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Definice pojma

pojem Micro-total analytical systems (uTAS) byl definovdn Jedem
Harrisonem a Andreasem Manzem pod vedenim Michaela Widmera
(plivodné ETH) zacdtkem devadesdtych let v laboratofich Ciba Geigy ve
Svycarsku. Podafilo se jim vzbudit velky ohlas prvnimi pracemi v
Sensors & Actuators B, Analytical Chemistry a Science
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Autofi poukdzali na pfedchozi automatizované analyzy napf. FIA, ale
na rozdil od minulych postupl se snazili integrovat vsechny
analytické operace na jedné miniaturizované platformé




Uvod a nedavna historie

Cile????

Pfipravit integrované chemické ‘zafizeni' (lepsi cesky termin neexistije,
mnoho odbornych vyrazi zatim nebylo do naseho jazyka obstojné prelozeno..)
schopné manipulace reagencii, derivatizacnich a enzymovych reakci a
separace a detekce produktu

Tato Usili byla pfimym pokracovanim konceptu MEMS (micro electro-
mechanical systems), ktery byl rozvijen od konce sedesatych let v
elektrotechnickém prumyslu: $lo o integraci elektrickych obvodd,
miniaturizaci a ddle o pfipravu elektrickych a mechanickych senzorud jez
byla umoznéna rozvojem polovodi¢ové chemie a fyziky kfemiku



Uvod a nedavna historie

1926 Anal, Chem. 1892, 64, 1926-1832

Capillary Electrophoresis and Sample Injection Systems
Integrated on a Planar Glass Chip

D. Jed Harrison,”' Andreas Manz,"§ Zhonghui Fan,” Hans Liidi,’ and H. Michael Widmert

Department of Chemistry, University of Alberta, Edmonton, Alberta, Canada T6G 2G2, and Forschung Analytik,
Ciba Geigy, CH 4002 Basel, Switzerland

..pro analyzu proteind pouzili elektrokinetické davkovani vzorku a
elektroforetickou separaéni techniku..

.detektor (konfokadlni fluorescenéni mikroskop) zustal mimo platformu
(dalsi pé kné slovo, jeste jich dnes bude vic..). Pokud uvdzime velikost
jejich zafizeni 14,8 x 3,9 x 1 cm byl navic mnohondsobné vétsi..



Pdvod oznaéeni chip?

vzhledem k tomu, Ze se microTAS zafizeni pfipravuji na sklenénych ¢i
kifemikovych substrdtech (polotovarovych deskdch pro elektrotechnicky
prumysl, angl. wafers), které jsou vétsinou kulaté a lamou se na mensi
kousky (chips), ujalo se toto zjednodusujici oznaceni pro vétsinu zafizeni.

\ 4
o

www.si-mat.com

.

www.schott.com

... pry€ od ndzvoslovi, podivejme se na nékolik obrdzkl a na nékteré
fenomény chemickych mikroCipUl



- .
Simpla Crass PO i Tadn Tea
[y o ok BT ML -HFA- T T 10D

>

www.dolomite-centre.com



Charakteristiky lab-on-chip

Lab-on-a-chip concept for capillary electrophoresis

Sample 2 Dilution 3 Chemical
input buffer ~ reagent

Separation channel 1

Sample
waste
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Krdtké casy analyz
Malé objemy vzorku
Mensi spotreba proudu
Automatizace

Rychly navrh konceptu
Efektivni naklady
Vysoky throughput
Malé odpady

Field deployability




Pouziti lab-on-chip

Rychld DNA amplifikace a pouziti restrikénich enzymu pro stépeni
Dialyza biologickych roztoku

Déleni malych molekul pomoci CE, MEKC, OTEC, RP-HPLC

Déleni biopolymeru, naptiklad proteind

Digesce protein v mikroreaktorech

Analyza organickych polutantd

Separace bunék na zdkladé velikosti

Organické reakce a jejich monitorovani



Pouziti lab-on-chip

Mikrodialyza
polopropustnd membrdna: 0 e
: . e
1) odstranit soli z roztoku el
peptidl a zabrdnit tak Hte
znecisténi detektoru B
\ ¢
: 2) analyzované ldtky jsou i
Sampie ' difundovany do rozotku pufru
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Xu et al., Anal. Chem. 70 (1998) 3553.



Pouziti lab-on-chip

On-chip-PCR

Input OQutput

. &/

tri Cu zony na spodni strané Cipu zajist'uji teploty potrebné pro
polymerdzovou reakci (misto opakovaného ohrivdni a chlazeni jedné epinky.
Vzorek pro amplifikaci je pumpovdn konstantni rychlosti meandrovitym
designem sklenéného Cipu. Ohrdti a ochlazeni probiha béhem ca 100 ms,
celkova doba reakce 1.5 az 18.7 min

Kopp et al., Science 280 (1998) 1046.




Pouziti lab-on-chip

enzymaticka hydrolyza proteint

Co—— |
8 — ;| capillary tip
.aPI{_'d De ' 1 l
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rychld digesce, separace a identifikace melitinu, cytochromu ¢ and hovéziho
albuminu (BSA) na Cipu s kandlkem pro CE, injektorem a zonou pro hydrolyzu
(irsi kandlek obsahuje um ¢dstice s ukotvenym trypsinem) Déleni peptidu
probihd v uzsim kandlku dsticim do spektrometru. Pritok ca 0.5 pL/min.,
anodicky EOF.

