Die miniaturisierte
Free-Flow Elektrophorese

Herstellung, Anwendung und
Optimierung

Dissertationsschrift
zur Erlangung des Doktorgrades der Ingenieurwissenschaften
der Fakultat fir Elektrotechnik und Informationstechnik

der Technischen Universitat Dortmund

vorgelegt von
Dipl.-Ing. Marco Becker

aus Dortmund

Tag der miindlichen Prifung: 22. Madrz 2010
Hauptreferent: Prof. Dr. A. Neyer

Korreferent: PD Dr. J. Franzke

technische universitat
dortmund






Danksagung

Diese Arbeit ware niemals ohne die Unterstiitzung und Hilfe von vielen Menschen mdoglich
gewesen. Diesen Menschen mochte ich an dieser Stelle Danken.

Prof. Andreas Neyer danke ich fiir die kurzfristige Ubernahme der Erstgutachtertitigkeit.

Mein Dank gilt PD Dr. Joachim Franzke, der mir es ermdglichte, dieses Thema bearbeiten
zu dirfen. Danke auch fur die Ratschlage, Diskussionen, Antworten und Anregungen. Sie
haben sehr zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen.

Bei Dr. Dirk Janasek mdchte ich mich fiir die Betreuung wahrend meiner Arbeit bedanken.
Ohne die Diskussionen, Anregungen und Ideen waren etliche Ergebnisse nicht zustande
gekommen. Als mein ,Chemischer Fachberater” war er aullerdem mein erster Ansprech-
partner bei chemischen Fragen oder Problemen.

Bedanken mochte ich mich natirlich auch bei den Mitarbeitern der Arbeitsgruppe
Miniaturisierung am ISAS:

Uli Marggraf fir die Umsetzung meiner mikrosystemtechnischen Traume. Ohne seine Hilfe
ware sowohl die Chipproduktion als auch die Weiterentwicklung der Chipherstellung nicht
moglich gewesen. Danke dass du mich an deinem MST-Wissen hast teilhaben lassen! Und
naturlich Danke fir die vielen Stunden, die du fur mich in Reinraum verbracht hast.

Danke an meine ehemaligen Biiromitbewohner Antje Michels und Sven Tombrink. Neben
den vielen Gesprachen, Diskussionen und Ideen danke ich euch auch fir die
hervorragende Bliro-Atmosphare. Es war mir eine Ehre....

Cornelia Beilein fir die fiir die Zeit, Energie und Nerven, die Sie in unsere Experimente
gesteckt hat. Und auch fir die Zeit, Energie und Nerven, die Sie abseits des ISAS
aufgebracht hat, um mein Leben zu bereichern.

Danke auch an die restlichen Miniaturisierer: Magnus, Norman, Ann-Kathrin, Kaoru, Claus,
Bogdan, JP, Johnny, Helke, Ying, Peter, Michael, Rafael, Sarah, Heike, Marion, Saskia und
Cordula. Die Zusammenarbeit mit euch hat mir sehr viel Spall gemacht.

Hendrik Kortmann danke ich fir die Zusammenarbeit im Bereich der Thermometrie, aber
auch fir die legendaren Doktorandenfriihstlicke und alles andere, was nicht mit unserer
Arbeit zu tun hatte...

Dr. Peter Lampen danke ich fiir die Erstellung des MATLAB-Programms zur Bilddivision.

Dr. Volker Deckert und Dr. Christian Budich danke ich stellvertretend fiir die ehemalige
Raman-Gruppe des ISAS. Die Zusammenarbeit mit euch hat nicht nur mein Wissen uber
Spektroskopie erweitert sondern auch viel Spal8 gemacht.



Stellvertretend fiir die Mitarbeiter der Werkstatt des ISAS danke ich Hans-Georg Krebs und
Jurgen Lonzynski. lhr Ideenreichtum und die Qualitat der Arbeiten haben einige
Experimente erst moglich gemacht.

Auch dem EDV-Team des ISAS bin ich zu Dank verpflichtet. Dafiir, dass Sie auf alle meine
EDV-Probleme eine Losung parat hatten, flr die unbirokratische und schnelle Hilfe und
die Geduld, die Sie mit mir hatten. Insbesondere Jens Hinrichs und Markus Schubert danke
ich stellvertretend.

Nicht zuletzt Danke ich meiner Familie, insbesondere meinen Eltern und meiner
Schwester, das Sie mir ermdglicht haben, diesen Weg zu gehen. Dafiir, dass Sie immer an
mich geglaubt und mir Riickhalt gegeben haben. Vielen Dank!



Inhaltsverzeichnis i

Inhaltsverzeichnis
Inhaltsverzeichnis i
Abkiirzungsverzeichnis . iv
1 Einleitung . . 1
2 Theoretische Grundlagen 7
2.1 Miniaturisierung von analytisSChen SYStEMEN .........ccvcereeeeureesecrreessessenisessessssesssesssessaes 7
2.2 Grundlagen der Free-FIOW ElIeKTrOpROrese. ... icenennineseississississssssssssssssssssssssssssens 10
2.2.1 Funktionsweise der Free-Flow Elektrophorese.........nicnenensicsensinseneessssssennes 10
2.2.1.1 Einkopplung des elektrischen Feldes in UFFE-Chips .......cocovenrinreneeneeseeseennennne 13
2.2.2 Trennmodi in der miniaturisierten Free-Flow Elektrophorese...........coeeereeeernennee 18
2.2.2.1 Free-Flow Zonenelektrophorese (FF-ZE).....ceseeeeesiesensessessssssssssessens 18
2.2.2.2 Free-Flow Isoelektrisches FOKUSSIEIreNn (FF-IEF) ... 22
2.2.2.3 Free-Flow I1Sotachophorese (FF-ITP) .......irnensinsnsinssssenssssssssssesssssssssssssens 26
2.2.2.4 Free-Flow Temperature Gradient FOcusing (FF-TGF) .....cccccovunrrenrnerrnrcseerssnsennene 29
23 Simulation mit SOliIdWorks FIOW SimUIAtioN .........reeseneiseieiensersensesssessssessees 31
3 MFFE-Chips - Herstellung und Betrieb. . 37
3.1 Herstellung VON PFFE-CRIPS ...ttt sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasses 37
3.1.1 Erste Generation VON PUFFE-CRipS ... isisisissississisesessssssssssssssssesssssesssssssenes 37
3.1.1.1 Glasstrukturierung der ersten PFFE-Chipgeneration ...........cnneneenenn. 40
3.1.1.2 PDMS-Strukturierung der ersten uFFE-Chipgeneration..........nenennnen. 47
3.1.2 Zweite Generation VON PFFE-CRiPS........iininsinsssisssssessissssssssssssssssssssssssssssens 54
3.1.2.1 Zwei-Tiefen-Strukturierung VON GIas .........eneneenseinssinseessssssssssssssssssssssessssens 57
3.1.2.2 Zwei-Tiefen-Strukturierung von PDMS........ininneinsissesssssssssssssssssssssssssssssens 63
32 FlUssigkeitsdichte VErbiNAUNG ......insssssessissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 69
3.2.1 Plasma-BONAEN ...ttt ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssases 69
3.2.2 HoChtempPeraturbDONAEN ...ttt sssss s s s sesssssssanes 71

3.2.3 KIEIIEN ettt ettt sesas s esesessssssasasestssasasasasassssenesesssssssssssssasstasasnsnens 72



ii Inhaltsverzeichnis

33 CRIPDEIIIED ...ttt sss s ssasessssssssesssssssse s ssssssasessasssssessasessses 78
3.3.1 World-to-Chip VerbindUNGEN ... eeeeeecereescesesieeiessesssesssessesssesssesssssssens 78
33.2 Gasfreies beflllen des PFFE-CRips......cieeiineieesessesssssesssesssssssesssesssssssssseses 81
333 Betrieb der ersten PFFE-Chipgeneration..........ceeeenecuseesecesessssesessssesssessnne 82
334 Betrieb der zweiten PFFE-Chipgeneration ...........ceerneesseenseessesssssseessessesans 84

4 Temperature Gradient Focusing in pFFE-Chips 91

4.1 Temperature Gradient Focusing — Einleitung und Theorie .......eecneenneenseenseeneeinennns 91

4.2 Experimenteller Aufbau — Temperature Gradient FOCUSING .....coocueeeerrrerneenneerssesssesseesssnns 97

4.3 TGF-Chipdesigns und Materialkombinationen ...........neneienensinsenssnsissssssssssessssssns 100
43.1 MaterialkoOmMbBINALIONEN ...t sssessesessesssssssessasessssssssessssessses 100
4.3.2 Chipdesigns UNd SIMUIATION.........cirinriinssisisessissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 102

4.4 VOreXPeriMENTE TGF ... erreriesieesisesiseseessessssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssses 110
44.1 Aufheiz-/Abkuhlverhalten des TGF AUFDAU .....cveceereeneerneeireceeeiseesesieeseeesenes 110
442 Einfluss der Temperatur auf einen Probenstrom in der Kammer..........ccceeuunnee.. 112
443  Temperaturabhangigkeit von Farbstoffen ... 114

4.5 Experimentelle Bestimmung des Temperaturgradienten mittels Thermometrie... 116
4.5.1 Kalibrierung der thermometrischen MESSUNG .........ccvveennereenrineseesernesseessssssssssnes 116
452  Thermometrische Messung des Temperaturgradienten in der Kammer.......... 120

4.6 Stabilitat des Temperaturgradienten in Abhangigkeit von der Flussrate.................. 122

4.7 Trennung und Fokussierung von Farbstoffen.........nsscnesssssssssssesssesssnns 124

4.8 FOKUSSIErUNG VON PrOTEINEN .....cueeeteeseereisineisstsssssessisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssns 126

4.9 Trennung und Fokussierung eines Proteingemisches ........nennenneesssssessssesnns 131

4.10 FF-TGF - Zusammenfassung Und AUSDIICK.........ouwrrrnricnerneisssinssissssssesssssssssssssssssssssssnees 133

5 Markerfreie Detektion in puFFE-Systemen durch SERS 135

5.1 RAMAN GrUNAIAGEN ... ieeeeeescsesisessssssassesssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 137

5.2 Chipdesign und experimenteller AUDAU ... ssssssessesssssssasssssssssssenns 142

53 SERS - VOr@XPEIMENTE .......cuecrrrrireissiseississiseisesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 144
5.3.1 Ablenkung der Kolloide im elektrischen Feld ... nennensinseneiseessinens 144
532 Bestimmung der optimalen KolloidgroBe.........enreneenresssssisseesssesssssssssssssssenns 146

5.4 Fokussierung von Myoglobin: Erstes EXPeriment ..........eeeeneenseeneeeseessesssesssesssessees 148

55 Anpassungen im experimentellen AUFDAU ... ssssssssssessies 152

5.6 Fokussierung von Myoglobin: Zweites EXperiment ........neenninensinsessessssnsessenns 154



Inhaltsverzeichnis

5.7 Verhalten der Kolloide im Chip......ccceeueereerneennn.
5.8 Optimierungsmaoglichkeiten ........eeneseennnn.

5.9 MFFE-SERS - Zusammenfassung und Ausblick

6 Zusammenfassung und Ausblick

.....................................................................

Literaturverzeichnis

Anhang A

158
161
163

165

170

180



Abkirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

a

(X AF45
A D263T
o

s

CAD
CCDh
CE

CFD

CLE

ApH

A(pl)min
DNA
E

E

Polarisierbarkeit

Warmeausdehnungskoeffizient von AF45-Glas
Warmeausdehnungskoeffizient von D263T-Glas
statisches Dipolmoment
Warmeausdehnungskoeffizient von Soda-Lime-Glas

Anderung der Polarisierbarkeit eines Molekiils in
Abhangigkeit von der Schwingung

Kanalbreite

Kanalbreite auf der Photomaske

Konzentration

Analytkonzentration

Computer Aided Design

Charge-coupled Device

Capillary Electrophoresis, Kapillarelektrophorese
Computational Fluid Dynamics, Numerische Stromungsmechanik
Konzentration des Leading Electrolyte

Distanz

Diffusionskoeffizient

Druckdifferenz zwischen Kanaleingang und Kanalausgang

Differenz zwischen héchstem und niedrigstem pH-Wert in
einem pH-Gradienten

minimale Differenz zwischen zwei isoelektrischen Punkten
Desoxyribonukleinsaure
elektrisches Feld

elektromagnetisches Feld



Abkurzungsverzeichnis

n(T)
n(20)
Everstarke
f

fer(T)

FFE
FF-IEF
FF-ITP
FF-TGF
FF-ZE
FITC

f(T)

fo

HMDS

IEF

ITP

temperaturunabhangiges elektrisches Feld
Amplitude einer elektromagnetischen Schwingung
Elektroosmotischer Fluss

Viskositat

temperaturabhangige Viskositat

Viskositat bei 20 °C

verstarkendes elektromagnetisches Feld

Frequenz

temperaturabhangige Vorgange, die die elektrophoretische

Mobilitat beeinflussen

Free-Flow Elektrophorese

Free-Flow lIsoelektrisches Fokussieren
Free-Flow Isotachophorese

Free-Flow Temperature Gradient Focusing
Free-Flow Zonenelektrophorese
Fluoresceinisothiocyanat

temperaturabhangige Vorgange, die die elektrische

Leitfahigkeit beeinflussen
Frequenz einer Normal-Mode
Hohe der Trennkammer
Hexamethyldisilazan
elektrische Stromstarke
Isoelektrisches Fokussieren
Isotachophorese
Stromdichte

Lange



vi Abkirzungsverzeichnis

A Warmeleitfahigkeit

LE Leading Electrolyte, Leitelektrolyt

MS Massenspektrometer

i Mobilitat

Ha Mobilitat des Analyten

UEP elektrophoretische Mobilitat

MFFE miniaturisierte Free-Flow Elektrophorese
W Mobilitat des Gegenions

g Mobilitat des Leading Electrolyte

HOp elektrophoretische Mobilitat bei 20 °C
MTAS micro Total Analysis System, Mikrototalanalysensystem
PDMS Polydimethylsiloxan

PEB Post Exposure Bake

pl isoelektrischer Punkt

7} Dipolmoment

q elektrische Ladung

r Radius

R elektrischer Widerstand

Re Reynoldszahl

REM Rasterelektronenmikroskop

p spezifischer elektrischer Widerstand

Pp Dichte

SERS Surface Enhanced Raman Spectroscopy, oberflachenverstarkte

Raman-Streuung
o elektrische Leitfahigkeit

00 elektrische Leitfahigkeit bei 20 °C



Abkurzungsverzeichnis

Vii

Opeak
Uzzn' ff.
ok
O-GZGS.
O-i%ydro.

