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Uvod

Mikropriitokovd analytickd zafizeni, kterd by umoznila
spojeni nékolika krokd chemické analyzy na miniaturnich
platforméch, jsou jiz delsi dobu pfedmétem zdjmu mnoha
svétovych laboratoii' ™ Tato zafizeni jsou nékdy téZ nazyvana
,laboratof na ¢ipu* systémy, mikrototalni analytické systémy’
(LTAS) nebo téz mikrofluidni Cipy. Jsou pfipravovéna z kie-
miku®, skla’ & polymer&® pomoci mikrofabrikagnich metod’
béznych dosud spiSe v elektrotechnickém primyslu pii vyrobé
integrovanych obvodi a pro pohyb vzorkl vyuZivaji prede-
v§im elektroosmoticky tok nebo hydrodynamicky tok. Mezi
nejvetsi vyhody téchto koncepti patif integrace procesu pred-
upravy vzorku, jeho u¢inné separace a nasledné detekce, mi-
nimdlni ndroky na mnoZstvi pouzitych reagencii a spotfebu
vzorku, vysokd rychlost analyzy, automatizovatelnost analy-
tickych procest, cenové dostupnost, nizké naroky na prostor,
atd."™*

Mikrofluidni zafizeni jsou spojena predevSim se spek-
trometrickymi zptisoby detekce, napiiklad s laserem induko-
vanou fluorescenci'® & hmotnostni spektrometrii'’. Tyto de-
tektory jsou vsak piili§ objemné ve srovnani s vlastnimi ¢ipy,
¢imz se ztrdci nékteré vyhody spojené s miniaturizaci. Proto
je dalsi rozvoj novych zptisobid detekce velice potiebny. Vy-
hodnym feSenim pro elektroaktivni latky se jevi detekce elek-
trochemickd, kde 1ze detekéni elektrodu integrovat k mikro-
fluidnimu zafizeni samotnému'%. V&tsinou je pouzivdna am-
perometricka detekce pii konstantnim potencialu'*'%, Z metod
s proménnym potencidlem byla pouzita napriklad cyklickd
voltametrie pro méfeni v subnanolitrovych objemech1 16 dal-
§1 mozZnosti je pouziti detekce vodivostni'’.

Cilem této prdce je ukdzat moznosti riznych operaci pri-

957

tokové injek¢ni analyzy (FIA) integrované na jednoduchou
mikrofluidni platformu (autofi navrhuji pouzivat cesky ndzev
mikropritokova injekéni analyza &i UFIA (cit.'®)).

Zminénd metoda dosud nebyla, navzdory jejim nespornym
vyhoddm pro automatizaci a miniaturizaci, stfedem zdjmu
rychle se rozristajictho oboru mikrofluidni chemie'®. Cilem
predklddané price je proto zhodnoceni takového systému.
Byly studovdany moznosti opakovaného davkovani analytu,
dcinného transportu nosného média a reagentu v submikro-
litrovych objemech, byl zkoumdn vliv nékterych experimen-
tdlnich parametrd (intenzita elektrického pole, doba ddvko-
vani, materidl pracovni elektrody) na analytické vlastnosti
systému. Pro detekci byla zvolena sitotiskova (screen-printed)
elektroda z uhlikového inkoustu, kterd byla neddvno pouZzita
pro amperometrickou detekci v mikrofluidnim systému s ka-
pildrni zénovou elektroforézou® (CZE). Vyzkum a vyuZiti
novych netradi¢nich elektrodovych materidld je v soucasné
dobé v popredi zdjmu nasi laboratore.

Experimentalni ¢ast
Chemikdlie

Dopamin (3,4-dihydroxyphenethylamin), p-kresol (4-me-
thylfenol), 1,2-dihydroxybenzen, B-D(+)glukosa a glukos-
oxidasa (B-D-glukosa:kyslik 1-oxidoreduktasa) (234 900 jed-
notek.g™"), byly zakoupeny od Sigma-Aldrich. Nosnym elek-
trolytem byla smés fosfatového a bordtového pufru (oba
0,02 mol.I"", pH 7.9, pro fosfitovy pufr byly pouzity hydro-
genfosforec¢nan sodny a fosfore¢nan sodny, pro boratovy pufr
boritan sodny). Zasobni roztoky a pufry byly pfipravoviny
denné v deionizované vodé a filtrovany 0,45 wm membra-
novym filtrem (Whatman, USA). Roztoky vzorki byly pfipra-
vovdny fedénim odpovidajicich zdsobnich roztokd pufry. Pro
modifikaci tisténé elektrody byl pouzit standardni roztok zlata
pro atomovou absorpci (1,000 ug.ml™" Au ve 5 hm.% HCI)
zakoupeny od Sigma-Aldrich.