Harrison et al., Rapid. Commun. Mass Spectrom. 14 (2000) 1377.



Fenomény lab-on-chip

Difuze d¢ = 2Dt d, vzddlenost, kterou ¢dastice urazi v ¢ase t
D, difuzni koeficient castice (napf. Dygpoq= 7X107 cm@s™)
1cm~8,3dni
10um~0,7s

SAV (pomér povrchové plochy k objemu) neboli tvar

v miniaturnim méritku dalezity vzrist adsorpénich jevl
(pozitivni i negativni)

petriho miska 3.5 cm napdl plnd vody (2.5 mL) ~ 4,2 cm!
mikrokandl 50x50umx3cm (75 nL) ~ 800.6 cm!

miniaturizace ma za ndsledek rychlou difuzi makromolekul, lamindrni tok
(k michani dochdzi jen difuzi, zény vzorku mohou byt pohybovdny po siti
bez prilisného rozmyti) a rychly odvod tepla u elektroforetickych
separaci a org. reakci

(Annu. Rev. Biomed. Eng. 2002, 4, 261)



Fenomény lab-on-chip

Povrchové napéti zplsobuje u miniaturizovanych rozmért ndartst
kapildrnich sil a tlaku a tim pohyb roztoku podél mikrokandlu.

napéti je vysledkem soudrznosti molekul roztoku s mezifdzi
vzduch/roztok a je charakterizovano povrchovou silou (y) na zakrivenou
plochu o ramenech R1 a R2

AP = Y (1/R1+1/R2) .. |ze v nékolika nékolika krocich zjednodusit pro kapku..

proto je vzddlenost po kterou se bude roztok pohybovat primo imérna
této sile a nepfimo priméru kapilary/mikrokandlu

..neprimo to znamend, Zze pavouci s osmi nohama se udrzi na vodeé, ale
¢lovek by pOTF‘CbOVG' nohy dlouhé 2.4 km a Siroké 800 m.. tento ddaj z literatury

neni reprepocitan..

(Annu. Rev. Biomed. Eng. 2002, 4, 261)



Mikrofabrikacni postupy

Ndvrh chemického &ipu (testovani konceptl, grafika)
Litografické postupy (mekka litografie, LIGA)
Leptdni (chemické postupy, DRIE)

Néco o kiemiku (trocha krystalografie)

Replikace (atmosferické odliti, tepelné otisky)
Lepeni (bonding, laminace teplem, chemické postupy)

Baleni Cipu (packaging, pfiprava na pouziti ¢ipu)



Mikrofabrikacni postupy

Navrh chemického cipu (testovani koncepti, grafika)

priprava ¢ipu zacind Uvahou o funkci zafizeni, obsahu komponent a
jejich uspofadani -> a z toho vyplyvajicich makroskopickych
rozmérech. Za¢dtkem je navrh v grafickém programu (AI, Corel)

ty jsou podminény navic velikosti substrdtu (materidlu pro pfipravu)
a jeho cenou (dostupnou velikosti) vétsinou 2 nebo 4" ~ 5-10 cm,
ovéem je mozné pouZzit i substrdty mnohem vétsi 12"

je vhodné usporddat jednotliva zafizeni tak, aby se jich na substrat
veslo co nejvice



Mikrofabrikacni postupy

Litografie

v dalSich krocich je pouzito litografického postupu a leptdni pro prenos
vzoru (pattern transfer) na substrdt.

V mekke litografii je pouzita PMMA folie obsahujici ¢erné (nepriisvitné)
a prusvitné zony (maska). Substrat Cipu je ovrstven svétlocitlivou
vrstvou kopolymerni Iatky ‘fotoresistem” Pouziva se rotacniho ovrstveni
(spincoating) s vyuzitim gradientd otacek, nebo sprayového ovrstveni
(spraycoating), jez se v posledni dobé bouflivé rozviji (Suss Microtech,
Mnichov, etfc.), maska se uspofdada na substratu a osviti UV svétlem.
Dojde k zesitovani polymeru a zbyly oligomer se vymyje ve vyvojce.
Vzniklé struktury se ddle tepelné zpracuyji.



Mikrofabrikacni postupy

v této litografii je vétsinou vytvoren negativ navrhovaného systému v
méFitku 1:1, typické Sitky stop jsou 50-70 um a prdméry rezervoaru 1.6 ¢i 2
mm. Navrh je poté uspofadan na plose a vytistén s rozlisenim min 4000 DPT
na film i folii



Mikrofabrikacni postupy

l ‘ l l l l l l Sestaveni litografického sendwice
H -expozice fotorezistu UV svétlem
SR

substrdt ovrstveny negativnim fotoresistem

(v nékterych pfipadech obsahuje dalsi vrstvy,
napf SiO,)

vyvinuty a tepelné stabilizovany substrat
s polymernim “templdtem” struktury

f%LO

N\




Mikrofabrikacni postupy

v tvrdé litografii (hard contact) je tenkd kovova maska pfipravena na
sklenéné desce (cena > 4000 €) jez je upevnéna na substrdtu pomoci
vakua. Vzor se pfenese ha substrdt po zaostfeni specidlnim
mikroskopem (mask alligner). Zbyly postup je podobny