Ulnj.

2
U]oule

2
Oleitf.

SPR
TE

TGF

U/min

uv

Standardabweichung der Peakbreite

Varianz der Bandenverbreiterung durch Diffusion

Varianz der Bandenverbreiterung aufgrund des EOF
Gesamtvarianz

Varianz der hydrodynamisch bedingten Bandenverbreiterung

Varianz der Bandenverbreiterung in Abhangigkeit von der

Breite des Probenstroms

Varianz der Bandenverbreiterung durch Joulesche Warme
Varianz der Bandenverbreiterung durch Leitfahigkeitsunterschiede
Surface Plasmon Resonance, Oberflachenplasmonenresonanz
Zeit

Terminating Electrolyte, Endelektrolyt

Temperature Gradient Focusing

Kanaltiefe

elektrische Spannung

Umdrehungen pro Minute

Ultraviolett

Geschwindigkeit

Volumenstrom

elektrophoretische Geschwindigkeit

effektive Spannung

Geschwindigkeit des Elektroosmotischen Flusses
Gesamtgeschwindigkeit

Breite des Probenstroms

Arbeit



viii



Einleitung 1

Einleitung

In den letzten Jahren haben die so genannten ,Life-Sciences” sehr stark an Bedeutung
gewonnen [1]. Ein Grund hierfiir ist der Drang des Menschen, langer zu leben oder
bisher unheilbare Krankheiten durch Entdeckung des richtigen Medikamentes oder
der richtigen Therapie heilen zu kénnen. Bevor allerdings solche Therapien entwickelt
werden koénnen, sind Kenntnisse Uber den menschlichen Korper und die in ihm
ablaufenden Prozesse noétig. Erst das komplette Verstandnis dieser komplexen
Interaktionen im menschlichen Organismus ermdoglicht es, Ansatzpunkte fiir
Medikamente oder Therapien zu finden. Im Rahmen dieser Forschung kommt der
Trennung und Konzentrierung von biologischen Stoffen eine besondere Bedeutung
zu. Durch diese Techniken ist es mdglich, einzelne Proben zu sammeln und isoliert zu

betrachten.

In den letzten Jahrzehnten haben sich neben den thermischen Trennverfahren [2]
(zum Beispiel durch Destillation oder Kristallisation) und den mechanischen
Trennverfahren [2] (zum Beispiel durch Zentrifugation oder Sieben) auch die
elektrophoretischen Trennverfahren etabliert. Als Beispiele seien hier die Gel-
Elektrophorese [3-8] oder das isoelektrische Fokussieren [9-15] erwahnt. Im Jahre 1950
wurde eine weitere elektrophoretische Trenntechnik erstmals vorgestellt: die
tragerfreie, kontinuierliche Elektrophorese [16], heute auch bekannt unter dem Namen
Free-Flow Elektrophorese (FFE). Grassmann und Hannig prdsentierten damals eine
Apparatur zur kontinuierlichen Trennung von geladenen Teilchen. Hauptbestandteil
dieser Apparatur war eine Kammer, die mit einem pordsen Medium gefllt war. Das zu
trennende Gemisch lief langsam durch das porése Medium. Ein quer zur
Strdmungsrichtung angelegtes elektrisches Feld sorgte dafiir, dass die geladenen
Teilchen je nach Ladung abgelenkt wurden und somit an verschiedenen Stellen die
Kammer verlieBen. 1960 wurde diese Methode von Hannig dahingehend optimiert,
dass auf das porose Medium als Tragermaterial verzichtet und dafiir die Trennung in
homogener Losung durchgefiihrt wurde [17]. Die Trennkammer bestand aus zwei
aufeinanderliegenden Glasplatten (jeweils 50x50 cm). Zwischen den Platten befand
sich ein 0,5 bis 1 mm dicker, U-férmiger Filterpapierstreifen, der zwischen den

Glasplatten ein Trennvolumen erzeugte. Neben Farbstoffen wurden auch



2 Einleitung

Aminosauren, Abbaupeptide und Serum getrennt [17]. Seitdem wurde die Free-Flow
Elektrophorese standig weiterentwickelt und zur Trennung verschiedenster Proben
benutzt. So wurden Proteine [18, 19], DNA [20], Zellen [21], Zellbestandteile [22] und
Nanopartikel [23] mit Hilfe der Free-Flow Elektrophorese kontinuierlich getrennt.
Heutzutage werden kommerzielle Gerate von der Firma BD Diagnostics hergestellt
und vertrieben. Auch im Weltraum wurden bereits FFE-Trennungen durchgefiihrt.
Wahrend des Space Shuttle-Fluges STS-47 im September 1992 wurden im SpacelLab-
Japan mit Hilfe der Free-Flow Elektrophorese Zellen in der Mikrogravitations-
Umgebung getrennt [24, 25]. Stehen allerdings nur kleine Probenmengen zur
Verfigung, so wird einer der groBen Nachteile der von Hannig prasentierten
tragerfreien, kontinuierlichen Elektrophorese sichtbar: der groBe Bedarf und
Verbrauch von Puffer- und Probenlésung. So werden fiir die Auftrennung von

Serumproteinen aus 100 ml Serum etwa 2,5 Liter Pufferlésung bendtigt [20].

Mikrofluidische Systeme, deren Entwicklung Anfang der 1990iger Jahre begann [26-
30], erlaubten es, auch geringe Probenmengen zu trennen. AuBBerdem besitzt die
Miniaturisierung von analytischen Methoden weitere Vorteile im Vergleich zu

konventionellen Methoden [31].

Makro-FFE
System

MFFE System

Abbildung 1.1: Vergleich zwischen einem Mikro- und einem Makro Free-Flow Elektrophorese
System. Zum GroéBenvergleich befindet sich links neben dem pFFE-System ein 1 Cent-Stiick.
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Verringert man die Grol3e eines Systems in allen drei Raumdimensionen um den
Faktor zehn, so verringert man zum Beispiel das Volumen um den Faktor 1000.
Dadurch wird der Puffer- und Probenverbrauch deutlich reduziert. Auch die
Geschwindigkeit der Trennung andert sich mit einer Verkleinerung des Systems. Die
Skalierungsgesetze sagen eine 100-fach schnellere Trennung bei einer 10-fachen
linearen Verkleinerung des Systems voraus [32]. Weitere Vorteile der Miniaturisierung
von analytischen Systemen werden in Kapitel 2 beschrieben. Free-Flow
Elektrophorese-Systeme koénnten durch Miniaturisierung also auch mit einem
geringeren Proben- und Pufferverbrauch realisiert werden. In Abbildung 1.1 ist der
GroBenvergleich zwischen einem Makro-FFE System und einem am ISAS - Institute for
Analytical Sciences entwickelten miniaturiserten FFE System (uFFE) dargestellt. 1994
wurde das erste uFFE-System von Raymond et al. vorgestellt [33]. Die Strukturen waren
in Silizium hergestellt worden. Die Trennkammer war 10 mm breit, 50 mm lang und
50 um tief, ihr Volumen war mit 2,5 ml etwa 100-mal kleiner als das Kammervolumen
des ersten FFE-Systems von Hannig. Auch wurden nur Spannungen von maximal 50
Volt zum Betrieb des miniaturisierte Systems benétigt, wahrend bei dem Gerat von
Hannig mit Spannungen im Bereich von 1500 Volt gearbeitet wurde [20]. Mit dem

MFFE-System wurden erfolgreich fluoreszenzmarkierte Aminosauren getrennt [33].

Seit Beginn des neuen Jahrtausends gelangt die miniaturisierte Free-Flow
Elektrophorese immer mehr in den wissenschaftlichen Fokus, erkennbar an der

steigenden Zahl der Publikationen (Abbildung 1.2).

[ |-FFE Publikationen

# Publikationen

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008
Jahr

Abbildung 1.2: Anzahl der Publikation iber uFFE-Systeme (seit 2000).
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War der erste WFFE-Chip noch aus Silizium [33], so wurden in den letzten Jahren pFFE-
Systeme aus verschiedenen Materialien hergestellt. Dabei ist Glas aufgrund seiner
chemischen Inertheit und mechanische Stabilitat das am haufigsten fur uFFE-Systeme
verwendete Material [34-38]. Auch wurden in den letzten Jahren verschiedene
Betriebsmodi fiir die uFFE entwickelt [38] oder aus anderen Gebieten der Analytik auf

die miniaturisierte Free-Flow Elektrophorese tibertragen [39].

Durch die intensive Forschung auf dem Gebiet der WFFE wurde auch ihr
Anwendungsspektrum erweitert. Inzwischen wurden in pFFE-Systemen neben
Zellenfragmenten [40], Aminosauren [33, 41] und Farbstoffen [33-35, 41-46] auch
Proteine [34, 39, 42, 46-49] getrennt und fokussiert. Auch sind die uFFE-Systeme weiter
verkleinert worden. Moderne UFFE-Chips haben nur noch ein Trennbettvolumen von
200 nl [46]. Daruber hinaus wurden in den letzten Jahren verschiedene Ansatze zur
Einkopplung des elektrischen Feldes in den uFFE-Chip entwickelt. Ein gro3es Problem
bei der Einkopplung der Spannung ist das Auftreten von Elektrolyse an den
Elektroden. Dabei wird Wasser in Wasserstoff und Sauerstoff gespalten und es bilden
sich Gasblasen an den Elektroden. Gelangen diese Gasblasen in die Trennkammer,
storen sie die Trennung beziehungsweise lassen sie unmoglich werden. Wahrend
beim ersten yFFE-Chip von Raymond et al. [33] die Elektroden und die Trennkammer
Uber flussigkeitsgefiillte Seitenkandle miteinander verbunden waren, wird seitdem die
elektrische Verbindung zwischen Elektroden und Trennkammer auch durch
ionendurchlassige Membrane [34, 45, 50, 51], tiefer gedtzte Elektrodenkanale [35, 52]
oder durch Integration der Elektroden in die Trennkammer [40, 53] realisiert. Ein
GroBteil dieser Ansdtze hat mit Gasblasen in der Trennkammer zu kampfen. In den
tiefen Elektrodenkanalen wird durch eine hohe Flussrate versucht, die Gasblasen aus
dem Chip zu spulen [35, 52]. Die ionendurchldassigen Membranen halten zwar die
Gasblasen von der Trennkammer fern, erlauben allerdings keine hohen Flussraten, da
sonst die Membranen zerstort werden [34]. Bei der Integration von Elektroden in die
Trennkammer wird durch elektrochemische Reaktionen versucht, die Gasblasen nach
ihrem Entstehen in Fllssigkeit zu 16sen. Das gelingt aber nur bedingt [53]. Durch die
verschiedenen Ansdtze zur Spannungseinkopplung und dem daraus entstehenden
Chipdesign bewegt sich die Spannungseffizienz (Verhdltnis zwischen der an die
Elektroden angelegte Spannung und die tatsachlich in der Trennkammer wirkenden
Spannung) der Systeme zwischen 4,5% [42] und 100% [40].
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Die Detektion in miniaturisierten Free-Flow Elektrophorese Systemen erfolgt
hauptsachlich durch Fluoreszenz [34, 35, 38, 39, 46, 54]. Die Proben werden dazu vor
der Verwendung mit Fluoreszenzmarkern markiert und lassen sich dann im pFFE-
System durch Anregung mit einer bestimmten Wellenlange durch Fluoreszenz
detektieren. Auch wurden Vorschlage gemacht, die uFFE mit der Massenspektrometrie
(MS) [41] oder dem Surface Plasmon Resonance (SPR)-Verfahren [38] als
Detektionsmethode zu koppeln. Bis dato sind dartber aber keine
Anwendungsergebnisse publiziert worden. Bei der nicht-miniaturisierten Free-Flow
Elektrophorese wurde neben der Fluoreszenzdetektion auch die UV-Absorption zur
Detektion innerhalb der Trennkammer verwendet [55, 56]. Allerdings ist dieser
Detektionsansatz aufgrund der GroBBe der Detektoren nicht ohne weiteres auf die

miniaturisierte Free-Flow Elektrophorese anwendbar.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die miniaturisierte Free-Flow Elektrophorese optimiert

und fiir zukiinftige Anwendungen weiterentwickelt.

Das zweite Kapitel der vorliegenden Arbeit befasst sich mit den Grundlagen der
Miniaturisierung und den grundlegenden Prinzipien der (miniaturisierten) Free-Flow
Elektrophorese. Des Weiteren werden die verschiedenen, bis zum heutigen Zeitpunkt
bekannten Trennmodi fiir die uFFE erlautert. Zusatzlich wird noch veranschaulicht, wie
die in dieser Arbeit gezeigten Simulationen mit Hilfe der SolidWorks Flow Simulation
Software erstellt wurden. Kapitel 3 erldutert detailiert die Herstellung und den Betrieb
von PYFFE-Systemen. Hier werden auch die Optimierungen im Design- und
Herstellungsprozess und im Betrieb der Chips dargestellt, die wahrend dieser Arbeit
gemacht worden sind. Die Entwicklung eines neuen Trennmodus fiir die uFFE wird in
Kapitel 4 beschrieben. Dazu wurde das Prinzip des Temperature Gradient Focusing aus
der Kapillar-Elektrophorese (CE) [57] ibernommen und fir die yFFE angepasst und
optimiert. In Kapitel 5 wird die Entwicklung einer neuen Detektionsmethode fir die
UFFE erlautert. Um eine markerfreie Detektion zu ermoglichen, wurde die
spektroskopische Methode des Surface-Enhanced Raman Scattering (SERS) mit der
miniaturisierten Free-Flow Elektrophorese kombiniert. Die Zusammenfassung der
prasentierten Ergebnisse sowie ein Ausblick Uber zukilnftige Anwendungs-

moglichkeiten erfolgt im abschlieBenden Kapitel 6.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Miniaturisierung von analytischen Systemen

Alle in dieser Arbeit prasentierten Free-Flow Elektrophorese Systeme sind
miniaturisierte Systeme. Diese Systeme besitzen Abmessungen im Bereich von einigen
wenigen Mikrometern bis hin zu mehreren hundert Mikrometer [58, 59]. Es gibt auch
miniaturisierte Systeme, deren Abmessungen im Nanometerbereich liegen, zum
Beispiel in der Mikroelektronik [60-62]. In den letzen Jahren geht auch in der Analytik
der Trend zu Nanometer-grof3en Systemen [63-66]. Die Herstellung solcher Systeme ist
allerdings mit einem sehr hohen technologischen Aufwand verbunden. Heutzutage
wird die Mikrosystemtechnik als Zukunftstechnologie angesehen und auch im
Rahmen der Hightech-Strategie des Bundesministeriums flr Bildung und Forschung

entsprechend gefordert [67].