Pouzité piistroje

Elektrochemickd méfeni byla provedena na potenciosta-
tu Electrochemical Analyzer 621 (CH Instruments, Austin,
USA) spojeném s osobnim pocitacem s procesorem Pentium
IIT 166 MHz, 32 MB RAM. Uspofaddni integrovaného sys-
tému &ip—detektor bylo popséno diive'*?’. Mikrofluidni skle-
nény ¢ip byl vyroben firmou Alberta Microelectronic Com-
pany (AMC, Model MC-BF4-001, Edmonton, Kanada) vlh-
kym chemickym leptdnim a tepelnym lepenim. Sklddal se
z mikrokandlki o prifezu tvaru polovi¢ni elipsy o $ifce 50 um
a hloubce cca 40 um tvofticich ctyfcestny davkovaci kfiz spo-
jeny s tremi zdsobniky pufru a reakéniho mikrokanalu délky
72 mm. Pracovni elektroda a mikrofluidni ¢ip byly ukotveny
v laboratorné pfipraveném drzdku z poly-methylmethakryldtu
(obr. 1). Pro spojeni odpovidajicich ddvkovacich kandlkd se
zasobniky pufru a roztoku vzorku byly pouzity zkracené $pic-
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Obr. 1. Integrovany mikropratokovy systém s amperometrickou
detekei; A — sklenény mikrofluidni ¢ip, B — reakéni kanal, C —
davkovacikandl, D — $picka pipety pro spojeni se zdsobnikem nosného
elektrolytu, E — §picka pipety pro spojeni se zdsobnikem vzorku, F —
nevyuzity kandl, G — drzdk systému z plexiskla, H — zdsobnik nosného
elektrolytu, I — zasobnik vzorku, J — nevyuzity zasobnik, K — detekéni
(odpadni) zdsobnik, L, M — tiSténd pracovni elektroda, N — kontakt
stitbrnym inkoustem, O —izolant, P — vymezovaci tésnéni, Q — vyvod
kandlu, R —referentni elektroda, S — pomocna elektroda, T — elektrody
zdroje vysokého napéti, U — plastovy Sroub. Pro lepsi zobrazenf jsou
¢ip, plastovy drzdk a sitotiskovd elektroda odélené a rozméry nejsou
v redlném méfitku (pfetisténo se svolenim redakce')

ky z plastovych pipet naplnéné odpovidajicimi roztoky. Elek-
trochemicky detektor byl umistén v odpadnim zdsobniku,
pricemz vyvod reakéniho mikrokandlku byl pouzit pro ,,end-
-column* amperometrickou detekci. Stiibrny dratek pokryty
AgCl byl pouzit jako referentni elektroda, platinovy drdtek
tvoftil elektrodu pomocnou a jako pracovni byla pouzita si-
totiskova elektroda z uhlikového inkoustu natiSténd na ke-
ramické desti¢ce pomoci poloautomatické tiskdrny TF 100
(MPM, Fanklin, USA)IQ, byl pouzit inkoust Electrodag 440B
kat. ¢.49AB90 (Acheson, Colloids, Kanada). Vzdalenost mezi
vyvodem reakéniho mikrokandlku a povrchem pracovni elek-
trody byla kontrolovdna plastovym Sroubem a teflonovym
vymezovacim tésnénim tloustky 50 wm. Do vSech zdsobnikd
byly umistény platinové dratky pro spojeni se zdrojem vyso-
kého napéti (HV), vyrobeného v laboratofi. Napéti zdroje
vysokého napéti bylo mozné nastavovat v rozmezi 0+4 kV.