LIGA (Rontgen LIthographie-Galvanik-Abformung) jednou z nej-
dilezitéjSich technik v mikrofabirkaci obecné, vyvinuta v 80 letech v
Helmholzové dstavu nukledrni chemie v Karlsruhe. Umoziiuje sériovou
vyrobu mikrokomponent pro slozitéjsi integrované systémy



Mikrofabrikacni postupy

4 Fabrication of 5 Molding tool 6 Molding
molding tool

po ovrstveni resistem jsou substrdty osviceny synchrotronovym zdrenim,
jez je vysoce kolimované. Ozdrené plochy se vyplachnou vyvojkou a do
uvolnénych mezer je elektrolyticky redukovadn kov - takto se vytvofi
master pro pozdéjsi odliti polymerniho Cipu/komponenty/

Institute for Microstructure Technology, Helmholtzova spole¢nost, Karlsruhe



Mikrofabrikacni postupy

Bar structure 400 um hig
sidewalls.

h, with parallel

tyto komponenty maji vysoky pomér vysky ku sifce (HAR, height aspect
ratio) jeden z parametrd ‘kvality” Cipu. Tato metoda umozriuje vytvofit
prvky z kovu nebo plastu s vyskou az Imm a rozlisenim 0.2 pm, napfiklad
soustavy optickych mikroCocek, difuzni filtry molekul, rota¢ni magn.
pumpy v mikrocCipech

Institute for Microstructure Technology, Helmholtzova spolec¢nost, Karlsruhe



Mikrofabrikacni postupy

Leptani

v dalsim kroku je tfeba vytofit 3D struktury jiz na substrdtu samotném. K
tomu se vyuzije rozdilnych vlastnosti (stability) obnazeného substrdtu a
substratu s vyvinutym resistem. Pouziva se chemického leptdni bazemi a
kyselinami, nebo suchého leptdni vaporizaci substratu (Dry Etching) napf.
paprskem iontl (vyboj Ar 1keV) nebo reaktivni plasmou (SF, v Ar)

5 substrdt se vzorem krytym oxidem a negativnim
et —a / resistem vystaven pusobeni reaktivnich sil

: 2 /2 vznikla 3D struktura po odstranéni vsech krycich
vrstev




Mikrofabrikacni postupy

suché, neboli fyzikdlni metody leptdani maji za ndsledek isotropni ostranéni
materidlu a rozsifovdni stop

LEI 15.0kv X170 100zm ) WD 14.9mm LEI 15.0kV X600 10um WD 14.9mm

HAR plasmové leptdni - testovaci pyrex deska, vyssi rozliseni

Hiibner U, Muck, A. Institute for Physical High-Technology, IPHT Jena, 2006



Mikrofabrikacni postupy

podobné dcinky ma chemické leptdni skla kyselinou fluorovodikovou - k
rozsifovani stop dochdzi isotropné. V pfipadé pouziti kovové masky pro
definovani sitky mikrokandlu dochdzi k ‘podleptdni” (underetch)

HF

bl

sklo

t (ca 1h)

ca 50 pym




Mikrofabrikacni postupy

dalsi chemické metody umozfiuji anisotropni leptani (smérové definovatelné
ostranéni materidlu a rozsifovani stop) pokud je pouzit krystalicky materidl
napt. kfemik s vrstvou SiO, nebo jinych oxidl ¢i karbidl

tfi faze:

1) odstranéni vrstvy oxidu na obnazené
¢dsti desky HF (vzor chranén resistem)

2) postupné odstranéni substratu bdzi,
napt. 40% KOH, 1% IPA pfi 60°C (20

tm/h)
A 3) odstranéni oxidu ze vzoru

KOH leptdni kfemiku - detail injekéniho kFize u CE mikrocipu (ndroky na
kvalitu - rozliseni masky)

Muck, A, Spillman, S, NMSU, Las Cruces, 2003



Mikrofabrikacni postupy

Kifemik

specifické vlastnosti kiemiku umoznily jeho rozsifeni v pfipravé MEMS. Je
obrdbén chemickymi a fyzikdlnimi prostfedky mnohem sndze, nez mechanicky,
navic je to oxidovatelny (T, H,O) polovodi¢

Trocha krystalografie

mad prostorové centrovanou kubickou strukturu symetrie, jeho molekulové
orbitaly jsou sp3 hybridizované (podobny diamantu)

Millerovy indexy popisuji orientaci ploch krystalu na substratu, jsou to
kolmice na tyto plochy [napf (100) je plocha obsahujici pét atoml miizky]



Mikrofabrikacni postupy

proto se tyto indexy pouZivaji pro oznaceni typu kiemikovych substrati a
podle téchto ploch se voli zpusob leptdni. Smér (100) je v chemické
mikrofabrikaci neoblibenési, ackoliv napf. v senzorice jsou €asto pouzivané
(110) pro leptdni trysek a filtru

Muck, A, Spillman, S, NMSU, Las Cruces, 2003




Mikrofabrikacni postupy

Replikace

v pfipadé sklenénych nebo kiemikovych zafizeni se vyleptané substraty
rozfeZou na jednotlivé Cipy

polymerni Cipy:

vyhodna cena a moznost pfFipravit mnoho
l = 7 Cipl z jedné vzorové desky (masteru)..
pouzivd se bud zvysené teploty (T,) pro

T | W vytvoreni otisku (hot embossing)

alternativou je /n situ odliti, neboli
polymerace ve formdch (molding)

obsahujicich master, jez je moznd za
zvyseného, nebo atmosferického tlaku

Muck, A, Wang, J, Jacobs et al. Anal. Chem. 2004, 76, 2290



Mikrofabrikacni postupy

vyhodou odliti oproti otiskim za tepla, je presnost replikace, nékdy téz
oznacovand rozliseni (< 1 ym) a nepfitomnost tepelné relaxace (zmény tvaru
v rozich etc.)