Die chemischen und physikalischen Grundgesetze haben sowohl in miniaturisierten
Systemen als auch in makroskopischen Systemen ihre Giiltigkeit. Allerdings bringt die
Verkleinerung der Abmessungen einige Vorteile mit sich, die im Folgenden naher
beschrieben werden. Diese Vorteile waren und sind die Hauptgriinde fur die

Entwicklung und stetige Optimierung von miniaturisierten Systemen.

Verkleinert man die Kantenldnge eines Systems, so verkleinert man auch sein
Volumen. Da das Volumen kubisch von der Kantenlange abhéangt, fiihrt zum Beispiel
eine zehnfache Reduzierung der Kantenlange schon zu einer 1000-fachen
Verkleinerung des Volumens. Dieses geringe Volumen ist fiir Anwendungen
vorteilhaft, bei denen nur wenig Probenmaterial zu Verfligung steht. In
makroskopischen Systemen ist auBerdem das Verhaltnis zwischen Oberflaiche und
Volumen sehr klein. Verkleinert man nun die Kantenlange dieses System, so nimmt die
Oberflache quadratisch ab. Das Volumen jedoch hangt, wie bereits erwahnt, kubisch
von der Kantenlange ab und erfahrt damit eine starkere Abnahme. Das Verhaltnis
zwischen Oberflache und Volumen ist im miniaturisierten System also deutlich gro3er

als in einem makroskopischen System.
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Da der Warmetransport aber, unabhangig von der Grof3e des System, immer mit der
gleichen Geschwindigkeit erfolgt, findet die Erwarmung oder die Abkihlung eines
Volumens in einem Mikrosystem deutlich schneller statt als in einem nicht-

miniaturisiertem System.

Der Stofftransport in analytischen Systemen kann auf verschiedenen Arten, wie zum
Beispiel durch Uber- [68-71] beziehungsweise Unterdruck [48, 72, 73] oder durch
Elektroosmose [74-76], erfolgen. Zusatzlich zu diesem Stofftransport erfolgt durch die
Diffusion noch ein thermisch bedingter Stofftransport, der zu einem
Konzentrationsausgleich fiihrt. Sie entsteht aufgrund der zufalligen Bewegung der
einzelnen Teilchen (Brown'sche Molekularbewegung [77]) und nimmt mit steigender
Temperatur zu. Die Diffusion erfolgt unabhangig von der SystemgréBe und ist somit in
miniaturisierten wie auch in nicht-miniaturisierten Systemen gleich. Da der
Diffusionsweg in miniaturisierten Systemen kleiner ist, ist auch die Diffusionszeit
kirzer. Dies fuhrt zu einer schnelleren diffusiven Vermischung und einer kiirzeren
Reaktionszeit der Komponenten im Mikrosystem. Allerdings kann es dadurch auch zu

einer raschen Verdliinnung von Proben kommen.

Bei fluidischen Stromungen wird zwischen laminarer und turbulenter Strdmung
unterschieden. Wahrend in turbulenten Stromungen Verwirbelungen auftreten, ist
dies bei laminaren Stromungen nicht der Fall. Bei laminarer Stromung vermischen sich
die Flussigkeiten der einzelnen Strome nicht und nur aufgrund von Diffusion kann es
zu einer Vermischung kommen. Zur Beschreibung der Stromungsverhaltnisse wird die

Reynolds-Zahl Re verwendet:

vl
e = Po 2.1

n

pp kennzeichnet die charakteristische Dichte der Flussigkeit, v die Strémungs-
geschwindigkeit des Fluides, | die Stromungslange und 7 steht fiir die Viskositat des
Fluids. Eine Reynoldszahl von Re = 2300 wird meist als kritische Reynolds-Zahl
angenommen [78]. Oberhalb dieser Zahl liegen zunehmend turbulente Stromungen
vor. In Mikrosystemen ergeben sich allerdings aufgrund der geringen Stromungslange
[ sehr kleine Reynoldszahlen, die deutlich unter der kritischen Reynoldszahl liegen.
Daher sind die fluidischen Stromungen in mikrofluidischen Systemen meistens

laminar und damit berechenbar.
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Durch die geringen Abmessungen in einem Mikrosystem kann man hohe elektrische
Feldstarken durch Anlegen von geringen Spannungen erreichen. Wie bereits in
Kapitel 1 beschrieben, bendtigte Hannig in seinem makroskopischen Free-Flow
Elektrophorese System 1500 Volt [20], wadhrend Raymond et al. in einem
miniaturisiertem System mit 50 Volt erfolgreich Proben trennen konnten [33]. Durch
die geringen Abmessungen der Mikrosysteme und dem daraus resultierenden
geringen Platzbedarf lassen sich auch viele einzelne Systeme nebeneinander
realisieren. So kdnnen auf engstem Raum chemische Reaktionen und Analysen parallel
durchgefiihrt werden. Aufgrund ihrer geringen Abmessungen sind miniaturisierte
Systeme auBerdem einfach zu transportieren. Dadurch sind Messungen und Analysen

direkt vor Ort, zum Beispiel am Patienten, mdglich.

Im Vergleich zu makroskopischen Methoden ist die Detektion in miniaturisierten
Systemen aufgrund der kleineren Abmessungen schwieriger. Die Detektions-
methoden missen sehr sensitiv sein, da die Anzahl der Analytmolekiile aufgrund des
geringeren Volumens in Mikrosystemen deutlich geringer ist. Heutzutage erfolgt die
Detektion in miniaturisierten Systemen mit Hilfe von elektrochemischen [79, 80] und
optischen Methoden [72, 81, 82] und der Massenspektrometrie [83, 84]. So wird auch
die Detektion einzelner Molekiile und Zellen ermdglicht. Die Miniaturisierung erlaubt
es auch, Mikrosysteme im Zellmal3stab herzustellen. Die Manipulation und Analyse
von Zellen ist so nicht mehr nur auf Zellpopulationen beschrankt. Mit Hilfe der
Miniaturisierung lassen sich einzelne Zellen fangen, verandern und untersuchen [58,
59, 85-871.

Die geringe GroBe der Mikrosysteme erlaubt die Integration von Probenvorbereitung,
Reaktion, Trennung und Detektion auf einem Mikrochip. Damit entstehen komplette
miniaturisierte Analysesysteme auf kleinstem Raum. Dieses Konzept wird als ,micro
Total Analysis System” (uTAS) oder auch als ,Lab on a Chip” Konzept bezeichnet. Die
Entwicklung dieser Labore im Westentaschenformat schreitet kontinuierlich voran.
Mittlerweile sind solche Systeme, zum Beispiel von Agilent Technologies, Evotec

Technologies oder Caliper Life Sciences, auch kommerziell erhaltlich.



10 Theoretische Grundlagen

2.2 Grundlagen der Free-Flow Elektrophorese

Im Folgenden werden die Free-Flow Elektrophorese (FFE) und ihre Grundlagen naher
erlautert. Dazu wird in Abschnitt 2.2.1 auf das grundlegende Prinzip der FFE
eingegangen. Aullerdem werden die verschiedenen Ansdtze zur LOsung des
Elektrolyse-Problems in miniaturisierten FFE-Chips beschrieben. Abschnitt 2.2.2 stellt
dann kurz die bisher bekannten, verschiedenen Trennmodi der miniaturisierten Free-

Flow Elektrophorese vor.

2.2.1 Funktionsweise der Free-Flow Elektrophorese

Die Free-Flow Elektrophorese ohne Tragermaterial wurde erstmalig 1960 von Hannig
beschrieben [17] (vergl. Kapitel 1). Seitdem hat sich das zu Grunde liegende Prinzip der
Free-Flow Elektrophorese nicht verandert. Free-Flow Elektrophorese Systeme
bestehen aus einer Trennkammer, die von einem hydrodynamischen Fluss
durchstromt wird. Senkrecht zu diesem hydrodynamischen Fluss wird ein elektrisches

Feld an die Trennkammer angelegt (Abbildung 2.1).
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips der Free-Flow Elektrophorese.
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Befindet sich ein Analytmolekdl in der Trennkammer, so wird es durch das elektrische
Feld von seiner urspriinglichen, dem hydrodynamischen Fluss folgenden Bahn
abgelenkt. Diese Ablenkung erfolgt aufgrund der elektrophoretischen Mobilitat des
Molekdils, welche durch die Molekiilladung g, dem Molekiilradius r und der Viskositat n
bestimmt wird :

q
6mnr

Hep = 22

Wird ein Analytgemisch, bei dem die Analyte verschiedene Ladungen und somit
verschiedene elektrophoretische Mobilitaten besitzen, als Probe in die Trennkammer
gebracht, so werden die jeweiligen Analyte durch das elektrische Feld in der
Trennkammer in verschiedenen Winkeln abgelenkt (Abbildung 2.1). Dadurch
erreichen sie das Ende der Trennkammer an verschiedenen Positionen und verlassen
dort durch unterschiedliche Ausgangskanale das System (Abbildung 2.2b). Ein grof3er
Vorteil der Free-Flow Elektrophorese ist die kontinuierliche Trennung. MAochte man
grol3e Mengen trennen, so sind bei der Kapillarelektrophorese (CE) [2], aufgrund des
geringen Volumens in der Kapillare, viele Trennwiederholungen nétig (Abbildung
2.2a).

Probe  Puffer

a b¢

Probeninjektion _Kapillare
Trennung ) @
a b @
© ‘@

'

Abbildung 2.2: Vergleich zwischen Kapillarelektrophorese (CE) und Free-Flow Elektrophorese (FFE).
Um mit Hilfe der CE groBe Volumina zu trennen sind viele Durchldufe nétig. Da die FFE eine
kontinuierliche Trennmethode ist, ist die Trennung von gro3en Probenmengen kein Problem.
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Dies bedeutet einen erheblichen Zeitaufwand. Bei der (miniaturisierten) Free-Flow
Elektrophorese verlauft die Trennung kontinuierlich. Das Trennsystem kann solange
wie gewlinscht betrieben werden. So kénnen auch grél3ere Probenmengen getrennt
werden. Wahrend in der Kapillarelektrophorese eine zeitliche Trennung stattfindet
(zur Detektion wird die Laufzeit der getrennten Analyte zum Detektor gemessen),
erfolgt bei der Free-Flow Elektrophorese eine raumliche Trennung, das heif3t es
werden keine Laufzeitenmessungen zur Detektion bendtigt. Durch die Trennung der
Analyte auf verschiedene Ausgangskanadle ist auBerdem eine Sammlung und weitere
Verwendung der einzelnen, aufgetrennten Analyte méglich. Die Trennleistung der FFE
wird durch die Parameter Flussgeschwindigkeit und angelegte Spannung beeinflusst.
Die Flussgeschwindigkeit beeinflusst die Verweildauer der Analyte in der
Trennkammer. Je langer die Analyte fir die Durchquerung der Trennkammer
bendtigen, desto langer sind sie im Einflussbereich des elektrischen Feldes.
Dementsprechend ist die Ablenkung gréBer, da die elektrophoretische Wanderung
langer andauert. Allerdings bedeutet eine niedrige Flussgeschwindigkeit auch eine
starkere Diffusion zwischen der Probe und dem Puffer. Eine hohere Flussrate hingegen
sorgt fur einen hoheren Stoffdurchsatz und reduziert den Einfluss der Diffusion.
Allerdings wird durch die kurze Verweildauer der Analyte in der Trennkammer, und
damit im elektrischen Feld, die Trennung schlechter. Die Spannung, beziehungsweise
das elektrische Feld, sind fiir die elektrophoretische Wanderung der Analyte senkrecht
zum hydrodynamischen Fluss in der Trennkammer verantwortlich. Je grofer die
angelegte Spannung und je starker das resultierende elektrische Feld, desto gréRer ist
die elektrophoretische Geschwindigkeit vgp der Analyte in der Trennkammer. Diese ist
durch

q
E
6mnr

Vgp = HgpE = 23

gegeben. E bezeichnet dabei die elektrische Feldstarke. Eine groBere elektro-

phoretische Geschwindigkeit flihrt zu einer starkeren Ablenkung der Molekille.
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2.2.1.1 Einkopplung des elektrischen Feldes in pFFE-Chips
Wie schon erwahnt, beeinflusst das elektrische Feld die elektrophoretische
Geschwindigkeit der Molekiile und damit auch direkt die Free-Flow Elektrophoretische
Trennung innerhalb des Chips. Folglich spielt die Einkopplung der elektrischen
Spannung in den Chip eine wichtige Rolle. Dabei entstehen durch Elektrolyse
Gasblasen an den Elektroden. Gelangen diese Gasblasen in die Trennkammer,
beeinflussen sie zum einen das elektrische Feld und zum anderen den
hydrodynamischen Fluss durch die Trennkammer. Das kann dazu fuihren, dass eine
Trennung unmoglich wird. Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Effizienz der
Spannungseinkopplung.  Abhangig vom  Chipdesign fdllt ein  gewisser
Spannungsanteil Uber den Widerstand der Strukturen zwischen Elektrode und
Trennkammer ab. Die Spannungseffizienz beschreibt das Verhaltnis zwischen der
insgesamt angelegten Spannung und dem Spannungsanteil, der das elektrische Feld
in der Trennkammer erzeugt. Im Laufe der Entwicklung von miniaturisierten FFE-Chips
sind verschiedene Ansdtze zur Spannungseinkopplung entwickelt worden. Im

Folgenden werden die vier wichtigsten Varianten naher beschrieben.
Seitenkandle

Eine Variante zur Spannungseinkopplung stellt die Verwendung von Seitenkandlen
dar [33, 36, 41, 42, 46, 88]. Dabei werden zwischen Trennkammer und
Elektrodenreservoirs eine Vielzahl von parallelen Seitenkandlen in das Chipdesign
integriert. In Abbildung 2.3 ist schematisch eine Halfte eines solchen WFFE-Chip
dargestellt. Die flussigkeitsgefillten Seitenkandle leiten den elektrischen Strom,
besitzen aber aufgrund ihrer geringen Querschnitte einen, im Vergleich zur
Trennkammer, hohen hydrodynamischen Widerstand. AuBerdem konnen die
Seitenkanale die bei der Elektrolyse an den Elektroden entstehenden Gasblasen davon
abhalten, in die Trennkammer zu gelangen. Abhdngig von der Ldnge, dem
Querschnitt und der Anzahl der Seitenkandle liegt die erreichte Spannungseffizienz
zwischen 4,5% [42] und 60% [38, 88] der an den Elektroden angelegten Spannung.
Allerdings kann Flussigkeit durch die Seitenkanale in die Trennkammer einflieBen und
so die Trennung negativ beeinflussen. Um dies zu verhindern, muss der
hydrodynamische Widerstand der Seitenkandle durch eine Querschnittsverkleinerung

weiter erhoht werden.
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Abbildung 2.3: Skizze eines PFFE-Chips mit Seitenkanadlen. Die Seitenkandle besitzen einen hohen
hydrodynamischen Widerstand, erlauben aber die elektrische Leitung.