Pracovni postup

Pro detekci glukosy a p-kresolu byla elektroda modifiko-
vdna zlatem pouzitim ¢tvercovych pulzi (0,2 az +0,75 V
proti Ag/AgCl) §itka pulzu 0,6 s po 30 min) v roztoku 0,3.10~
mol.I"" Au(III), 0,1 moll™ NaCl a 1,5% HCI. Zlato bylo
vylouceno redukci. Jak bylo zji§tén02], redukce ¢tvercovymi
pulzy poskytuje mechanicky odolngjsi vrstvu zlata nez re-
dukce pri konstantnim potencidlu ¢i redukce cyklickou vol-
tametrii. Pro detekci dopaminu byla pouZita nemodifikovand
uhlikova sitotiskova elektroda. Pracovni potencidl elektrody
pro detekci glukosy a p-kresolu byl 0,9 V (vse proti Ag/AgCl),
Dopamin byl detegovan pfi +1,2 V. Amperometricky signal
byl zaznamendvan s ¢asovou konstantou 0,1 s.
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Obr. 2. Vliv davkovaného objemu na tvar piku 1.10~* mol.I"
p-kresolu; intenzita elektrického pole 0,42 kV.Crnfl, davkovani 1,
2,3,4,6, 8, 10, 15, 20 s (a—i), v 0,02 mol.I"" smési fosfatového
a bordtového pufru pH 7,9, detekce na zlatem modifikované sitotisko-
vé uhlikové elektrod€ pfi 0,9 V vs. Ag/AgCl; I, — proud, ¢ — Cas

et

Zasobnik pro nosny elektrolyt v plastovém drzdku s od-
povidajicimi spojkami z pipet byl naplnén 250 pu pufru, zdsob-
niky pro roztoky vzorku byly naplnény 200 ul. Cip byl poté
umistén do plastového drzdku se Spickami plastovych spojek
mificimi dolt do zdasobniku v téle plastového drzdaku. Nakonec
byl naplnén detekcni zdsobnik a bylo zapojeno vysoké napéti.
Roztoky vzorku a nosného elektrolytu byly pumpovény elek-
trokineticky, detekéni zdsobnik byl uzemnén, ostatni zdsob-
niky byly plovouci. Vzhledem k vysokému napéti je tieba
vSechny operace provddét s mimorddnou opatrnosti. Mikro-
kandlky byly pfed pouzitim proplachnuty deionizovanou vo-
dou. Privod vysokého napéti do zdsobniku nosného elektro-
lytu a roztoku vzorku byl realizovdn pomoci Pt elektrod.
Napéti bylo pfepindno pomoci jednoduchého ptepinace. Takto
bylo ddvkovdni vzorku do proudu nosného elektrolytu velice
rychlé a tok byl prerusovan jen minimdlné. Pfed opakovanymi
davkovanimi vzorku byly naplnény i postranni mikrokanalky
¢ipu pfipojenim napéti 3 kV po dobu 20 s. Elektrokinetické
davkovani vzorku bylo provddéno po stabilizaci signdlu prou-
du zdkladni linie pfipojenim napéti 3 kV (intenzita elek-
trického pole 0,42 kV.cm'l).

Vysledky a diskuse
Charakterizace mikrofluidniho toku

Pro charakterizaci elektrokinetickych vlastnosti mikro-
fluidniho toku byly vybrany dopamin a p-kresol. Pii pH 7.9 je
potlacena ionizace téchto latek, které pak migruji s elektroos-
motickym tokem, coz bylo prokdzdano minimdlnim rozdilem
migracnich Cast 38 a 37 s pii 3 kV (ddvkovdni 3 s). Lze je
detegovat s mikromoldrni citlivosti bez pfedchozi derivati-
zace, vysledky proto nejsou ovlivnény rtiznymi parametry
ucinnosti reakce (Cas, teplota, michdni, atd.). Analyticky vy-
kon platformy byl vyhodnocen jako pocet rozliSenych piki ve
stanoveném case pii postupném ddavkovani modelovych latek
do elektroosmotického toku. Pocet tspésnych davkovani byl
ovlivnén Casem potfebnym ke stabilizaci signdlu zdkladn{
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Obr. 3. Vliv intenzity elektrického pole na tvar piki 1. 10~ mol.I"'
dopaminu; mten21ta elektrického pole 0,56, 0,49, 0, 42 0,35, 0,28,
0,21,0,14kV.cm™ (a—, —g), davkovani 3 s, v 0,02 mol. 1" smési fosfato-

eho a bordtového pufru pH 7,9, detekce na sitotiskové uhlikové
elektrodé pii 1,2 V vs. Ag/AgCl; I, — proud, ¢ — ¢as
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Obr. 4. a: Odezva detektoru na vzrustajici koncentrace davko-
vaného dopaminu, (1-8).107° mol.I"" v 1.107 mol.I" krocich (a—h).
b: Opakovatelnost méreni: tficet divkovani 5. 10 mol.1™! dopaminu,
intenzita elektrického pole 0,42 kV.crn’l, smés fosfatového a bora-
tového pufru pH 7,9, davkovaéni 3 s, detekce na sitotiskové uhlikové
elektrodé pii 1,2 V vs. Ag/AgCl