PMMA odlitek mikrostruktury pro CE-ED Cip

Muck, A, Spillman, S, NMSU, Las Cruces, 2003



Mikrofabrikacni postupy

Lepeni (bonding)

predposledni fazi mikrofabrikace je prekryti otevienych kandlki na Cipu
kryci deskou (v pfipadé sklenénych Ciptu 0.5 mm nestrukturovany cip
sklenéného substrdtu, v pfipadé plastovych zafizeni je to lamina¢ni folie ze
stejného materidlu, jako je Cip

pouZije se opét teploty skelného pfechodu

/ (Tg) materidlu (108 °C pro PMMA). Za této
| /% — teploty se pfitiskne v klemé Cip mikrokanalky

doll na folii a zchladi na RT

nékteré chemické postupy (roztoky SiO, v NaOH a ohfati) se pouzivaji pro
Cipy sklenéné, pro Si/SiO, MEMS se nejcastéji pouziva anodické lepeni
(migrace iont( materidlu pfi zvySené teploté a napéti 400 V.



Mikrofabrikacni postupy

Finalizace polymernich ¢ipt

po laminaci mikrokandlkd je nutno integrovat pfivodni kapilary, CE
elektrody, nebo senzorové nizkonapétové elektrody

vyhodné je vyuziti nanoportd (Upchurch) na fluidnich Eipech napf. ESI
emitterech pro pfivod kapildar a HV elektrod (on-line junction)

Muck, A, Svatos, A, Rapid Commun. Mass Spectrom. 2004, 18, 1459



Mikrofabrikacni postupy

existuje mnoho dalSich uzite¢nych postupt, napfiklad elektrolyticke,
chemickeé ¢&i fyzikdlni pokoveni substrdtt (Ni, Au, Cu), Lift-off techniky, kdy
je €ast kovové vrstvy sejmuta (pouziti pro elektrické obvody na Cipu,
‘packaging” neboli upevnéni mikroCipt v makroskopickém okoli a pfiprava
hybridnich zafizeni..

Hybridni PDMS/Pyrex Cip s integrovanymi Pt elektrodami v PMMA kazeté
pro amperometrické méfeni neurotransmitterd (high/low-tech systém)

Schoning, MJ, Jacobs, M, Muck, A, Sens. Actuators B 2005, 108, 688.



Integrace analytickych operaci

na za¢dtku jiz zminény cile a prosttedky analytickych mikrosystému:

integrace operaci a prvku

miniaturizace celé sestavy

jednou z hlavnich operaci je ddvkovdni vzorku, ddle pohyb roztoku po &ipu
(pumpovadni) jeho separace/sbér frakci a detekce. Za timto Gcelem je pouzito
nékolika principt

tlaku
elektroforetického pohybu/EOF
elektrochemickych a spektralnich metod
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(pumpovadni) jeho separace/sbér frakci a detekce. Za timto Gcelem je pouzito
nékolika principt

tlaku
elektroforetického pohybu/EOF
elektrochemickych a spektralnich metod
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na za¢dtku jiz zminény cile a prosttedky analytickych mikrosystému:

integrace operaci a prvku

miniaturizace celé sestavy

jednim z hlavnich GkolG je davkovani vzorku, dale pohyb roztoku po ¢ipu
(pumpovadni) jeho separace/sbér frakci a detekce. Za timto Gcelem je pouzito
nékolika principt

tlaku
elektroforetického pohybu/EOF
elektrochemickych a spektrdlnich metod



Integrace analytickych operaci

Ddvkovani vzorku na ¢ip:

je vyuzivano hydrodynamického toku (hydrostatickym tlakem, pomoci
gravitace, ddvkovdni z kapky na rezervodru - kapildrni silou

nebo elektrokineticky a elektroosmotickym tokem - davkovani kratkych
pfesnych zén, nékdy nazyvané “aliquoting".

nejbéznéjsim mikrofluidnim schematem je tzv. ‘prosty kfiz’, jenz je Casto
vyuzivan pro kapildrni zénovou elektroforézu na ipu (MCE). Obsahuje Etyfi
rezervodry, vzorek se davkuje elektrokineticky napétim



Integrace analytickych operaci

vzorek

1
R, I
vzorek é(//// 1.41

/odpad\ pufr
/ 3
AN
R,.I, R;.I;
S~—__ RoI,
ip \ 4

detektor/odpad

tento systém pfipomind elektricky obvod obsahujici 5 uzld a ¢tyfi ramena s
danymi odpory (plati Ohmiv a Kirchhoffuv zdkon). Je mozné spocitat, jaké
napéti potfebujeme aplikovat na jednotlivé uzly, aby tekl proud urcitym
smerem

Geschke O, Klank H, Telleman P, Microsystem Engineering of Lab-on-Chip Devices, Wiley 2004