Dies hat allerdings einen Anstieg des elektrischen Wiederstandes zur Folge, was sich in
einer niedrigeren Spannungseffizienz auswirkt. Somit muss man sich, abhangig vom
Anwendungszweck, bereits beim Design der Seitenkandle zwischen einer hohen

Spannungseffizienz und einem hohen hydrodynamischen Widerstand entscheiden.
Membrane

Eine weitere, haufig angewendete Variante ist die Benutzung von ionendurchlassigen
Membranen, um die Kammer von den Elektrodenreservoirs zu trennen [34, 45, 50, 51]
(Abbildung 2.4). Ein oft verwendetes Membranmaterial ist Polyacrylamid.
Polyacrylamid wird, nach der eigentlichen Herstellung des pFFE-Chips, in gelartiger
Konsistenz in den Chip gepumpt und anschlieBend durch eine Photomaske belichtet.
An den belichteten Stellen startet eine photosensitive Komponente die Polymerisation
des Polyacrylamid und bildet dort eine schwammartige Membran. Diese Membran ist
aufgrund ihrer sehr feinen Poren durchlassig fiir lonen, leitet somit den Strom, und
besitzt einen sehr grol3en hydrodynamischen Widerstand. So wird ein EinflieBen von
Flissigkeit in die Trennkammer verhindert. Mit den Membranen wird eine
Spannungseffizienz zwischen 15% [38, 50] und 69% [51] erreicht. Allerdings besitzt die

Verwendung von Polyacrylamid zwei grof3e Nachteile.
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Abbildung 2.4: Skizze eines WFFE-Chips, welcher eine ionendurchladssige Membran besitzt, um die
Trennkammer elektrisch mit den Elektrodenreservoirs zu verbinden.

Zum einen ist die Herstellung dieser Membranen aufgrund der hohen Toxizitat des
Polyacryamids sehr aufwendig und zum anderen ist die Stabilitat der Membranen ein
kritischer Faktor. Bei zu hohen Flussgeschwindigkeiten brechen die Membranen,
erlauben damit das Eindringen von Gasblasen in die Kammer und machen so eine
Trennung unmoglich. So berichteten Kohlheyer et al. davon, dass bei Fluss-
geschwindigkeiten von mehr als 4 mm s' die Membranen innerhalb von Minuten

zerstort werden [34].
Tiefe Elektrodenkandile

Fonslow et al. benutzen eine andere Variante fiir ihre uFFE-Chips [35]. Dabei wird die
Elektrode in den Chip integriert (Abbildung 2.5). Zwischen Trennkammer und der
Elektrode befindet sich ein tiefer Kanal. Dieser Kanal ist etwa viermal tiefer geatzt als
die Trennkammer und wird mit einer circa 15-mal hoéheren Flussgeschwindigkeit
betrieben [52]. Aufgrund der niedrigen Reynoldszahlen in Mikrosystemen (vergleiche
Abschnitt 2.1) und der somit vorhandenen laminaren Flisse gibt es zwischen der
Flussigkeit im tiefen Kanal und der Flissigkeit in der Trennkammer keine

Verwirbelung.



16 Theoretische Grundlagen
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Abbildung 2.5: Skizze eines WFFE-Chips, welcher zwischen Trennkammer und Elektrode einen
tiefen Kanal besitzt. Dieser tiefe Kanal wird mit einer hohen Flussgeschwindigkeit betrieben. So sollen
die Elektrolyseprodukte aus dem Chip entfernt werden bevor sie in die Trennkammer gelangen.

Durch die hohe Flussgeschwindigkeit sollen die Elektrolyseprodukte, die an der
Elektrode entstehen, mitgerissen und in dem Elektrodenkanal aus dem Chip gefiihrt
werden. Die Spannungseffizienz bei diesem Ansatz liegt bei 91% [38]. Allerdings ist
zum stabilen Betrieb des YFFE-Chips eine sehr prazise Flusskontrolle nétig, damit die
entstehenden Elektrolyseprodukte kontinuierlich aus dem Chip entfernt werden und

nicht die Trennung in der Trennkammer beeinflussen.
Integrierte Elektroden

Als letzte Variante wird die Integration der Elektroden direkt an die Trennkammer
beschrieben [40]. Abbildung 2.6 zeigt die Skizze eines solchen Chips. Die Elektrode
bildet die Seitenwand der Trennkammer. Dadurch steht sie in direktem Kontakt zur
Flussigkeit in der Trennkammer, was in einer maximalen Spannungseffizienz von 100%
resultiert [38]. Des Weiteren bendétigt diese Variante, im Vergleich zur vorher
beschriebenen Variante der tiefen Elektrodenkanale, nur eine sehr einfache
Flusskontrolle und ein sehr einfaches Chipdesign. Allerdings besteht keine
Moglichkeit, eventuell entstehende Elektrolyseprodukte davon abzuhalten, in die

Trennkammer zu gelangen und dort die Trennung zu beeinflussen.
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Abbildung 2.6: Skizze eines WFFE-Chips mit integrierter Elektrode. Die Elektrode ist in direktem
Kontakt zur Flissigkeit in der Trennkammer.

Um bei dieser Variante die Bildung von Gasblasen an der Elektrode zu vermeiden,
muss mit Spannungen unterhalb der Zersetzungsspannung [89] des Elektrolyten
gearbeitet werden. So arbeiteten Lu et al. mit einer Gleichspannung von 2 Volt [40].
Aufgrund der sehr niedrigen Spannung und des daraus resultierenden schwachen
elektrischen Feldes sind fiir eine Trennung sehr lange Verweildauern innerhalb der
Trennkammer notig. Damit wahrend der langen Verweildauer die Riickvermischung
der Analyte in der Trennkammer nicht aufgrund von Diffusion erfolgt, kbnnen mit
dieser Variante nur Analyte mit einem niedrigen Diffusionskoeffizienten getrennt

werden.

Neben den vier oben beschriebenen Varianten zur Einkopplung der Spannung in
einen miniaturisierten FFE Chip gibt es noch weitere Ansatze, welche aber nur sehr
selten Verwendung finden beziehungsweise nur einmal benutzt worden sind. In den

meisten YFFE-Chips wird eine der hier prasentierten Varianten verwendet [37, 38].

Alle in dieser Arbeit verwendeten UFFE-Chips benutzen Seitenkandle, um die

Elektroden mit der Trennkammer zu verbinden.
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2.2.2 Trennmodiin der miniaturisierten Free-Flow Elektrophorese

Es gibt verschiedene Trennmodi, die in der miniaturisierten Free-Flow Elektrophorese
angewendet werden kdnnen, um Analyte innerhalb der Trennkammer zu trennen und
zu fokussieren. Die verschiedenen Modi unterscheiden sich durch die verwendeten
Puffer und die Art der Trennung. Durch Wahl des geeigneten Trennmodus ist es zum
Beispiel moglich, die Analyte nach Ladung oder auch anhand ihres isoelektrischen
Punktes zu trennen. Im Folgenden werden die vier Trennmodi beschrieben, welche bis
dato fiir die miniaturisierte Free-Flow Elektrophorese bekannt sind. Alle Modi
funktionieren nach dem in 2.2.1 beschriebenen Prinzip, indem ein elektrisches Feld

senkrecht zum hydrodynamischen Fluss durch die Kammer angelegt wird.

2.2.2.1 Free-Flow Zonenelektrophorese (FF-ZE)
In der Free-Flow Zonenelektrophorese wird ein Puffer eingesetzt, der einen
einheitlichen pH-Wert und eine gleichbleibende elektrische Leitfahigkeit besitzt. Die
Analyte werden dann anhand ihrer elektrophoretischen Mobilitat im elektrischen Feld

getrennt (Abbildung 2.7).
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Abbildung 2.7: Prinzip der Free-Flow Zonenelektrophorese (FF-ZE). Die Analyte werden aufgrund

verschiedener elektrophoretischer Mobilitditen in verschiedenen Winkeln abgelenkt und so
voneinander getrennt.
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Die elektrophoretische Mobilitat ist proportional zur Ladung und AnalytgréBe (siehe
Gleichung 2.2). Die Ablenkung eines Analyten in der Trennkammer erfolgt linear in
einem konstanten Winkel und ist abhangig von der Distanz, die ein Analyt in einem

elektrischen Feld zuriicklegt. Diese wird durch
d = HEPEt = vEPt 2.4

beschrieben. Dabei ist pgzp die elektrophoretische Mobilitdt, vgp die elektro-
phoretische Geschwindigkeit des Analyts, E ist die elektrische Feldstarke und t ist die

Verweildauer des Analyten im elektrischen Feld [33].

Der FF-ZE-Modus ist der alteste aller bekannten Trennmodi in der FFE [17]. Das Ziel
aller Trenntechniken ist eine hohe Trennauflésung, welche sich durch schmale
Probenzonen mit scharfen Grenzen auszeichnet. Allerdings gibt es in der FF-ZE einige
Effekte, die eine Bandenverbreiterung und damit eine Verschlechterung der
Trennauflosung bewirken. Die Gesamtvarianz o2 es eines Probenstroms ergibt sich aus

der Summe der Einzelvarianzen der Streueffekte [38]:
O-(?es. = Ulzrlj. + O-l%iff. + O_I%ydro. + UEZOF + o-jzouw + Gl?eitf. 2.5

Die einzelnen Effekte sind: die Bandenverbreiterung in Abhangigkeit von der Breite
des Probenstroms beim Eintritt in die Trennkammern (02 ,;), die Bandenverbreiterung
durch Diffusion (62 pi#), die hydrodynamisch bedingte Bandenverbreiterung (62 ydro.),
die Bandenverbreiterung aufgrund des Elektroosmotischen Flusses (c2zor), die
Bandenverbreiterung durch Joulesche Warmeentwicklung (62/ue) und die Banden-
verbreiterung durch Leitfahigkeitsunterschiede (62;¢i¢). Die einzelnen Effekte werden

im Folgenden naher beschrieben.
Bandenverbreiterung in Abhdngigkeit von der Breite des Probenstroms

Die Verbreiterung des Probenstroms in der Trennkammer ist unter anderem auch
abhangig von der Breite des Probenstroms am Kammereingang. Diese Abhangigkeit

kann durch

WZ

oy = T3 26

beschrieben werden [88], wobei w die Breite des Probenstroms am Kammereingang

ist. Ein schmaler Probenstrom reduziert den Einfluss dieses Effektes.
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Bandenverbreiterung durch Diffusion

Die laterale Diffusion ist ein weiterer Effekt in der FF-ZE, der die Bande eines Analyten
ungewollt verbreitert. Die Diffusion ist abhangig vom Diffusionskoeffizienten D des

Analyten und der Zeit t, die sich der Analyt in der Trennkammer befindet [35]:

Durch eine kirzere Verweilzeit in der Trennkammer lasst sich der Einfluss der Diffusion
auf die Bandenverbreiterung reduzieren. Da im miniaturisierten FFE System die
Verweilzeiten im Sekundenbereich liegen, ist der Einfluss der Diffusion auf die

Bandenverbreiterung jedoch gering.
Hydrodynamische Bandenverbreiterung

Aufgrund des Betriebes eines uFFE-Systems mit Uber- oder Unterdruck und der daraus
resultierenden Stromungsprofile gibt es in der Trennkammer Gebiete mit
unterschiedlichen Flussgeschwindigkeiten. Die Flussigkeit in der Kammermitte fliel3t
schneller als die Flissigkeit am Boden oder an der Decke der Trennkammer. Die
langsamer flieBende Fllssigkeit verbringt eine langere Zeit im elektrischen Feld. In ihr
enthaltene Analyte erfahren dadurch eine starkere Ablenkung als die Analyte in der
Kammermitte. Diese Varianz wird durch

2 h*t 2.2 2.8
Ohydro. = mE Vgp :
beschrieben [35]. Dabei ist h die Hohe der Trennkammer. Auch dieser Effekt ist

aufgrund der geringen Abmessung in miniaturisierten FFE Systemen gering.
Bandenverbreiterung durch Elektroosmotischen Fluss

An den Oberflachen, welche mit der Flissigkeit in Berlhrung sind, entsteht eine
elektrochemische Doppelschicht (Stern-Doppelschicht) [2]. Sobald eine Spannung an
den Chip angelegt wird, wandert die positiv geladene Schicht an der Oberflache in
Richtung Kathode. Die Fllssigkeit zwischen den Oberflaichen wird dabei mitgefiihrt
und bewegt sich somit in Richtung der Kathode. Diese Bewegung wird als

Elektroosmotischer Fluss (EOF) bezeichnet.
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Durch den EOF in Richtung Kathode wird die Ablenkung der Analyte in der
Trennkammer beeinflusst. Das resultiert in einer Varianz der getrennten Analytbanden

(02 EoF).
Bandenverbreiterung durch Joulesche Warmeentwicklung

FlieBt ein elektrischer Strom durch die Fllssigkeit in der Trennkammer, so wird
aufgrund des elektrischen Widerstandes der Flissigkeit Warme erzeugt. Diese Warme
heizt die Flissigkeit auf und fuhrt in der Mitte des Kammerquerschnittes zu einer
Anderung der Viskositat. Fiir den Fall konstanter Spannung U und konstantem Strom

I in einem Zeitraum t gilt:

W=UIt 29

Da die Viskositat die elektrophoretische Mobilitat direkt beeinflusst (siehe Gleichung
2.2), verandert sich die Mobilitdat der Analyte abhangig von ihrer Position in der
Trennkammer. Verschiedene Mobilitaten fuhren zu verschiedenen
Wanderungsgeschwindigkeiten im elektrischen Feld. Zwei Molekiile eines Analyten
konnen also unter verschiedenen Winkeln in der Kammer abgelenkt werden. Dies
resultiert in einer Verbreiterung der eigentlichen Analytbande. Aufgrund des grof3en
Verhaltnisses zwischen Oberflache und Volumen erfolgt aber in Mikrosystemen (siehe
Abschnitt 2.1) die Ableitung der Warme aus der Flissigkeit deutlich schneller als in

nicht-miniaturisierten Systemen, so dass dieser Effekt in uFFE-Systemen reduziert ist.
Bandenverbreiterung durch Leitfdhigkeitsunterschiede

Ein weiterer Effekt, der zur Bandenverbreiterung fiihren kann, tritt auf, wenn Puffer
und Probe unterschiedliche Leitfahigkeiten besitzen. Diese Unterschiede flihren zu
unterschiedlichen Feldstarken innerhalb der Flissigkeit. Dadurch besitzen die Analyte,
je nach Position in der Kammer, unterschiedliche Migrationsgeschwindigkeiten,
wodurch dann eine Verbreiterung der Analytbande hervorgerufen werden kann. Ein
geeignetes Puffersystem, bei dem sowohl der Puffer als auch der Probenstrom die

gleiche Leitfahigkeit haben, kann diesen Effekt minimieren.