linie po elektrochemické detekci. Behem 3 min bylo mozno
detegovat 7 pikti dopaminu s 20 s intervaly mezi ddivkovanim
¢i 6 pikd p-kresolu s 25 s intervaly. Ddle byl sledovén vliv
davkovaného objemu na tvar pikt u p-kresolu (obr. 2). Op-
timdlni gaussovsky pik je dosaZen pfi cca 3 s ddvkovdni. V1iv
intenzity elektrického pole na vysku a $itku piku byl studovan
pro 1.10~*mol.I"" analyty. Jak je patrné z obr. 3, polositka piku
w,, se zvétSuje a vySka piku se sniZuje se sniZujici se intenzi-
tou elektrického pole. Jako optimdlni 1ze doporucit napéti
3kV (intenzita elektrického pole 0,42 kV.cm™), pfi némz bylo
zjisténo nejmensi rozmyti pika.

Opakovatelnost a stabilita signdlu byla vypoctena jako
relativni smérodatnd odchylka z 30 davkovdni modelovych
latek o koncentraci 5.10™ mol.I”! (2,47 % pro dopamin, 3,06 %
pro p-kresol)(viz obr. 4).
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Tabulka I
Analytické parametry kalibra¢nich méfeni stanovenych latek

Sloucenina c Smérnice  Usek R? Ly b

[mol.I"']  [nA.mol™"1] [nA] [moll B
Glukosa (5-15).107° 5,56.10° 0,31 0,9945 2,5.107°
Dopamin (1-8).10°  124.10° 0,12 0,9976 5.10°
p-Kresol (2-12).10° 322.10* 0,21 0,9899 1.107

 Korela¢ni koeficient, ® limita detekce

Stanoveni glukosy

MozZnost vyuZiti chemické reakce pro stanoveni glukosy
v mikropriitokové injek¢ni analyze byla studovdna na reakci
glukosy s enzymem glukosooxidasou. Byla zvolena aerobni
enzymatickad oxidace glukosy na kyselinu glukonovou a pero-
xid vodiku, kyselina glukonovd byla ndsledné¢ amperomet-
ricky oxidovdna na pracovni elektrodé. Pouziti této reakce
bylo jiz dfive popsano v literatufe”>. Enzym o koncentraci
70 jednotek.ml™! byl pfipraven v roztoku smési fosfitového
a bordtového pufru. Vzorek byl pak davkovéan do toku pufru
obsahujictho enzym. Jako reakéni smycka byl vyuzit mikro-
kandl vedouci k detektoru.

Byla provedena kalibra¢ni méfeni a urceny limity detekce
(tabulka I). Koncentrace byly méteny tfikrat, signdl pro vSech-
ny studované latky vzrastal linedrné v celé méfené koncen-
tracni oblasti a limita detekce byla ur¢ena jako trojndsobek
absolutni hodnoty Sumu zdkladnf linie (S/N = 3).

Zavér

Bylo zkoumdno vyuziti jednoduchého mikrofluidniho za-
fizeni v mikropritokové injek¢ni analyze. Vliv intenzity elek-
trického pole, davkovaného objemu a koncentrace vzorku,
opakovatelnost a dlouhodobad stabilita stanoveni byly zkou-
many pro dopamin a p-kresol. Pro UFIA stanoveni byla vy-
uzita enzymatickd reakce glukosy s glukosooxidasou. Jako
detekcni technika byla zvolena amperometrie za konstantniho
potencidlu, pro zlepSeni citlivosti detektoru byl povrch elek-
trod modifikovdn zlatem. Metoda poskytuje velmi dobrou
opakovatelnost a spolehlivost. Bylo dosazeno milimolarn{
limity detekce pro glukosu a mikromoldrnich limit detekce pro
dopamin a p-kresol.

A. M. dékuje Americké chemické spolecnosti (ACS) a Fon-
du rozvoje vysokych skol (FRVS G4 2300/2002) a J. B. dékuje
Grantové agenture Univerzity Karlovy (projekt 232/2002/
B-CH/PrF) za poskytnutou financni podporu.
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