Integrace analytickych operaci

davkovadni |ze provést tfemi zplsoby:

gated injection je metoda kde se aplikuje napéti na tfi rezervodry pfi davkovani i
analyze. Cely analyticky proces ma dvé faze

HV 70% HV 70% HV 70%
HV 30% - I4_ HV 100% / / HV 30% - B« HV100%
' | | ' '
0 0 0

pred ddvkovanim ddvkovani analyza



Integrace analytickych operaci

pinched injection je podobné ddvkovdni, cela metoda ma opét 2 kroky

HV 30% HV 100%
HV 20% _, — 0 HV20% | |_, HV20%
_ T | -
! R
HV 30% 0

ddvkovani analyza



Integrace analytickych operaci

Ddvkovdni s jednoduchym zdrojem HV je nejjednodussi mozné davkovdni, metoda
mad 2 kroky a pouziva pfepnuti HV z rezervodru pufru na rezervodr vzorku a zpét

HV 100% /
|
/ / / « HV100%
| H |
0 0

ddvkovani analyza



Integrace analytickych operaci

' srovndni pohybu vzorku tlakem -
hydrodynamického toku v 100 ym ID
S kiemenné kapildre (scany v ms po zapnutt,
dextran modifikovany fluoresceinem )
- - pOUZlT r‘hodamm) Je vidét pods‘ra’rne UZSI

zony a minimdlni rozmyti vzorku..
-

Paul P, et al. Anal. Chem. 1998, 70, 2459



Integrace analytickych operaci

Nepfima EOF pumpa generujici
® hydrodynamicky tok:

mikropumpa pro pohyb roztoku k
detektoru integrovand jako vedlejsi

C1 ) e e ot
rameno mikrofluidniho Cipu vyuzivajici
rozdild elektroosmotického toku v
hlavnim mikrokandlu C1€3 a v boénim
kandlu C2

C3

Ramsey, RS, Ramsey, JM, Anal. Chem. 1997, 69, 1174



Integrace analytickych operaci

Nepfima EOF pumpa generujici
® hydrodynamicky tok:

mikropumpa pro pohyb roztoku k
detektoru integrovand jako vedlejsi
C1 : e wr S sy
rameno mikrofluidniho Cipu vyuzivajici
rozdild elektroosmotického toku v
hlavnim mikrokandlu C1€3 a v boénim

, kandlu C2
polyakrylamid
C2 EOF je v tomto mikrokandlu pasivovan
C3 PAA

Ramsey, RS, Ramsey, JM, Anal. Chem. 1997, 69, 1174



Integrace analytickych operaci

Nepfima EOF pumpa generujici
@ Hv. 6k hydrodynamicky tok:

mikropumpa pro pohyb roztoku k
detektoru integrovand jako vedlejsi

C1 ) NV ot
rameno mikrofluidniho Cipu vyuzivajici
rozdild elektroosmotického toku v
hlavnim mikrokandlu C1C3 a v bo¢nim
kandlu C2 pasivovanym PAA

rameno C3 neni zapoieno do elektrického
HV, 4kV m PoJ

pole, vznikd hydro-dynamicky tlak, tok se
rozdéluje mezi 2,3 a dochdzi k pohybu
roztoku k detektoru

C3

Ramsey, RS, Ramsey, JM, Anal. Chem. 1997, 69, 1174



Integrace analytickych operaci

\B/ zdroj napéti

AY

Sbér frakci pro ITP:

isotachoforetickd separace probihd v zakfiveném Sirsim mikrokandlu (A), zény
jsou sbirdny v druhém kroku pomoci odstiedivé sily na CD mechanice (B,C)

Spésny, M, Foret, F, Electrophoresis 2003, 24, 3745



Integrace analytickych operaci

Integrovana elektrochemicka detekce:

Vétsina detektorl je stdle jesté mnohem vétsi, nez analytické mikrocipy. Proto
jsou vyvijeny integrovatelné zplsoby detekce. Velice vyhodnymi se jevi
elektrochemické metody (amperometrie, vodivostni detektory), kde jsou
integrovany detekéni obvody pfimo na Cipu

Ref (Ag/Agch)| [ | Pl
vzorek+pufr ' J\ }K J“K
pufr | W (Pt,C) \
\&
& | . =
pufr

PMMA kazeta

HV

Wang J, Tian B, Sahlin E, Anal. Chem 1999, 71, 5436



Elektrochemické aplikace

MIKROFLUIDNI ZARIZENI PRO PRUTOKOVOU
INJEKCNI ANALYZU S ELEKTROCHEMICKOU
DETEKCI

ALEXANDR MUCK JR.A, JOSEPH W ANGP
a JIRI BAREK®

moznost integrace mikropritokové injekéni analyzy na mikrofluidnim zafizeni
byla studovana na sklenéném ¢Cipu v pH podminkdch, kdy nejsou ldatky ionizovany a
jsou pumpovany na Cipu elektroosmotickym tokem. Jako integrovany detektor
byla pouzita sitotiskovad elektroda (SPE) modifikovand Au pro amperom. detekci

X I-.x
W vliv injekéni doby na tvar piku p-kresolu, davkovani
\\}.r“‘“""—“ 2,3,4,68,10,15, 20 s, PB pufr pH 7.9, 3kV catodicky

