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Mikrofluidyka – technologia
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1.  Historia mikrofluidyki [1]
Podczas gdy obecnie w na-
ukach przyrodniczych niepo-
dzielnie rządzi przedrostek 
„nano“ wydawałoby się, że 
hasło „mikro“ jest skazane na 
zapomnienie. Zaprzeczeniem 
tego jest jednak tytułowa mi-
krofluidyka lub inaczej tech-
nologie mikrocieczowe. Jest to 
młoda, lecz dynamicznie roz-
wijająca się interdyscyplinar-
na dziedzina nauki i techno-
logii zajmująca się badaniem 
oraz kontrolowaniem płynów     
o niewielkiej objętości (µl, nl 
oraz pl) w sztucznie stworzo-
nych systemach hydraulicz-
nych. Dla nauk chemicznych 
oraz mikrobiologicznych jest 
to uzasadnione ekonomicz-
ne, a także wynika z wielko-
ści obiektów będących ich 
zainteresowaniem - bowiem 
nawet w mikrolitrowej kropli 
mieszczą się tysiące dużych 
cząsteczek np. białek. Mikro-
fluidyka wpisuje się bardzo
dobrze w ogólnoświatowy 
trend miniaturyzacji urządzeń. 
Dzięki wykorzystaniu techno-
logii mikrocieczowych można 
w badaniach znacznie zmniej-
szyć objętości reagentów oraz 
skrócić ich czas, co wielokrot-
nie redukuje ich koszty. Tech-
nologię taką można również 
uznać jako jeden z aspektów 
zielonej chemii.
Pierwsze urządzenia mikroflu-
idyczne – miniaturowy chro-
matograf gazowy powstał 

w 1975 r., jednak prawdziwy 
rozkwit mikrofluidyki datu-
je na lata 80. XX wieku. Jej 
szybki rozwój umożliwiło 
upowszechnienie się zinte-
growanych układów elektro-
-mechanicznych pozwalają-
cych na precyzyjną kontrolę 
płynów o niewielkiej objętości 
oraz zamówienia wojskowe na 
przenośne urządzenia do wy-
krywania broni biologicznej 
i chemicznej. Mimo tego, że 
mikrofluidyka jest to bardzo
młodą dziedziną nauki i tech-
niki, prawie każdy zetknął się 
z jej praktycznym wykorzysta-
niem – głowicami domowych 
drukarek atramentowych. 
Obecnie rynek mikrofluidyki
wart jest setki milionów dola-
rów.

2. Mikromacierze DNA [2]
Innym wynalazkiem z dzie-
dziny technologii mikrocie-
czowych będący znacznym 
sukcesem komercyjnym są mi-
kromacierze DNA. Są to płytki 
wykonane z tworzyw sztucz-
nych lub szkła z naniesiony-
mi mikroskopowej wielkości 
polami zawierającymi sondy 
molekularne będące różniący-
mi się od siebie fragmentami 
DNA. Na powierzchni mikro-
macierzy można obecnie 
umieścić nawet kilka tysięcy 
fragmentów DNA. Sondy zwy-
kle zbudowane są z 20-70 nu-
kleotydów (z ang. oligo array) 
lub pełnych sekwencji mRNA 

(z ang. cDNA array) – co ozna-
cza pełną sekwencję danego
wariantu genu. W celu uży-
cia chipu DNA należy na jego 
powierzchnię nanieść prób-
kę kwasu nukleinowego wy-
znakowanego znacznikiem 
fluorescencyjnym. Cząstecz-
ki wyznakowanego kwasu 
nukleinowego wiążą się do 
komplementarnych sekwencji 
w wyniku hybrydyzacji. Zajście 
takiej reakcji można stwierdzić 
mierząc intensywność sygna-
łu fluorescencji dla poszcze-
gólnych sond. Zwykle użycie 
chipów DNA jest procedurą 
w pełni zautomatyzowaną. 
Mikromacierze DNA wyko-
rzystuje się m.in. do badania 
sekwencji genów (genotypo-
wania), znajdowania genów 
reagujących zmianą ekspresji 
na podanie leku oraz różnic 
w ekspresji genów pomię-
dzy tkankami lub gatunkami. 
Obecnie chipy DNA są ko-
mercyjnie dostępne w bardzo 
dużej liczbie odmian. Umiesz-
czając inne cząsteczki w cha-
rakterze sond można również 
zbudować mikromacierze in-
nego typu: białkowe, przeciw-
ciał lub niewielkich związków 
chemicznych.  

3. Lab-on-a-chip [1]
Dla chemików oraz biologów 
molekularnych najważniejszym 
trendem w rozwoju mikroflu-
idyki zaraz obok mikromacie-
rzy są systemy lab-on-a-chip. 