Mit Hilfe der Free-Flow Zonenelektrophorese wurden bisher Aminosdauren [33],
Proteine [47, 88] und fluoreszierende Farbstoffe [36, 41, 45, 51, 52] erfolgreich in

miniaturisierten Free-Flow Elektrophorese Systemen getrennt.
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2.2.2.2 Free-Flow Isoelektrisches Fokussieren (FF-IEF)
Das FF-IEF ist ein weiterer Trennmodus in der Free-Flow Elektrophorese. Die Trennung
und Fokussierung erfolgt im Gegensatz zur FF-ZE nicht aufgrund von Ladungs-
unterschieden, sondern aufgrund von verschiedenen isoelektrischen Punkten (pl) der
Analyte. Dabei macht man sich die pH-Wert-Abhangigkeit der sauren und basischen
Aminosduren eines Proteins zunutze. Je nach pH-Wert des umgebenden Mediums
verandert sich die Ladung der Aminosauren. Die Anderung des pH-Wertes beeinflusst
somit auch die Nettoladung des Proteins. Beim Isoelektrischen Fokussieren wandert
das Protein aufgrund eines elektrischen Feldes durch einen pH-Gradienten. Gelangt es
an den pH-Wert, bei dem seine Nettoladung null ist, wirkt keine elektrophoretische
Kraft mehr auf das Protein und damit wird seine Wanderungsgeschwindigkeit null. Der
Punkt, bei dem die Nettoladung des Proteins null ist, wird isoelektrischer Punkt (pl)
genannt. Abbildung 2.8 zeigt die Nettoladung zweier Proteine aufgetragen gegen den
pH-Wert. Bringt man diese beiden Proteine zum Beispiel bei pH 6 in den pH-
Gradienten, so besitzt Protein A eine negative Nettoladung, Protein B hingegen ist
positiv geladen. Legt man nun ein elektrisches Feld parallel zum pH-Gradienten an, so

wandern die Proteine bis zu ihrem jeweiligen pl.
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Abbildung 2.8: Nettoladungskurven von zwei verschiedenen Proteinen A und B.

Ab diesem Punkt besitzen Sie keine Ladung mehr und die Wanderung stoppt. Beim
FF-IEF besteht der Puffer aus verschiedenen Ampholyten. Gibt es in der Trennkammer
bereits einen natlrlichen pH-Gradienten und wird eine Spannung an den Chip

angelegt, so bilden die Ampholyte einen linearen pH-Gradienten in der Kammer
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parallel zum elektrischen Feld und senkrecht zur Flussrichtung. Der natirliche pH-
Gradient wird meist durch entsprechende Elektrodenelektrolyte mit einem hohen
beziehungsweise einem niedrigen pH-Wert erzeugt. Die Analyte wandern dann
aufgrund des elektrischen Feldes durch den erzeugten pH-Gradienten. Im Gegensatz
zur FF-ZE Methode entsteht bei der Isoelektrischen Fokussierung keine

Bandenverbreitung (Abbildung 2.9).

hydrodynamischer Fluss

4
<

pH-Gradient

Konzentration

Kammerbreite

Abbildung 2.9: Prinzip der Free-Flow Isoelektrischen Fokussierung (FF-IEF). Die Analyte wandern
aufgrund des elektrischen Feldes durch den pH-Gradienten. Entspricht der pH-Wert dem isoelektrischen
Punkt, so betrdgt die Nettoladung des Analyts null, die elektrophoretische Wanderung stoppt und der
Analyt wird an dieser Stelle fokussiert.

Verlasst ein Analytmolekil die Zone, in der der pH-Wert des Puffers dem
isoelektrischen Punkt des Molekiils entspricht, und diffundiert in eine Zone mit einem
anderen pH-Wert, so bekommt das Molekiil eine von null verschiedene Nettoladung.
Das Molekiil wird dann wieder durch das elektrisch Feld beeinflusst und wandert
zurlick an den Punkt, an dem es eine neutrale Gesamtladung besitzt. Damit ist das FF-
IEF eine selbstfokussierende Methode, bei der die vorher beschriebenen Effekte (siehe

Abschnitt 2.2.2.1) der Bandenverbreiterung eine untergeordnete Rolle spielen.
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Im stationdren Zustand beschreibt die folgende Differentialgleichung den
Gleichgewichtszustand zwischen dem elektrophoretischen Massetransport und der
Diffusion [90]:

d(cut) d Ddc

- _p_= 2.10
dx dx dx

Dabei ist ¢ die Konzentration des Analyten an der Position x im Trennsystem, p ist die
Mobilitat am Punkt x, E ist die elektrische Feldstarke und D ist der Diffusions-
koeffizient. Flr einen finalen stationdaren Zustand ergibt sich flr Gleichung 2.10 eine
gauBBsche Konzentrationsverteilung. Die Standardabweichung der Peakbreite kann
dann folgendermal3en ausgedriickt werden [38]:

D

Opeak = T p_E 2.11

Die Standardabweichung ist abhdngig von dem Diffusionskoeffizienten D, dem
elektrischen Feld E und

___du d(pH)
~ d(pH) dx

2.12

Dabei steht du/d(pH) fir die Veranderung der elektrophoretischen Mobilitat des
Analyts in Abhangigkeit vom pH-Gradienten und d(pH)/dx beschreibt den pH-
Gradienten. Die maximale Aufldsung eines FF-IEF Systems kann durch die minimale
Differenz zwischen zwei isoelektrischen Punkten zweier Analyte beschrieben werden,

die gerade noch mit einem Peakabstand von 3o getrennt werden kénnen [90]:

2.13

Ersetzt man in Gleichung 2.13 nun d(pH)/dx durch ApH/l, wobei [ die Lange des pH-
Gradienten und ApH die Differenz zwischen dem hochsten und niedrigsten pH-Wert
im Gradienten ist, und E durch Vss/ 1, wobei Vs die effektive Spannung fur die

Trennung ist (vergleiche Spannungseffizienz, Abschnitt 2.2.1.1), so erhdlt man
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A(pH) D
APDmin =3 % d
eff |—_2K_ 2.14
d(pH)
System
Analyt

Man erkennt, dass die minimale Auflosung sowohl von Systemparametern als auch
von Analytparametern abhdangt. Um eine mdoglichst grof3e Auflésung wahrend einer
FF-IEF Trennung zu bekommen, bendtigt man einen maglichst kleinen pH-Gradienten
(ApH) und eine hohe Spannung (Vesr). Auch erkennt man aus Gleichung 2.14, dass die
Auflésung unabhangig von den Dimensionen des Trennsystems ist. Somit ist auch die
maximale Anzahl von auflésbaren Peaks n im Trennsystem unabhangig von der

Dimension des Systems [38]:

dp
/ —d(pH)
_SW Analyt

Durch Anwendung des FF-IEF Modus wurden bisher fluoreszierende IEF Farbstoffe [42,
45, 50], subzelluldre Organellen [40] und Proteine [34, 49] in miniaturisierten Free-Flow
Elektrophorese Systemen getrennt und fokussiert. Durch die Eigenschaft der
Selbstfokussierung und die daraus resultierende hohe Trennauflosung war es moglich,
sieben fluoreszierende IEF Farbstoffe mit verschiedenen isoelektrischen Punkten in

einer Trennkammer mit einer Breite von 3,5 mm zu trennen und zu fokussieren [34].

Nachteil des IEF ist allerdings die Tatsache, dass die meisten Analyte an ihrem
isoelektrischen Punkt eine schlechte Loslichkeit besitzen. Dies kann zu Prazipation und

damit zu einer negativen Beeinflussung der Trennung fiihren [2].
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2.2.2.3 Free-Flow Isotachophorese (FF-ITP)
Ein weiterer Trennmodus, der in einem Free-Flow Elektrophorese System benutzt
werden kann, ist die Isotachophorese (ITP). Die Trennung wahrend der
Isotachophorese erfolgt, ahnlich wie bei der Zonenelektrophorese, nach der Mobilitat
der Analyte. Allerdings unterscheidet sich die Elektrolytanordnung der
Isotachophorese deutlich von der der Zonenelektrophorese. Bei der FF-ZE befindet
sich nur ein Elektrolyt in der Trennkammer, was in einer konstanten elektrischen
Feldstarke resultiert. Fur die Isotachophorese hingegen werden zwei Elektrolyte mit
unterschiedlichen Mobilitaten verwendet. Der Leitelektrolyt (Leading Electrolyte, LE)
besitzt die hochste Mobilitat, der Endelektrolyt (Terminating Electrolyte, TE) die
geringste Mobilitat im System. Die Mobilitdt der Analyt-lonen liegt zwischen den
Mobilitaten von LE und TE. Durch die unterschiedlichen Mobilitaten von LE und TE
bildet sich beim Anlegen eines konstanten Stroms ein Feldstarkegradient innerhalb
der Trennkammer, parallel zum elektrischen Feld und senkrecht zum

hydrodynamischen Fluss, aus.
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Abbildung 2.10: Prinzip der Free-Flow Isotachophorese (FF-ITP). In der Trennkammer befinden sich
zwei verschiedene Elektrolyte, die einen Feldstarkegradienten erzeugen. Die Analyte befinden sich
zwischen den beiden Elektrolyten. Bei Anlegen einer Spannung wandern die Analyte in eine Zone, in
der das Produkt aus Feldstarke und Mobilitdt der Gesamtgeschwindigkeit der Elektrolytanordnung
entspricht.
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Bei angelegter Spannung wandern nun sowohl die Elektrolyte als auch die
Probenanalyte in Richtung Anode. Der TE besitzt eine geringe Mobilitat, dort herrscht
aber die hochste Feldstarke. Die daraus resultierende Wanderungsgeschwindigkeit ist
genauso hoch wie die Geschwindigkeit des LE, der zwar eine hohe Mobilitat, aber eine
geringe Feldstarke besitzt. Damit bewegt sich die ganze Elektrolytanordnung mit
konstanter Geschwindigkeit. Die elektrophoretische Wanderung der Analyt-lonen
zwischen LE und TE wird, je nach Analyt-Mobilitat und Feldstarke, an ihrer jeweiligen
Position entweder beschleunigt oder gebremst. Befand sich ein Analyt-lon mit einer
geringen Mobilitdat an der Grenzflache zum LE als die Spannung angelegt wurde, so
befindet es sich nun in einem Gebiet mit einer geringen Feldstarke. Die
elektrophoretische Geschwindigkeit, das Produkt aus elektrophoretischer Mobilitat
und elektrischer Feldstarke (Gleichung 2.3), ist im Vergleich zu den Analyt-lonen,
welche sich im Bereich derselben Feldstarke befinden, aber eine hohere Mobilitat
besitzen, geringer. Dadurch wird die Bewegung im Vergleich zu den lonen mit héherer
Mobilitat gebremst. Da sich aber die gesamte Elektrolytanordnung bewegt, verschiebt
sich die Position des Analyt-lons in Richtung TE, also in den Bereich einer héheren
Feldstarke. An einem Punkt entspricht die elektrophoretische Geschwindigkeit des
Analyt-lons der Geschwindigkeit der gesamten Elektrolytanordnung. Die relative
Geschwindigkeit im Vergleich zur Elektrolytanordnung entspricht also null. An diese
Stelle im Feldgradienten wandern nun alle identischen Analyt-lonen, so dass sich eine
Trennung und Fokussierung einstellt. Verlasst ein Analyt-lon die Fokussierungszone,
so betragt die Relativgeschwindigkeit zur Elektrolytanordnung nicht mehr null und
das lon wird in Richtung Fokussierungszone beschleunigt beziehungsweise
abgebremst, je nachdem in welche Richtung es die Zone verlassen hat. Ahnlich wie
das FF-IEF ist die FF-ITP damit eine selbstscharfende Trennmethode. Die Analytzonen
werden nicht durch Diffusion verbreitert. Die Konzentration der Analyt-lonen passt
sich der Konzentration des Leitelektrolyten nach der ,beharrlichen Funktion” von
Kohlrausch [91] an:

+
- Ha(HLptHg) 216

c
4 Y e (ia + 1e)
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Dabei steht ¢, fir die Konzentration des Analyten, c;; fiir die Konzentration des
Leitelektrolyten, p, fir die Mobilitdit des Analyten, p,z fir die Mobilitdt des
Leitelektrolyten und p; fir die Mobilitdit des Gegenions. Das Gegenion sollte im
Leitelektrolyt enthalten sein und in die entgegengesetzte Richtung wandern. Es

gewahrleistet die Elektroneutralitat der Zonen sowie die pH-Stabilitat [92].