‘rok o9V Au-uhlik

I

Chem. Listy 2003, 97, 957



Elektrochemické aplikace
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integrované mikropritokové injekéni zafizeni
s detailem pracovni sitotiskové elektrody

I
odezva detektoru na vzrustajici
koncentrace dopaminu 10-80 pmol, a jeho

opakované davkovani do proudu pufru
tento systém byl pouzit pro stanoveni glukézy po enzymatické reakci s

glukosoxiddzou a detekci vzniklé kys. glukonové na pracovni elektrodé s mMol
citlivosti umoznujici 6 analyz ve 3 min

Chem. Listy 2003, 97, 957



Elektrochemické aplikace

Microchip capillary electrophoresis with a
boron-doped diamond electrochemical detector
for analysis of aromatic amines

v poslednich letech jsou publikovany prdce pouZivajici pracovnich
diamantovych elektrod dopovanych borem (BDD), tyto jsou srovndvdny s
elektrodami ze skelného uhliku nebo SPE elektrodami

prokazuji velice nizké hodnoty sumu (dulezité pro stabilni zdkladni linii,
rozliseni a citlivost, jakoZ i dlouhou Zivotnost a nizkou pasivaci

pfipravuji se na Si (100) substrdtech v tlakovych reaktorech pomoci CVD
procesl (chemical vapor deposition) v mikrovinné plasmé, jako zdroju uhliku
se pouziva acetonu, methanolu s rozpusténym B,O;. Si Ize odleptat ->
vznikne film BDD

Shin D, Tryk D, Fujishima A, Muck A, Wang J., Electrophoresis 2004, 25, 3017



Elektrochemické aplikace

14 GCE
3 4 5

C

5 SPE
O | ’\ b
s 1] peon
S \’L . Iﬂ
0 60 120 180

Timel/s

citlivost BDD elektrody ve srovndni s GCE a SPE elektrodami pro MCE separaci
aromatickych aminl (produkty barvdrského prumyslu, polutanty). 1s davkovdno
50 uM 4-aminofenolu (1), 1,2-fenylendiaminu (2), 2-aminonaftalenu (3), 2-
chloroanilinu (4) a aminobenzoové kyseliny (5) v acetdtovém pufru pH 4,5, 1,5
kV separace, detekce pfi 0,9 V

Shin D, Tryk D, Fujishima A, Muck A, Wang J., Electrophoresis 2004, 25, 3017



Elektrochemické aplikace

Microchip capillary electrophoresis with a boron-doped diamond
electrode for rapid separation and detection of purines

Joseph Wang**, Gang Chen?®, Alexander Muck. Jr.?, Dongchan Shin®. Akira Fujishima®!

tyto baze slozkami nukleovych kyselin a jsou proto dulezité pfi syntéze
proteind. Hraji také dllezitou dlohu pfi kontrole potravin (metabolity pfitomny
ve stdrnoucim mase, rybdch atd. Rychld metoda detekce guaninu, guanosinu,

hypoxanthinu, xanthinu a kys. moc¢ové pouziva MCE na skKl. ¢ipu s pracovni el. z
sp3 hybridizovaného uhliku (BDD) a amperometrickou detekci

1 a
15- __,-ff.
T f . b
= 10- A
E / .
E e
S ° _/'// o o
o ._.____'fr,f’ optimalizace citlivosti detektoru - hydrodynamicky
- 1 voltamogram pro BDD elektrodu. Detekce 50 pMol
0.4 0.8 1.2 16 guaninu (a) a guanosinu (b)
Potential / V

J. of Chromatography A, 2004, 1022, 207



Elektrochemické aplikace

Current
=
—
ﬁj

0 100 200 300
Time /s

srovnadni citlivosti SPE uhlikové elektrody (A) a BDD elektrody (B) pro
detekci mikromoldrnich koncentraci guaninu (a), hypoxanthinu (b),
guanosinu (c), xanthinu (d) a kys. mocové (e) pfi 1kV separacnim a injekénim
napéti a 1.3 V na elektrodé. davkovadno 2s, N 2400

J. of Chromatography A, 2004, 1022, 207



Elektrochemické aplikace

Anal. Chem. 2003, 75, 4475-4479

Movable Contactless-Conductivity Detector for
Microchip Capillary Electrophoresis

Joseph Wang,* Gang Chen, and Alexander Muck, Jr.

Department of Chemisiry and Biochemisiry, New Mexico State University, Las Cruces, New Mexico 88003

dalsim zplsobem detekce na Cipu je vodivostni detekce. V poslednich
letech je studovdna pfedevsim bezkontaktni vodivostni detekce (CCD).

systém s pohyblivym CC detektorem byl vyvinut pro detekci slozek
vybusnin na PMMA elektroforetickém Cipu. Systém umoznuje posun
detektoru po separac¢nim mikrokandlu pro zaznam rdznych fdzi separace
nebo pro velmi rychlou detekci ,celkového mnozstvi' vybusnin



Elektrochemické aplikace

b T— ¢ f
A o ? e 5
JJ:: j:_
Nin
I
B T c
In |
D E

spona (C) objimajici Cip (E) umozrujici citlivou bezkontaktni detekci Al
elektrodami (H, dva 500 um prouzky) upevnénymi nad laminacni folii mikrokandlu
a celkovy pohled na ¢ip (A)

detektor poskytnut F.Opekarem, UK



Elektrochemické aplikace

optimalizace separace postupnou zménou vzddlenosti detektoru od ddavkovaciho
rezervodru a volbou rdzného separacniho napéti - automatizovatelnost