Są to urządzenia wielkością 
zbliżone do rozmiarów karty 
kredytowej pełniące funkcje 
„stołu laboratoryjnego” lub 
bioreaktora. Wykonane ze 
szkła, poliwęglanu czy PDM-
S’u chipy zawierają kanały 
oraz komory reakcyjne, co 
umożliwia wykonywanie re-
akcji chemicznych analogicz-
nie jak przy wykorzystaniu 
probówek jednak przy użyciu 
tysiące razy mniejszej objęto-
ści odczynników.
Mimo wielu zalet urządzenia 
typu lab-on-a-chip nie znajdu-
ją się w każdym laboratorium.
Taki stan wynika z dwóch po-
wodów. Po pierwsze wciąż 
nie jest dostatecznie poznana 
fizyka takich układów. Mogło-
by się wydawać, że inżynieria 
chemiczna, której jednym 
z podstawowych działów 
jest hydrodynamika powinna 
udostępnić modele fizyczne
wyjaśniające zachowanie mi-
kropłynów. Niestety zacho-
wanie płynów w mikroskali 
wyraźnie różni się od tych 
opisywanych modelami dla 
makroukładów. Przykłado-
wo, czynnikami pomijanymi 
w przepływie makropłynów 
oddziałującymi poważnie na 
układ o skali mikro są siły na-
pięcia powierzchniowego lub 
naładowanie elektrostatyczne 
powierzchni cieczy. Koniecz-
ność uwzględnienia takich 
właściwości obiektów powo-
duje znaczne skomplikowanie 
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opisów teoretycznych ukła-
dów mikrofluidycznych, co
tym samym utrudnia rozwój 
technologii. Drugim niezbęd-
nym warunkiem upowszech-
nienia mikrofluidyki jest roz-
wiązanie problemów stricte 
technologicznych, czyli stwo-
rzenia standardu miniaturo-
wych pomp, zaworów oraz 
czujników. Obecnie większość 
układów mikrofluidycznych 
jest skonstruowana w formie 
żartobliwie opisanej jako „lab-
-on-a-chip-in-lab” oznacza to 
wykorzystanie niewielkiego 
chipu mikrofluidycznego oraz
urządzeń peryferyjnych zajmu-
jących cały stół laboratoryjny. 
Jest to sytuacja zadowalająca 
naukowców pracujących przy 
badaniach podstawowych, 
bowiem chipy są relatywnie 
tanie (koszt jednego chipu to
zwykle mniej niż 50$) i mogą 
być łatwo wymieniane, a urzą-
dzenia peryferyjne są uniwer-
salne. Niemniej docelową 
funkcjonalnością ma być re-
prezentowana przez urządze-
nia takie jak QuickLab firmy
Siemens – mieszące się na 
dłoni urządzenie diagnostycz-
ne.

4. Systemy droplet-on-de-
mand [3]
Mikrofluidyka oparta jest na
wykorzystaniu dwóch nie mie-
szających się faz –(np. układu 
woda-olej), kropel (fazy rozpro-
szonej) zawieszonych w fazie 
ciągłej – stanowi kolejny krok 
ku zmniejszeniu ilości reagen-
tów i polepszeniu kontroli nad 
wykonywanymi reakcjami. W 
takim przypadku każda z kro-
pel stanowi oddzielne środo-
wisko reakcji. Jest to idealne 
rozwiązanie w przypadku ba-
dań przesiewowych (o czym 

więcej w następnej części) 
oraz obserwacji funkcjonowa-
nia pojedynczych komórek. 
Tworzenie kropel odbywa 
się przy wykorzystaniu ele-
mentów układu nazwanych 
T-Junction lub flow focuser.
O ile tworzenie kropel o jedno-
litej wielkości nie jest zadaniem 
zbyt skomplikowanym tech-
nologicznie (dla niezbyt du-
żych kropel wystarczy dobrać 
prędkości przepływu płynu
nośnego i fazy zdyspergo-
wanej), to tworzenie kropel 
o zmieniającej się wielkości 
w serii zaczyna komplikować 
sprawę. Jednak jest to możli-
wość bardzo cenna – pozwa-
la bowiem na kontrolowanie 
stężenia poszczególnych sub-
stancji przy łączeniu kilku kro-
pel w jedną większą (poprzez 
wkład objętościowy kolejnych 
elementów). Układy mikroflu-
idyczne posiadające taką moż-
liwość nazywane są systema-
mi kropel na żądanie (z ang. 
droplet on demand system). 
Jedną z najbardziej rozwinię-
tych technologii uzyskiwania 
„kropel na żądanie” opracowa-
ła polska grupa badawcza z In-
stytutu Chemii Fizycznej PAN. 
Sercem systemu jest zmody-
fikowany zawór solenoidowy
z tłokiem nurnikowym (V165, 
Sirai). Modyfikacje polegały
na znacznym zmniejszeniu 
skoku tłoka w celu dotowa-
nia do potrzeb mikrofluidyki.
Zawór może pracować z mak-
symalną częstotliwością około 
30 kHz, a minimalna objętość 
tworzonej kropli wynosi 70 
nL. Proces otwierania i zamy-
kania sterowany jest za pomo-
cą komputera wyposażonego 
w oprogramowanie typu La-
bView, co pozwala na łatwą 
kalibrację oraz programowa-

nie serii procesów. Ponadto, 
charakterystyka pracy układu 
zaworów jest niezależna od 
materiału, w którym wykona-
ny jest mikroukład, co czyni 
system uniwersalnym.