Da bei der FF-ITP die Wanderungslange der Elektrolyte und der Probe aufgrund der
begrenzten Trennkammerbreite eingeschrankt und auch die Verweildauer aufgrund
des hydrodynamischen Flusses sehr kurz ist, wird bei der FF-ITP die Trennung nicht bis
zu ihrem Endpunkt vollzogen. Wenn die Probe die Trennkammer, abhangig von der
Flussrate, nach wenigen Sekunden wieder verlasst, haben noch nicht alle Analyt-lonen
ihre jeweiligen Fokussierungszonen erreicht. Daraus resultiert eine unvollstandige
Trennung, wobei die isotachophoretische Trennung und Fokussierung innerhalb eines
MFFE-Chips direkt nach Eintritt der Probe in die Trennkammer startet. Daher ist es
moglich, auch mit einer nicht bis zum Endpunkt durchgefiihrten Trennung gute

Trennergebnisse zu erzielen.

Bisher wurden mit Hilfe der miniaturisierten Free-Flow Isotachophorese

fluoreszierende Farbstoffe [44] und Proteine getrennt und fokussiert [46, 48].
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2.2.2.4 Free-Flow Temperature Gradient Focusing (FF-TGF)
Ein weiterer, erst wahrend dieser Arbeit entwickelter Modus zum Trennen und

Fokussieren von Analyten ist das Free-Flow Temperature Gradient Focusing. Ahnlich
wie das FF-IEF ist das FF-TGF eine Endpunktmethode, das heil3t die Analyte werden an
einer bestimmte Position in der Kammer fokussiert, verharren dort und werden durch
den hydrodynamischen Fluss aus der Trennkammer transportiert (Abbildung 2.11).
Durch einen extern an die Trennkammer angelegten Temperaturgradienten wird in
einem temperaturabhangigen Puffer ein Leitfahigkeitsgradient erzeugt. Dieser
Leitfahigkeitsgradient sorgt flir eine, sich in Abhangigkeit mit der Analytposition
andernde, elektrophoretische Mobilitat des Analyten. Nach Anlegen einer Spannung
wandert ein negativ geladener Analyt im elektrischen Feld in Richtung Anode.
Simultan dazu bewirkt der elektroosmotische Fluss einen Flissigkeitstransport in
Richtung Kathode. An einer Stelle in der Kammer sind elektrophoretische
Geschwindigkeit und elektroosmotischer Fluss gleich. Die beiden Krdfte heben sich

auf.
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Abbildung 2.11: Prinzip des Free-Flow Temperature Gradient Focusing (FF-TGF). Der angelegte
Temperaturgradient erzeugt im Elektrolytpuffer einen Leitfahigkeitsgradienten. Dieser sorgt dafiir, dass
sich die elektrophoretische Geschwindigkeit der Analyte wahrend der Wanderung im elektrischen Feld
andert. An einer Stelle sind die elektrophoretische Geschwindigkeit in Richtung Anode und der
elektroosmotische Fluss, der Gber die ganze Kammerbreite konstant ist, gleich. Dort wird der Analyt
fokussiert und durch den hydrodynamischen Fluss aus der Kammer transportiert.
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Der Analyt wird an dieser Stelle fokussiert und durch den hydrodynamischen Fluss aus
der Trennkammer gefiihrt. Auch bei diesem Trennmodus wird ein Molekiil, was sich
von der Fokussierungsposition wegbewegt, durch elektrophoretische Kraft
beziehungsweise Elektroosmose wieder auf die Fokussierungsposition bewegt. Vorteil
dieser Methode im Vergleich zur FF-IEF ist die Mdglichkeit, auch Analyte ohne

isoelektrischen Punkt trennen und fokussieren zu kdnnen.

Unter Verwendung des miniaturisierten FF-TGF wurden bisher fluoreszierende

Farbstoffe und Proteine getrennt und fokussiert [39].

Die detailierte Beschreibung der Entwicklung und Anwendung des Free-Flow

Temperature Gradient Focusing ist in Kapitel 4 dieser Arbeit zu finden.
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2.3 Simulation mit SolidWorks Flow Simulation

Um sowohl hydrodynamische als auch thermische Effekte, welche in pFFE-Chips
auftreten konnen, besser verstehen zu konnen, wurden einige Chipdesigns mit Hilfe
der numerischen Stromungsmechanik simuliert. Die Software, die dazu verwendet
wurde, heif3t SolidWorks Flow Simulation und ist ein Modul der Software SolidWorks.
Hersteller der Software ist die Firma Dassault Systemes SolidWorks Corporation. Das
Kernprogramm ist eine 3D-CAD (Computer Aided Design) Software, welche fir die
Konstruktion von parametrischen Modellen und Bauteilen entwickelt wurde. Durch
die Verkniipfung von mehreren Teilen entstehen Baugruppen, welche dann das
gesamte Modell bilden. Zur Vorbereitung der Simulation wurde ein digitales Abbild
der zu simulierenden Struktur, beziehungsweise des zu simulierenden Chips, in
SolidWorks konstruiert. Diese Konstruktion wurde anschlieBend mit Hilfe des Flow
Simulation Moduls simuliert und die Ergebnisse ausgewertet. Neben reinen
stromungsmechanischen Simulationen konnte hierbei auch der Einfluss von
Temperaturen auf die Flussigkeit im Chip untersucht werden. Im Folgenden wird
sowohl auf die digitale Konstruktion als auch auf die Simulation eines YFFE-Chips

eingegangen und einige wichtige Punkte naher erlautert.

Ein in SolidWorks konstruierter Chip entstand durch Zusammenfligen der einzelnen
Bauteile eines Chips. Dazu gehorten der Eingang, die Trennkammer, der Ausgang, die
Seitenkandle und der Chipboden. Wie beim realen Chip bestand auch hier der zu
simulierende Chip aus einer Ober- und -Unterseite. Die Oberseite enthielt die
Mikrostrukturen, die Chipunterseite (Chipboden) enthielt die Anschlusslocher, welche
die Mikrokanale mit der AuBenwelt verbanden. Zuerst wurden die einzelnen Bauteile
mit den entsprechenden Abmessungen in SolidWorks gezeichnet und anschliel3end
gespeichert. Dann wurden bis auf den Chipdeckel alle Chipteile zur Baugruppe
,Chipoberseite” zusammengefiigt. Abbildung 2.12a zeigt die einzelnen Chip-Bauteile,
die durch Verknipfungen zu einer Baugruppe zusammengefligt wurden.
AnschlieBend wurden die Fluidikstrukturen, wie bei einem realen PFFE-Chip,
verschlossen. Dazu wurde der Chipboden gezeichnet und mit den Anschlusslochern
versehen. Der Boden wurde anschlieBend mit der Chipoberseite verknipft. So
entstand der digitale pFFE-Chip (Abbildung 2.12b). Da das Flow Simulation Modul
jedoch nur abgeschlossene Volumina simulieren konnte, mussten alle Anschlusslocher

mit sogenannten ,Lids” verschlossen werden.
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Abbildung 2.12: a) zeigt die einzelnen Bauteile, die zur Konstruktion der Chipunterseite bendtigt
wurden. b) zeigt die aus den einzelnen Bauteilen verkniipfte Baugruppe, welche bereits durch den
Chipboden abgeschlossen worden ist.

Ausgang

Diese Lids wurden vom Flow Simulation Modul als definierte Ein- und Ausgange zu
dem zu simulierenden Volumen erkannt. Die Flachen der Lids, die an das zu
simulierende Volumen grenzten, konnten nun mit verschiedenen Parametern
versehen werden. Bei der Simulation des in Abbildung 2.12b gezeigten Chips wurden
die Lids an den Chipeingangen als Flissigkeitseingdange festgelegt. Fir jedes Lid
wurden dort zum Beispiel Parameter wie Flussrate, Stromungsart oder Temperatur der
Flussigkeit festgelegt. Bei den restlichen Lids (Seitenreservoire, Ausgange) des Chips in
Abbildung 2.12b wurde nur festgelegt, dass der an den dortigen Grenzflachen
herrschende Druck 101325 Pascal betragt. Damit konnten diese Flachen, abhangig
von den Druckverhaltnissen, die wahrend der Simulation im Chip entstanden, sowohl
als Eingang als auch als Ausgang in Frage kommen. Mit der Erzeugung und
Parametrisierung der Lids war die eigentliche Konstruktion des Chips in SolidWorks
abgeschlossen. Da der Chip nun ein geschlossenes Flissigkeitsvolumen mit
definierten Ein- und Ausgangen besal3, konnte das Flow Simulation Modul zur CFD-

Simulation verwendet werden.

Bedingung fiir eine Simulation war, wie bereits erwdhnt, ein geschlossenes
Flissigkeitsvolumen. Bevor man die Simulation starten konnte, mussten noch etliche

allgemeine Simulationsparameter eigestellt werden. Als erstes musste der Name und
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das Einheitensystem fiir die Simulation festgelegt werden. AnschlieBend wurde der
Analysetyp definiert. Man konnte interne Simulationen (zum Beispiel Fllssigkeit in
einem geschlossenen System) oder externe Simulationen (zum Beispiel Simulation des
Luftwiderstandes eines Autos) durchfiihren. An dieser Stelle wurde auch festgelegt, ob
die verwendeten Materialen Warme leiteten oder Warme abstrahlten, ob die Schwer-
kraft flr die Simulation berlcksichtigt werden sollte oder ob eine Rotation des zu
simulierenden Korpers vorlag. Als nachstes musste die Standardfllssigkeit oder das
Standardgas, mit dem die Simulation durchgefiihrt werden sollte, ausgewahlt werden.
Fir alle Simulationen in dieser Arbeit wurde Wasser als Standardfliissigkeit gewahlt.
Danach wurde angegeben, ob es sich um eine laminare oder eine turbulente
Stromung oder eine Mischung aus beidem handelt. Die Eigenschaften der
Seitenwande (Rauigkeit, Temperatur, Warmefluss) des Fliissigkeitsvolumens mussten
im ndchsten Schritt festgelegt werden. AnschlieBend wurden die Startverhaltnisse der
Simulation definiert. Dazu gehorten unter anderem die Temperatur, der Startdruck
und die Start-Flussgeschwindigkeit. Im letzen Schritt wurden die Mesh-Eigenschaften
definiert. Mit Hilfe dieses Gitters wurde das zu simulierende Bauteil in viele kleine
Vierecke zerlegt, die Simulation also in viele, kleinere Teilsimulationen verkleinert. In
der eigentlichen Simulation werden diese Teilsimulationen berechnet und
anschlieBend zur Gesamtsimulation zusammengesetzt. Dabei galt: Je feiner das Mesh,
desto genauer die Simulationsergebnisse. Vor Beginn der Simulation mussten noch
die Ziele der Simulation festgelegt werden. Neben den globalen Zielen, wie zum
Beispiel Flussgeschwindigkeit, Dichte der Flissigkeit und Druck im System konnten
auch Volumenziele oder Oberflichenziele definiert werden. Dadurch bestand die
Maoglichkeit, einzelne Parameter von bestimmten Elementen des zu simulierenden
Bauteiles naher untersuchen zu kénnen. Nachdem nun alle oben genannte Parameter
und Einstellung vorgenommen worden waren, konnte die Simulation gestartet
werden. Die Simulationsdauer war abhangig von der Meshgrol3e, der Anzahl der Ziele
und der GréBe des zu simulierenden Bauteils. Wahrend der eigentlichen Simulation
wurden durch das Flow Simulation Modul Navier-Stokes Gleichungen zur Berechnung
der Flusscharakteristika gel6st [93]. Die Ergebnisse der Simulation wurden in einer

Datei gespeichert.

Nach Beendigung der Berechnungen konnte die Simulation mit Hilfe verschiedener

Werkzeuge ausgewertet werden. Als Beispiel wird im Folgenden die Auswertung mit
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Hilfe von Cut-Plots und Trajektorien naher beschreiben. Abbildung 2.13 zeigt beide
Varianten, Abbildung 2.13a zeigt einen Cut-Plot der Temperatur innerhalb der
Trennkammer, Abbildung 2.13b zeigt Trajektorien, die durch die Kammer verlaufen.
Bei einem Cut-Plot wird eine Ebene festgelegt, die das simulierte System schneidet.
Die Simulationsergebnisse werden dann nur in dieser Ebene dargestellt. Die
Trajektorien geben den Weg eines Partikels durch die Trennkammer wieder, die

Farbung der Trajektorien zeigt die Temperatur an der jeweiligen Stelle an.

10
Fluid Temperature [*C]

Abbildung 2.13: Auswertung der Simulation mit Hilfe von einem Cut-Plot (a) und Trajektorien (b).
Die Farbe des Cut-Plots bzw. der Trajektorien zeigt die Temperatur an der jeweiligen Stelle an.

Mit der Simulation der in Abbildung 2.13 gezeigten Chips sollten die Auswirkungen
eines extern an den Chip angelegten Temperaturgradienten untersucht werden. Dazu
wurden in der Simulation unter den Seitenkanalen Heizelemente positioniert, die die
linke Chipseite auf 10 °C kihlten und die rechte Chipseite auf 80 °C heizten. Die
Temperatur war nur einer von vielen Parametern, die so visualisiert werden konnten.
Ohne Probleme liel3en sich mit Hilfe von Cut-Plots und Trajektorien zum Beispiel auch
die Flussgeschwindigkeit, die Dichte der Flissigkeit oder der Druck im System
darstellen. Waren vor Beginn der Simulation neben den globalen Zielen auch
Volumenziele oder Oberflachenziele definiert worden, so liel3 sich so zum Beispiel der

Druck auf eine Oberflache bestimmen.