Elektrochemické aplikace

Response
L)

0 20 40 60
Time (s)

prepindni mezi ‘celkovym’ a individudlnim analytickym modem. Signdly
amonnych (a), methylamonnych (b) a sodnych iontl (c)



Elektrochemické aplikace

4 b

Response

0 60 120 180 240
Time (s)

(A) analyza slozek vybusnin a nervové aktivnich latek: chlorid (a),
chlore¢nan (b), fosfonova- (c), methyl fosfonova- (d) a pinakoy! fosfonova
kyselina (e), zkrdceni ¢asu analyzy posunem detektoru po eluci
anorganickych iontu (B)



Hmotnostni spektrometrie
Atmospheric molded poly(methylmethacrylate)

microchip emitters for sheathless electrospray

Alexander Muck and Ales Svatos*

mikrofluidni Cipy zatim prezentovdny jako zafizeni pouzivajici EOF jako
hybnou silu. Dalsi skupinou jsou Cipy pouZivajici pumpovadni mikropumpami

v hmotnostni spektrometrii jsou vyvijeny jednordzové emittery. Ty mohou
pouZzit 'liquid junction' pro pfivod EST napéti a nevyzaduji sprejovaci plyn

a MS

(a) pfivod pufru, (b) HV elektroda, (c) vstupni mikrokandl, (d) vyvod emitteru

Rapid Commun. Mass Spectrom. 2004, 18, 1459



Hmotnostni spektrometrie
! !

Fabrikac¢ni proces:

(A) sestaveni formy:
(a,d) sklenéné desky

@ (b) hlinikovy spacer

(c) kremikovy substrat
(B) odliti a polymerace PMMA

(C) tepelna laminace Cipu



Hmotnostni spektrometrie

tfi po sobé ndsledujici sekce zdznamu vzniku mikroelektrospreje na tomto
¢ipu, 5 mM mravencan amonny pH 4.5/MeOH 80/20 v/v, priatok 1.2 ul/min,
napéti 4.6 kV, expozice 10 ms.



Hmotnostni spektrometrie

Relative Intensity (%)

| A[M+HT !
574.7 a 4.26¢6
100+ -
801
60 1
40, B[M+3HJ"* B[M+2HF"
822.9 152+33.9 C[M+4H]4+
‘[ C[M+5H] l‘ 1434.5
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Mass (m/z)

MS spektrum 5 pmol smési

peptidi a proteinu:

(A) methionin enkephalin (MW
573.7), (B) adrenokortikotropni
hormon (MW 2465.7), (C)
insulin (MW 5733.5)

stejné spektrum odpovidajici

100 fmol (1 uM roztok)



Hmotnostni spektrometrie

PBP[M+7H]"*

o e 2269.1 S
S
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= 80-
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Hmotnostni spektrum receptoru sexudlniho feromonu Manduca sexta, 15,8 kDa



Hmotnostni spektrometrie

kopolymerace monomert obsahujicich specidlni funkéni skupiny (analyte
tailoring) byla pfedstavena pro plandrni struktury v MALDI-TOF/MS

Zesit'ovani monomert

(katalyzator, chemickeé

a fyz. Podminky, T, UV,
@ etC)

Méreni signala

(hmotnostni ‘ d
spektrometrie, jiné Interakce s analyty
druhy spektrélnl'ch (vyuilti S|abych +

méfeni interak&nich sil mezi ' IC
povrchem a analytem) ,

l Odstranéni interferenci G ‘ ‘
, (odstranéni soli a detergentl z Q
pFipravy vzorku, pfidavek
reagencii, pufru etc.
A B e —

vyuziva principd SPE pro predipravu vzorku, umoznuje tvorbu specidlnich Cipl

Muck, A., Svatos, A., MPG patentova prihlaska DP 10 2004 053 458.6, 2004.



Hmotnostni spektrometrie

Fast prototyping of hydrophobic disposable
polymer support arrays for matrix-assisted laser
desorption/ionization-time of flight-mass
spectrometry of proteins by atmospheric molding

96 MTP format 10X10 format 20X20

vyvinuty hydrofobni MALDT arrays pro odsoleni a méfeni protein(, atm. odliti
umoznilo vysokou pfesnost a inkorporovat butyl metakrylat do materidlu Cipu

Muck A, Nesnerova P, Pichova I, Svatos, A., Electrophoresis 2005, 26, 2835



Cipy o tloustce 0.5 a 0.2 mm obsahuji 2x2mm zény pro adsorpci vzorku a
mefeni, které jsou o 50 um nizsi, tak je definovatelnd plocha/repro-
dukovatelnost/archivovatelnost

Muck A, Nesnerova P, Pichova I, Svatos, A., Electrophoresis 2005, 26, 2835




Hmotnostni spektrometrie
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MALDI-TOF spektra dseku membrdnového proteinu Trichoplusia Ni (20 pmol/yL) pred
odstranénim 100 mM fosfatu, 10mM TRIS, 0.5 M NaCl a 10 mM EDTA (a), a po
preddpravé na C4 cipu (b)