5. Wysoko sprawny screening 
[4]
Jedną z najpoważniejszych 
motywacji do rozwoju tech-
nologii mikrocieczowych jest 
zapotrzebowanie na urządze-
nia zdolne wykonywać tysią-
ce reakcji w krótkim czasie. 
Sekwencjonowanie DNA, czy 
badania przesiewowe nowych 
leków są najlepszymi przy-
kładami konieczności użycia 
systemów High-throughput 
screening. Obecnie używa się 
w tym celu wielodołkowych 
płytek będących naczyniami 
dla reagentów oraz robotów 
wyposażonych w ramię z au-
tomatycznymi pipetami. Ro-
boty tego typu są zdolne do 
mieszania reagentów oraz 
dokonywania pomiarów spek-
troskopowych a nawet inter-
pretacji wyników, co pozwala 
na wykonanie nawet do kilku 
tysięcy reakcji dziennie dla 
jednej jednostki. Jednakże 
obecnie stosowane metody 
są drogie (urządzenia HTS 
kosztują setki tysięcy dolarów) 
oraz posiadają ograniczenia 
– dozowane do dołków mogą 
być ciecze o objętości więk-
szej niż 1 µl. Ograniczeń tych 
nie posiadają opisane powy-
żej systemy mikrocieczowe 
oparte na tworzeniu kropli. 
Porównania takich systemów 
oraz tych standardowych do-
konał D. Witz wraz z współpra-
cownikami. Badania opisane 
w Proceedings of the National 
Academy of Science dotyczyły 
uzyskania i identyfikacji bar-

dziej efektywnych odmian 
peroksydazy chrzanowej – en-
zymu chrzanu pospolitego, 
znajdującego szerokie zasto-
sowanie w biologii moleku-
larnej.

Procedura uzyskania  peroksy-
dazy chrzanowej 
1. Umieszczenie genu kodują-
cego peroksydazę na plazmi-
dzie.
2. Amplifikowanie plazmidu
przy pomocy reakcji polime-
ryzacji łańcuchowej z wyko-
rzystaniem polimerazy DNA 
o dużym współczynniku błę-
dów (tzw. error prone PCR). 
Spowodowało to wytworze-
nie dużej ilości odmian enzy-
mu – około 107.
3. Po przykróceniu do właści-
wej formy plazmidy zostały 
wprowadzone do komórek 
drożdży.
4. Pożywka z komórkami zo-
stała w urządzeniu mikroflu-
idycznym rozbita na krople 
zawieszone w fazie olejowej, 
w których zawarta jest (sta-
tystycznie) jedna komórka.              
W skład kropli wchodzi rów-
nież substrat dla enzymu 
– produktem reakcji jest flu-
orescencyjny związek.
5. Po inkubacji w długim prze-
wodzie następuje selekcja 
kropel o wysokiej fluorescen-
cji. Następuje to w drugim 
chipie mikrofluidycznym. Ka-
nał, przez który przepływają 
krople oświetlany jest pro-
mieniem lasera – w przypad-
ku kropel, w których znajduje 
się aktywny enzym następuje 
fluorescencja. Poziom fluore-
scencji jest mierzony przy 
pomocy spektrofotometru; 
w przypadku osiągnięcia war-
tości granicznej powoduje 
uruchomienie dielektroforezy 
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kierującej krople do innego 
kanału niż krople fluoryzujące
poniżej wartości granicznej.
6. Następnie krople o wyso-
kim poziomie fluorescencji są
rozbijane i umieszczane w na-
czyniu z pożywką. Uzyskane 
w ten sposób drożdże z efek-
tywnymi odmianami enzymu 
są przenoszone do dalszych 
badań identyfikacyjnych.
7. Po uzyskaniu najbardziej 
efektywnych sekwencji genu 
kodującego peroksydazę całą 
operację można powtórzyć 
wykorzystując ten już zmuto-
wany gen. 

W wyniku dwukrotnego prze-
prowadzenia powyższej pro-
cedury uzyskano około 10 
krotnie aktywniejszy enzym. 
W całym artykule najbardziej 
zaskakujące jest jednak ze-
stawienie czasu i kosztu całej 
operacji. W przypadku zasto-
sowanych urządzeń mikrocie-
czowych wynosił on 7 h oraz 
2,5 $, w przypadku typowej 
technologii HTS trwałoby to 
około 2 lat i kosztowało 15 
mln $. Jest to oczywiście jedy-
nie przykład jednak świetnie 
ilustrujący przydatność  i moż-
liwości mikrofluidyki.
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