Wie bereits erwahnt, war die Dauer der Simulation von der Feinheit des Meshs, der
Anzahl der zu berechnenden Ziele und von der Gro3e des zu simulierenden Bauteils
abhangig. Fir die in dieser Arbeit gezeigten Simulationen wurden Berechnungszeiten

zwischen 12 Stunden und 116 Stunden benétigt. Reine hydrodynamische
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Simulationen wurden schneller simuliert als Simulationen, bei denen noch thermische
Effekte wie Warmestrahlung oder Warmeleitung in der Flissigkeit und im Feststoff
berlicksichtigt werden mussten. Natlrlich waren die Simulationsdauer und die
Auflésung der Simulationen auch von der verwendeten Rechner-Hardware abhéangig.
Die ersten Simulationen wurden auf einem Desktop-PC mit einem 32-bit
Betriebssystem durchgefiihrt. Da 32-bit Systeme allerdings nicht mehr als 3 Gigabyte
Hauptspeicher adressieren konnen, traten bei diesem System vermehrt
Simulationsabstirze aufgrund von Hauptspeichermangel auf. Dieses Problem wurde
spater durch ein leistungsfahiges 64-bit Serversystem gel6st, was die Adressierung
von einem Terabyte Hauptspeicher erlaubte. Aullerdem besal3 das Serversystem
mehrere Prozessorkerne, wodurch die Simulationsdauer weiter verringerte wurde.
Damit waren auch komplexe Simulationen, wie die in Abbildung 2.13 gezeigte
Simulation von thermischen und hydrodynamischen Effekten mit einem sehr feinem
Mesh (hier: 1.240.342 Zellen) moglich. Die Dauer dieser Simulation betrug etwa 34

Stunden.
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MFFE-Chips - Herstellung und Betrieb

In diesem Kapitel wird die Herstellung und der Betrieb von miniaturisierten Free-Flow
Elektrophorese (UFFE) Chips beschrieben. Zuerst wird die Herstellung der Strukturseite
dargestellt. Dabei wird neben den verschiedenen Chipdesigns und Materialien auch
die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Zwei-Tiefen-Herstellung vorgestellt. In
Abschnitt zwei werden die verschiedenen Methoden zum fllssigkeitsdichten
Zusammenfiigen von Chipunter- und Chipoberseite beschrieben. AbschlieBend
werden der eigentliche Chipbetrieb, die Besonderheiten und die dafiir nétigen
Vorarbeiten erlautert. Teile dieses Kapitels wurden in einem Artikel in der

Fachzeitschrift ,Journal of Chromatography A” veroffentlicht [94].

3.1 Herstellung von pFFE-Chips

3.1

Im Folgenden wird die Herstellung der miniaturisierten FFE Chips beschrieben. Ein
UFFE-Chip besteht aus einer Chipoberseite, welche die eigentlichen Strukturen
enthdlt, und einer Chipunterseite, die wie ein Boden die Strukturen in der Oberseite
verschlief3t. Die Chipunterseite enthalt keine Mikrostrukturen. Daher wird in diesem
Abschnitt nur die Herstellung und Strukturierung der Chipoberseite beschrieben.
Abschnitt 3.2 beschreibt anschlieBend das dauerhafte Verbinden von Chipunter- und
oberseite. Die Herstellung ist nach Chipgenerationen unterteilt. Fir jede Generation
wird die Oberteilherstellung sowohl aus Glas wie auch aus dem Polymer

Polydimethylsiloxan (PDMS) beschrieben.

.1 Erste Generation von pFFE-Chips

Die erste Generation von WFFE-Chips besa das in Abbildung 3.1a skizzierte
Chipdesign. Das Ausgangsdesign und die Trennkammer waren bei allen Chips
identisch. Die Anzahl der Eingangsreservoire und der Abstand der Seitenreservoirs war
jedoch, abhangig vom benutzten Trennmodus (siehe Kapitel 2), variabel. In der ersten

UFFE-Chipgeneration besal3en alle Strukturen die gleiche Tiefe.
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Abbildung 3.1: Skizze und Rasterelektronenmikroskop (REM)-Aufnahme der ersten Generation von
MFFE-Chips. a) zeigt den schematischen Aufbau der Chips. In b) sieht man eine REM-Aufnahme des
Bereiches, der in der ersten VergroBerung in a) dargestellt ist.

Die Trennkammer war 4 mm breit und 12 mm lang. In der Kammer befanden sich
31.104 viereckige Pfosten, die man in Abbildung 3.1b sehr gut erkennen kann. Diese
Pfosten waren 30 um lang und 30 pm breit. Der Abstand zwischen zwei Pfosten
betrugt 10 um (siehe Abbildung 3.1a, zweite Vergro3erung). Die Pfosten hatten zwei
Funktionen. Zum einen verldangerten sie den Weg, den die Flissigkeit zurlicklegen
musste, um durch die Trennkammer zu flieBen. Da die Flussigkeit ,Zick-Zack” durch
die Kammer floss, verlangert sich der Weg um den Faktor v/2. Dadurch erhohte sich die
Verweilzeit der Fllssigkeit in der Trennkammer und somit auch die Verweildauer im
elektrischen Feld, was in einer besseren Trennauflésung resultierte. Zum anderen
verhinderten die Pfosten, dass die Trennkammer wdhrend des Bondingprozesses

(siehe Abschnitt 3.2) kollabierte und der Chip dadurch unbrauchbar wurde.

An jeder Seite der Trennkammer befanden sich 222 Seitenkanale. Jeder dieser Kanale

war 10 um breit. Sowohl die Lange als auch die Tiefe der Seitenkanale waren variabel.
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Die Lange wurde durch die Position der Seitenreservoire, die Tiefe der Seitenkanale

durch die Vorform beziehungsweise die Atztiefe bestimmt.

Wie bereits erwahnt, war die Anzahl der Eingangsreservoire variabel. In Abbildung 3.1a
gibt es nur ein grof3es Eingangsreservoir. Es war aber kein Problem, durch eine kleine
Designdanderung drei getrennte Eingangsreservoire, zum Beispiel fir den
Isotachophorese-Trennmodus, als Eingang zu benutzen. Insgesamt flihrten 64
Eingangskandle mit einer Breite von je 10 um in die Trennkammer. Ebenso wie bei den

Seitenkandlen waren Tiefe und Ladnge der Eingangskanale variabel.

In dem Design der ersten uFFE-Chipgeneration gab es insgesamt 64 Ausgangskanale,
durch die die Flussigkeit die Trennkammer verlieB. Wie in Abbildung 3.1 zu sehen,
wurden diese 64 Ausgangskandle durch eine spezielle Kanalstruktur zu einem
Ausgangskanal zusammengefasst. Der Fllssigkeitstransport im Chip erfolgte durch

Anlegen eines Unterdrucks an diesen Ausgang.

Im Folgenden werden die Prozesse erlautert, die zur Herstellung von Chipoberseiten
mit dem oben beschriebenen Chipdesign notig waren. Dabei werden sowohl die
Prozesse fur die Glasstrukturierung wie auch die Prozesse zur Strukturierung von
PDMS beschrieben.



40 UFFE-Chips — Herstellung und Betrieb

3.1.1.1 Glasstrukturierung der ersten pFFE-Chipgeneration
Bevor mit der eigentlichen Herstellung der strukturierten Chipoberseite begonnen
werden konnte, benétigte man eine photolithographische Maske mit den Strukturen

des Chipdesigns.
Herstellung der Photomaske

Zuerst wurde das Chipdesign in eine CAD-Datei umgesetzt. In dieser Arbeit wurde
dazu das Programm AutoCAD der Firma Autodesk benutzt. Das in der CAD-Datei
gespeicherte Design wurde dann zur Firma JD Phototools in GroBbritannien geschickt,
wo das Design auf eine Emulsionsfolie gedruckt wurde. Die minimale Strukturbreite,
die so hergestellt werden konnte, betrug 8 um. Da die bedruckte Folie 25 x 30 cm grof3
war, wurden mehrere Designs auf einer Folie zusammengefiigt. Um aus der
Folienmaske eine robuste Glas/Chrom-Photomaske zu machen, wurde der in

Abbildung 3.2 gezeigte Prozess benutzt.

Photolack Chrom
\ 7 e | ——

1. ——Glas 3.

Ausgangssubstrat Entwicklung

8{&%&%&8{ Folienmaske

2. % 4.

Belichtung Chromatzen

Abbildung 3.2: Herstellungsprozess fiir eine Glas/Chrom-Photomaske.

Im ersten Schritt wurde die Folie zerschnitten, um die einzelnen Designs zu separieren.
Die Folie wurde anschlieBend auf eine Soda-Lime-Glasplatte gelegt, auf welche zuvor
eine 100 nm dicke Chromschicht und darauf eine 530 nm dicke Schicht des
Photoresist AZ 1518 aufgebracht worden waren (Abbildung 3.2-1). AnschlieBend
wurde der Photolack durch die Folienmaske hindurch belichtet (Abbildung 3.2-2). Da
nur die eigentlichen Chipstrukturen auf der Folie lichtdurchldssig waren, konnte das
Licht nur an diesen Stellen die Photomaske passieren. Die Belichtung erfolgte in einem
MAG6-Belichter der Firma Suess. Fir fiinf Sekunden wurde mit einer Wellenlange von

366 nm und einer Intensitat von 20 mW/cm? belichtet. Damit die diinne Folienmaske
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homogen auf der Photolackschicht liegen konnte, wurde auf die Folienmaske eine
Glasplatte gelegt. Nach der Belichtung wurde der Photolack unter Verwendung des
Entwicklers Microposit 351 fur 45 bis 60 Sekunden entwickelt. An den belichteten
Stellen 16ste sich der Photolack wahrend der Entwicklung und legte dort die
Chromschicht frei (Abbildung 3.2-3). AnschlieBend wurde das freigelegte Chrom mit
Hilfe der Chromadtze Chrome Etch 18 entfernt. Im letzten Schritt wurde der
verbleibende Photolack durch Aceton und den Remover AZ 100 entfernt. Damit sind
die Strukturen der Folienmaske in die Chromschicht tUbertragen worden (Abbildung
3.2-4). Diese Chrom/Glas-Photomaske wurde nun im Weiteren zum photolitho-

graphischen Transfer des Designs benutzt.
Herstellung der Strukturseite

Die Herstellung beziehungsweise Strukturierung der Chipoberseiten der ersten

Chipgeneration folgte dem Prozessschema in Abbildung 3.3.

Photolack Chrom
\ 7 (e EEE—
1. ——Glas 4,
Ausgangssubstrat Chromatzen

e

2. s

Belichtung Nassatzen des Glases
3. 6.
Entwicklung Entfernen der Chromschicht + Bohren
Abbildung 3.3: Prozessschema fir die Strukturierung der Glasoberseiten der ersten

Chipgeneration.

Nach sechs Prozessschritten war die Herstellung der Chipoberseiten beendet. In dem
oben gezeigten Schema sind allerdings die nach jedem Prozessschritt folgende
Reinigung des Substrates mit deionisiertem Wasser und die anschlieBende Trocknung

mit Stickstoff nicht erwahnt. Die oben gezeigten Prozessschritte werden im Folgenden
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naher erlautert. Der ganze Prozess fand in einem Gelbraum im Reinraum statt, um eine

ungewollte Belichtung des Photolackes durch Tageslicht zu verhindern.

Als Grundsubstrat diente eine 1,1 mm dicke Soda-Lime Glasplatte. Diese wurde,
ahnlich wie bei der Photomaskenherstellung, mit einer 100 nm dicken Chromschicht
beschichtet. Auf die Chromschicht wurde eine etwa 530 nm dicke Schicht des

Photolackes AZ 1518 aufgebracht (Abbildung 3.3-1).

Im ndchsten Schritt erfolgte der Transfer der Strukturen von der Photomaske in den
Photolack (Abbildung 3.4).

Prozess-Verlauf

Photomaske

Licht
Fotomaske

2.

Belichtung

Abbildung 3.4: Skizze der Photolackbelichtung durch die zuvor hergestellt Photomaske. Zur
besseren Visualisierung wurde die Photomaske in einem Abstand zum Photolack dargestellt. Wahrend
der eigentlichen Belichtung lag die Photomaske auf der Photolackschicht auf.

Dazu wurde die Photomaske auf das Substrat gelegt und angedriickt. Diese
Belichtungsform wird Kontaktbelichtung genannt. Das Verfahren bietet eine sehr
hohe Auflésung, da der Auflosungsverlust durch Lichtbeugung nur durch die Dicke
der Photolackschicht bestimmt wird. Allerdings kann die Photomaske beim Kontakt
mit dem Substrat, zum Beispiel durch Kratzer, beschadigt werden. Au3erdem kann die
Maske durch die Kontaktbelichtung verschmutzt werden. Damit sich diese Nachteile
nicht auf die Qualitat der Belichtungen auswirkten, wurde mit einer Kopie der Master-
Photomaske gearbeitet. Falls die Kopie beschadigt wurde, konnte von der Master-

Maske eine neue Kopie erstellt werden.
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Die Belichtung erfolgte in einer LV202E UV-Box der Firma Mega Electronics. In der Box
befanden sich zwei UV-Réhren mit einer Gesamtleistung von 16 Watt. Zum Ubertrag
der Strukturen musste, abhangig von der Dicke und dem Alter des Photolacks, etwa 55
Sekunden belichtet werden. Mit zunehmenden Photolackalter war eine langere
Belichtungsdauer notwendig. Nach der Belichtung erfolgte die Entwicklung des
Photolacks (Abbildung 3.5).

Prozess-Verlauf

Photolack

3.

Entwicklung

Abbildung 3.5: Entwicklung des belichteten Photolackes (Skizze).

Da der Photolack AZ 1518 ein Positivresist ist, wurden die belichteten Stellen des
Photolacks durch den Entwickler abgeldst. Dazu wurde das komplette Substrat in eine
Entwicklerlésung eingetaucht. Als Entwickler wurde Microposit 351 der Firma Shipley
benutzt und zur Herstellung der Entwicklerldsung 1:5 mit deionisiertem Wasser
verdiinnt. Abhangig vom Alter der Entwicklerlosung dauerte die Entwicklung
zwischen 60 und 120 Sekunden. Danach war die Chromschicht an den belichteten
Stellen freigelegt (Abbildung 3.6).

Damit beim nasschemischen Atzen des Glases mit Flusssdure nur an den gewiinschten
Stellen gedtzt wurde, musste die Chromschicht als Atzmaske benutzt werden
(Abbildung 3.6). Der Photolack allein reichte nicht als Atzmaskierung, da er sich nach
etwa drei Minuten in der Flusssdure aufloste. Die Chromschicht hingegen war resistent

gegeniiber der Flusssdure und diente somit als Atzmaske.
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Prozess-Verlauf
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Abbildung 3.6: Atzen der Chromschicht auf der Glasplatte. Die so strukturierte Chromschicht
diente als Atzmaske fiir das nun folgende nasschemische Atzen des Glases mit Flusssiure.