Muck A, Nesnerova P, Pichova I, Svatos, A., Electrophoresis 2005, 26, 2835



Hmotnostni spektrometrie

Atmospheric molding of ionic copolymer
MALDI-TOF/MS arrays: A new tool for protein
identification/profiling

dalsi moznosti pro specidlni modifikaci ¢ipu je inkorporace iontovych funcknich
skupin. Takové array Cipy umoziiuji pH selektivni pfedipravu smési proteinl

schema inkorporace funkénich skupin v
materidlu Cipu: eliminace nutnosti
porvchovych modifikaci jeZz jsou

\

1 I I 1

y COOCH, CO COOCH, CO COOCH, CO COOCH,,
1

|. J l. J |. J : komplikované
R T e e B e, o M R T R R R B |
I Ve - - .
\ B B e ! pouzity c’ar'bc?xy , sulfo-, amino a
| RO I kvarterni amino methacrylaty
| A “0CH;CH2CH:N(CH3)s ._I
\ n - o4 v . Ve ’ ° .
LR M T o vybér pH pufru ovlivni ndboj proteini a
1

_______________________ ndboj povrchu Cipu

Muck A, Ibanez A, Svatos, A., Electrophoresis 2006, 27, 4952



Hmotnostni spektrometrie
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MALDI-TOF spektra smési lysozymu (a), B-laktoglobulinu A (b), frypsinogenu (c)
a carboxyl dehydrogendzy (d) na Cipu mod. 6% metakrylovou kys. Jako matrice
pouzita kys. sinapova

Muck A, Ibanez A, Svatos, A., Electrophoresis 2006, 27, 4952



Hmotnostni spektrometrie

I3L - 1 ' LY*
.....-... .......... .............. e, 5 a
F ............... ..........
1 e, e, e,

adsorpce na 6%MAA &ip, pKa povrchu ~ 4.66 (methakrylova kyselina)

diferenciace

. S e e, adsorpce
x lon.rove pFITGZhVe SI|Y/C(d30r'pce S S

* Castecné hydrofobni interakce/adsorpce (~2 pH nad pI)

Muck A, Ibanez A, Svatos, A., Electrophoresis 2006, 27, 4952



Hmotnostni spektrometrie

Trypsin-Linked Copolymer MALDI Chips for Fast Protein
Identification

Alfredo ]. Ibanez, Alexander Muck, Vincentius Halim, and Ales Svatos*

pouziti reaktivnich funkénich skupin umozriuje vyvoj ‘hybridnich’ zafizenti,
obsahujicich kromé funkénich skupin také linkery a enzymy.

provedeni selektivnich operaci jako enzymova hydrolyza, nebo studium aktivity
enzymU a inhibice substrdty, screening ve velkém mnozstvi (array usporadani)

pro vdzdni enzymu byly vypracovdny standardni postupy, pouZivané predevsim v
ELISA metoddch

pro fabrikaci MALDI-TOF array Cipu byla pouzita kopolymerace methakrylatu
s 2-aminoethyl methakrylamidem chranenym t-BOC skupinou

Journal of Proteome Research 2007, 6, 1183



Hmotnostni spektrometrie
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kyseld aktivace a reakce aminu s polyetylenglykol disukcindtem bis(sulfo-
succinimidem) (EGS) a reakci s 1.2 nmol trypsinu nebo jiného enzymu (napf.
fosfatdzy: hydrolyza nitrofenylfosfdtu na zluty nintrofenol)

Journal of Proteome Research 2007, 6, 1183



Hmotnostni spektrometrie
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kratké doby reakce (15 min-1h), identifikace a pokryti sekvence adsorbovanych

proteind ‘po on-chip' digesci pomoci bioinformatického softwaru (PLGS) nap¥. v
databdzi Swissprot

Journal of Proteome Research 2007, 6, 1183



Hmotnostni spektrometrie
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pouZiti linedrniho modu (A) pro méfeni proteinovych spekter (uréeni MW),
provedeni hydrolyzy a mefeni v reflektronovém modu (B) pro uréeni individudlnich
peptidd poskytuje dvé hladiny informaci (1-Cyt C, 2-Hemoglobin, 3-myoglobin, 4-
BSA)

Journal of Proteome Research 2007, 6, 1183



Nové sméry vyvoje

-> vyzkum elektroforetickych aplikaci je pomalu
kompletni

-> soucasné trendy se soustfeduji na mikrostruktury
pro on-chip nanoLC (také plnéni separacnich kandll
¢dsticemi se ukazuje v praxi uzite¢né. Aplikace
monolitickych materidld

-> prosazuji se plandrni Cipy typu ‘array’ umoznujici
screening velkého mnozstvi vzorkud a shizujici cenu
téchto zafizeni



Shrnuti

-> tento pfehled ¢i Uvod to problematiky neni zdaleka
kompletni, ale mGze zdjemcim poskytnout ufCity
startovaci bod

-> za poslednich 17 let vznikl novy velice zajimavy
interdisciplindrni obor a doslo i k jeho urcitému
dozrani. V pfistich letech bude zaviset vice na
uziteCnych aplikacich, ty rozhodnou, kde v praxi se
tyto chemické MEMS (CMEMS?) uplatni



-

Max-Planck-Institut far ch_é.mische Okologie
Hans-Knoll-Str. 8

-




