌ Ëip, B ñ reakËnÌ kan·l, C ñ
d·vkovacÌ kan·l, D ñ öpiËka pipety pro spojenÌ se z·sobnÌkem nosnÈho
elektrolytu, E ñ öpiËka pipety pro spojenÌ se z·sobnÌkem vzorku, F ñ
nevyuûit˝ kan·l, G ñ drû·k systÈmu z plexiskla, H ñ z·sobnÌk nosnÈho
elektrolytu, I ñ z·sobnÌk vzorku, J ñ nevyuûit˝ z·sobnÌk, K ñ detekËnÌ
(odpadnÌ) z·sobnÌk, L, M ñ tiötÏn· pracovnÌ elektroda, N ñ kontakt
st¯Ìbrn˝m inkoustem, O ñ izolant, P ñ vymezovacÌ tÏsnÏnÌ, Q ñ v˝vod
kan·lu, R ñ referentnÌ elektroda, S ñ pomocn· elektroda, T ñ elektrody
zdroje vysokÈho napÏtÌ, U ñ plastov˝ öroub. Pro lepöÌ zobrazenÌ jsou
Ëip, plastov˝ drû·k a sÌtotiskov· elektroda odÏlenÈ a rozmÏry nejsou
v re·lnÈm mÏ¯Ìtku (p¯etiötÏno se svolenÌm redakce13)

Obr.  2. Vliv d·vkovanÈho  objemu  na tvar pÌku 1.10ñ4 mol.lñ1

p-kresolu; intenzita elektrickÈho pole 0,42 kV.cmñ1, d·vkov·nÌ 1,
2, 3, 4, 6, 8, 10, 15, 20 s (añi), v 0,02 mol.lñ1 smÏsi fosf·tovÈho
a bor·tovÈho pufru pH 7,9, detekce na zlatem modifikovanÈ sÌtotisko-
vÈ uhlÌkovÈ elektrodÏ p¯i 0,9 V vs. Ag/AgCl; Idet ñ proud, t ñ Ëas
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linie po elektrochemickÈ detekci. BÏhem 3 min bylo moûno
detegovat 7 pÌk˘ dopaminu s 20 s intervaly mezi d·vkov·nÌm
Ëi 6 pÌk˘ p-kresolu s 25 s intervaly. D·le byl sledov·n vliv
d·vkovanÈho objemu na tvar pÌk˘ u p-kresolu (obr. 2). Op-
tim·lnÌ gaussovsk˝ pÌk je dosaûen p¯i cca 3 s d·vkov·nÌ. Vliv
intenzity elektrickÈho pole na v˝öku a öÌ¯ku pÌku byl studov·n
pro 1.10ñ4 mol.lñ1 analyty. Jak je patrnÈ z obr. 3, poloöÌ¯ka pÌku
w1/2 se zvÏtöuje a v˝öka pÌku se sniûuje se sniûujÌcÌ se intenzi-
tou elektrickÈho pole. Jako optim·lnÌ lze doporuËit napÏtÌ
3 kV (intenzita elektrickÈho pole 0,42 kV.cmñ1), p¯i nÏmû bylo
zjiötÏno nejmenöÌ rozmytÌ pÌk˘.

Opakovatelnost a stabilita sign·lu byla vypoËtena jako
relativnÌ smÏrodatn· odchylka z 30 d·vkov·nÌ modelov˝ch
l·tek o koncentraci 5.10ñ5 mol.lñ1 (2,47 % pro dopamin, 3,06 %
pro p-kresol)(viz obr. 4).

Tabulka I
AnalytickÈ parametry kalibraËnÌch mÏ¯enÌ stanoven˝ch l·tek

SlouËenina c SmÏrnice ⁄sek Ra LD
b

[mol.lñ1] [nA.molñ1.l] [nA] [mol.lñ1]

Glukosa (5ñ15).10ñ3 5,56.103 0,31 0,9945 2,5.10ñ3

Dopamin (1ñ8).10ñ5 1,24.105 0,12 0,9976 5.10ñ6

p-Kresol (2ñ12).10ñ5 3,22.104 0,21 0,9899 1.10ñ5

a KorelaËnÌ koeficient, b limita detekce

S t a n o v e n Ì g l u k o s y

Moûnost vyuûitÌ chemickÈ reakce pro stanovenÌ glukosy
v mikropr˘tokovÈ injekËnÌ anal˝ze byla studov·na na reakci
glukosy s enzymem glukosooxidasou. Byla zvolena aerobnÌ
enzymatick· oxidace glukosy na kyselinu glukonovou a pero-
xid vodÌku, kyselina glukonov· byla n·slednÏ amperomet-
ricky oxidov·na na pracovnÌ elektrodÏ. PouûitÌ tÈto reakce
bylo jiû d¯Ìve pops·no v literatu¯e22. Enzym o koncentraci
70 jednotek.mlñ1 byl p¯ipraven v roztoku smÏsi fosf·tovÈho
a bor·tovÈho pufru. Vzorek byl pak d·vkov·n do toku pufru
obsahujÌcÌho enzym. Jako reakËnÌ smyËka byl vyuûit mikro-
kan·l vedoucÌ k detektoru.

Byla provedena kalibraËnÌ mÏ¯enÌ a urËeny limity detekce
(tabulka I). Koncentrace byly mÏ¯eny t¯ikr·t, sign·l pro vöech-
ny studovanÈ l·tky vzr˘stal line·rnÏ v celÈ mÏ¯enÈ koncen-
traËnÌ oblasti a limita detekce byla urËena jako trojn·sobek
absolutnÌ hodnoty öumu z·kladnÌ linie (S/N = 3).

Z·vÏr

Bylo zkoum·no vyuûitÌ jednoduchÈho mikrofluidnÌho za-
¯ÌzenÌ v mikropr˘tokovÈ injekËnÌ anal˝ze. Vliv intenzity elek-
trickÈho pole, d·vkovanÈho objemu a koncentrace vzorku,
opakovatelnost a dlouhodob· stabilita stanovenÌ byly zkou-
m·ny pro dopamin a p-kresol. Pro µFIA stanovenÌ byla vy-
uûita enzymatick· reakce glukosy s glukosooxidasou. Jako
detekËnÌ technika byla zvolena amperometrie za konstantnÌho
potenci·lu, pro zlepöenÌ citlivosti detektoru byl povrch elek-
trod modifikov·n zlatem. Metoda poskytuje velmi dobrou
opakovatelnost a spolehlivost. Bylo dosaûeno milimol·rnÌ
limity detekce pro glukosu a mikromol·rnÌch limit detekce pro
dopamin a p-kresol.

A. M. dÏkuje AmerickÈ chemickÈ spoleËnosti (ACS) a Fon-
du rozvoje vysok˝ch ökol (FRVä G4 2300/2002) a J. B. dÏkuje
GrantovÈ agentu¯e Univerzity Karlovy  (projekt  232/2002/
B-CH/PrF) za poskytnutou finanËnÌ podporu.
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The performance of a new microfluidic device was tested
in a flow-injection analysis arrangement. The influence of the
electric field intensity, sample volume and concentration as
well as the repeatability were evaluated for dopamine and
p-cresol. Determination of glucose was carried out after reac-
tion with glucose oxidase using amperometric detection at
gold-coated screen-printed carbon ink electrode. The method
provided reliable performance and easy operation. Millimolar
detection limits for glucose and micromolar detection limits
for dopamine and p-cresol were achieved.
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