Nach dem Freilegen der Chromschicht an den im Photolack belichteten Stellen
erfolgte nun das Atzen der Chromschicht. Dazu wurde das komplette Substrat in die
Chromatze ,Chrome Etch 18” der Firma OrganoSpezialChemie GmbH getaucht. Nach
etwa zwei Minuten hatte sich das Chrom an den freigelegten Stellen aufgelost. Damit
waren die Strukturen aus der Photomaske nun in die als Atzmaske fungierende

Chromschicht Gibertragen worden.

Im nun folgenden Schritt erfolgte die eigentliche Strukturierung des Glases. Dazu
wurde das komplette Glassubstrat in Flusssaure gelegt. Flusssaure ist die wassrige
Losung von Fluorwasserstoff (HF). Kommt die Saure mit Glas in Beriihrung, so bildet

sich Siliciumtetrafluorid:

4 HF + Si0, — SiF, + 2 H,0 3.1

Dieses Siliciumtetrafluorid bildet mit weiterem Fluorwasserstoff die wasserlosliche

Hexafluorokieselsaure:
SiF, + 2 HF - H,SiF, 3.2

Aufgrund dieser Reaktionen wird das Glas gedtzt. Das nasschemische Glasatzen mit
Flusssdure ist ein isotroper Atzprozess, bei dem kein gerichtetes Atzen in eine
Richtung stattfindet, sondern die Flusssaure das Glas in alle Raumrichtungen gleich
stark dtzt. Dadurch entstehen halbrunde Atzprofile der Strukturen (siehe Abbildung
3.7).
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Prozess-Verlauf
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Abbildung 3.7: Strukturierung der Glasplatte durch nasschemisches Atzen mit Flusssaure. Durch
das isotrope Atzen besalen die Strukturen halbrunde Atzprofile.

Durch das isotrope Atzen verbreitern sich die Strukturen um die doppelte Atztiefe. Die
MFFE-Chips der ersten Generation wurden 17 um tief geatzt. Besals zum Beispiel ein
Seitenkanal in der Chromschicht eine Breite von 10 um, so war der geatzte Kanal im
Glas 44 pum breit (10 um Maskenbreite plus 17 pm zusatzliche Breite an jeder
Kanalseite). Zum Atzen wurde eine gepufferte Flusssdure verwendet. Eine gepufferte
HF-Losung beinhaltet neben der Flusssaure auch noch eine weitere Saure, um die
beim Glasatzen entstehenden Reaktionsprodukte weiter abzubauen. Hier wurde eine
4%ige Flusssaure-Losung, gepuffert mit einer ebenfalls 4%igen Salpetersaure, zum
Atzen des Glases verwendet. Um die schon erwdhnte Strukturtiefe von 17 pym zu
erreichen, musste das Substrat zwischen 17 und 42 Minuten in der Flusssaure
verbleiben. Je haufiger mit der gleichen HF-L6sung gedtzt wurde, desto geringer

wurde die Atzrate der Losung und dementsprechend verlangerte sich die Atzdauer.

Nach dem Atzen der Strukturen wurden in die Chipoberseite die Anschlusslécher fiir
die Kanile und die Offnungen fiir die Flissigkeitsreservoire gebohrt. Dazu wurde eine
Bohrmaschine der Firma Proxxon verwendet, als Bohrer wurde ein Diamant-Schleifstift
mit einem Durchmesser von einem Millimeter benutzt. AnschlieBend wurden die

Kanten der Bohrlocher mit einem Schleifkopf geglattet.
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Abbildung 3.8: Fertige Chipunterseite nach dem Bohren der Anschlusslocher und entfernen der
Chromschicht.

Nach dem Bohren wurde die restliche Chromschicht mit Chromatze von der Glasplatte
entfernt. Damit war die Strukturierung der Glaschipoberseite abgeschlossen
(Abbildung 3.8).
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3.1.1.2 PDMS-Strukturierung der ersten pFFE-Chipgeneration
Bei der Herstellung der Strukturseite eines UFFE-Chips aus PDMS wurden die
Strukturen durch Abformung von einer Photolack-Vorform in das PDMS Ubertragen.
Damit war die eigentliche Herstellung der PDMS-Oberseiten relativ einfach und
schnell durchzufiihren. Im Vergleich zur Herstellung aus Glas wurde aber eine Vorform
zur Abformung benétigt, welche durch die in Abbildung 3.9 gezeigten Prozessschritte

hergestellt wurde.

SU8-2 Photolack

4. I

——Wafer

’ ‘Aufschleudem Haftschicht

IEntWickIung
PDMS
SU8-50 Photolack //

2. 5. I

Aufschleudern Strukturschicht Abformen der Strukturen

Photomaske

3. ,

Belichtung Stanzen der Anschlusslocher

Abbildung 3.9: Prozessschritte zur Herstellung einer strukturierten Chipunterseite aus PDMS. Die

Schritte 1 bis 4 sind Bestandteil der Vorformherstellung, die Abformung erfolgt in Schritt 5. In Schritt 6
werden die Reservoire und Anschlusslocher hergestellt.

Fir die Vorformherstellung wurde der Negativphotolack SU-8 der Firma MicroChem
Corp. verwendet. Der Photolack wurde durch Aufschleudern in einer Lackschleuder
auf das Substrat aufgebracht. Der Lack besteht aus drei Bestandteilen [95]: Harz,
Losungsmittel und der photoempfindlichen Komponente. EPON-Resin, ein
Epoxidharz, dient als Grundharz. Das Harz ist in dem LOosungsmittel y-Butyrolacton
gelost. Triarylsulfoniumhexafluor-antimonat ist die photoempfindlichen Komponente,
die durch UV-Licht eine Quervernetzung der Lackmolekiile, und damit ein Harten des
Photolacks, auslost. SU-8 ist in verschiedenen Viskositaten verfligbar. Die zu
erreichende Lackdicke ist von der Viskositat abhangig. Die Schichtdicke, gemessen in
pum, die bei einer Schleuderdrehzahl von 3000 Umdrehungen pro Minute erreicht wird,
dient als Bezeichnung des jeweiligen SU-8 Typs. Bei der hier beschriebenen

Vorformherstellung wurden die Photolacke SU-8-2 und SU-8-50 verwendet, mit denen
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sich Schichtdicken von 2 um beziehungsweise 50 um bei einer Schleuderdrehzahl von
3000 Umdrehungen pro Minute erzeugen lassen. Durch Veranderung der
Schleuderdrehzahl kann die Schichtdicke verandert werden. Die bendtigte Drehzahl
fur eine bestimmte Lackdicke kann aus den in Abbildung 3.10 gezeigten

Schleuderkurven abgelesen werden [96, 97].
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Abbildung 3.10: Schleuderkurven fiir verschiedene SU-8 Versionen (Herstellerangaben).

Als Grundlage fir die Vorform diente ein 6” Siliziumwafer (Abbildung 3.9-1). Auf diesen
Wafer wurden in den folgenden Prozessschritten verschiedene Photolacke
aufgeschleudert und strukturiert. Damit die eigentliche Strukturlackschicht besser auf
dem Wafer haften konnte, wurde eine dinne Haftschicht aus SU-8-2 Lack als
Grundlage auf den Wafer geschleudert. Dazu wurde der Wafer mit Hilfe eines Vakuum-
Aufsatzes in der Lackschleuder fixiert. Abhdngig von der GréBe des Wafers wurde nun
eine bestimmte Menge SU-8-2 Lack in die Mitte des Wafers gegeben (1ml Lack pro
Grol3enzoll des Wafers). Im nun folgenden Anschleudern wurde der Lack auf dem
Wafer verteilt. Dazu beschleunigte die Lackschleuder den Wafer in 2,5 Sekunden auf
500 Umdrehungen pro Minute (U/min). Diese Geschwindigkeit wurde anschlieBend
fur weitere 5,5 Sekunden gehalten. Danach erfolgte ohne Unterbrechung das
Ausschleudern des Lackes auf die gewiinschte Schichtdicke. Dazu beschleunigte die
Lackschleuder den Wafer auf 3500 U/min. Nach 40 Sekunden betrugt die Lackdicke
circa 1,5 um. Der belackte Wafer wurde nun fiir den sogenannten Softbake aus der
Lackschleuder genommen und fiir zwei Minuten auf eine 95 °C heile Heizplatte
gelegt, um das Losungsmittel zu verdampfen und so die Lackschicht zu verfestigen.

Da SU-8 ein Negativphotolack ist, wurden vom Lackentwickler nur die unbelichteten
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Stellen abgeldst. Da die Haftschicht aber komplett erhalten bleiben musste, wurde der
Photolack nach dem Softbake auf dem MAG6-Belichter fiir zehn Sekunden komplett
flutbelichtet. Wahrend der Belichtung wurde die photoempfindliche Komponente des
SU8-2 in eine Saure umgewandelt. AnschlieBend erfolgte auf einer Heizplatte fiir zwei
Minuten bei 95 °C der Post Exposure Bake (PEB). Dabei induzierte die wahrend der
Belichtung entstandene Saure die Polymerisation im Photolack. Nach dem Abkiihlen
des Wafers war die Herstellung der Haftschicht abgeschlossen und die Strukturschicht
konnte nun aufgeschleudert werden. Die Dicke der Strukturschicht bestimmte die
spatere Hohe der Strukturen im pFFE-Chip. Damit die gewtlinschte Hohe von etwa
20 um erreicht werden konnte, wurde eine Lackmenge von 10 ml verwendet. Da die
Viskositat des SU-8-50 Lackes, welcher fir die Strukturschicht verwendet wurde, hoher
war als die des SU-8-2, musste die Anschleuderphase auf 15 Sekunden bei 500 U/min
verlangert werden. Das anschlieBende Ausschleudern des Lackes erfolgte bei
3500 U/min fir 40 Sekunden. Danach betrugt die Schichtdicke der Strukturschicht
etwa 20 um (Abbildung 3.11).

Prozess-Verlauf
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Wafer Haftschicht

Abbildung 3.11: Wafer nach Aufschleudern der Haftschicht und der Strukturschicht. Die Haftschicht
war circa 1,5 pum dick und bildete die Grundlage fiir die etwa 20 um dicke Strukturschicht.

Die Dicke konnte in Abhdngigkeit vom Alter des Photolackes, die Anzahl der
Lackentnahmen aus der Vorratsflasche sowie der Temperatur und der Luftfeuchtigkeit
variieren. Bei einer zu starken Abweichung der Schichtdicke wurde der SU-8-50 Lack
entfernt und das Aufschleudern der Strukturschicht wiederholt. Nach dem

Ausschleudern erfolgte der Softbake.
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Dabei wurde der belackte Wafer erst fiir drei Minuten auf eine 62 °C warme Heizplatte

gelegt, direkt anschlieBend wurde die Heizplatte auf 95 °C hochgeheizt.

Nach zehn Minuten bei 95 °C wurde der Wafer von der Heizplatte genommen und

langsam abgekuhlt. Nun erfolgte die Belichtung der Strukturschicht.

Prozess-Verlauf
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Abbildung 3.12: Belichtung der Strukturschicht mit Hilfe einer Photomaske. Zur besseren
Visualisierung ist zwischen Lackschicht und Photomaske ein Abstand belassen worden. Wahrend der
echten Belichtung lag die Maske auf dem Photolack auf.

Dazu wurde, ahnlich wie bei der Glasstrukturierung, der Photolack durch eine
Photomaske (siehe Abschnitt 3.1.1) belichtet (Abbildung 3.12). Zur besseren
Darstellung ist in Abbildung 3.12 zwischen Photomaske und Lackschicht ein Abstand
belassen worden. Die echte Belichtung auf dem MA®6-Belichter erfolgte durch
Kontaktbelichtung (siehe 3.1.1.1). Dabei wurde die Photomaske auf den Photolack
gedriickt. In Abbildung 3.12 erkennt man aufllerdem, dass die Randbereiche der
beiden Photolackschichten entfernt worden sind. Dies war noétig, da wahrend des
Aufschleuderns des Photolacks an den Waferkanten eine Randwulst entstand. Diese
Wulst war héher als die eigentliche Lackoberflache. Bei der Kontaktbelichtung lage die
Maske auf der Randwulst auf und die Qualitat der Belichtung ware dadurch verringert.
Zur Entfernung der Randwulst wurde der Wafer bei 1500 U/min in der Lackschleuder
rotiert und der Waferrand mit Aceton abgespilt. Nach der Randwulstentfernung
wurde der belackte Wafer Uber Nacht gelagert, damit im Lack eine Relaxation

stattfinden konnte. Das verhinderte ein Kleben des Photolacks an der Photomaske.
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Zur Ubertragung der Strukturen in die Strukturschicht wurde sieben Sekunden lang
belichtet. Der anschlieBende PEB war, wie der Softbake auch, in zwei Schritte
unterteilt. Zuerst wurde der belichtete Wafer fur drei Minuten auf 62 °C und
anschlieBend fiir zehn Minuten auf 95 °C erwdrmt. Danach wurde der belichtete Wafer
von der Heizplatte genommen und langsam auf Raumtemperatur abgekiihlt. Der

nachste Schritt war die Entwicklung der belichteten Strukturlackschicht.

Zur Entwicklung der Strukturlackschicht wurde der Entwickler mr-DEV 600 der Firma
MicroResist verwendet. Dazu wurde der komplette Wafer nach dem Abkihlen fir finf
Minuten in ein Entwicklerbad gelegt. Eine Feinentwicklung wurde durch
portionsweises Abschleudern des Entwicklers auf der Lackschleuder erreicht. Nach der
Entwicklung waren von der Strukturschicht nur noch die belichteten Bereiche Ubrig
(Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.13: Nach der Belichtung und Entwicklung der Strukturschicht blieben nur noch die
belichteten Bereiche der Strukturschicht Gibrig.

Um nun die thermische, chemische und physikalische Stabilitat der Lackstrukturen zu
erhéhen, wurde ein Hardbake durchgefiihrt. Dazu wurde der Wafer einmal auf 160 °C
aufgeheizt und anschlieBend an der Raumluft abkiihlen gelassen, bis er Raum-
temperatur erreicht hatte. Das langsame Abkulhlen verhinderte die Bildung von
Spannungen im Lack, welche zu Rissen in den Lackstrukturen hatten fliihren kénnen.
Nach dem Hardbake wurde der komplette Wafer noch mit Hexamethyldisilazan
(HMDS) beschichtet. Normalerweise wird HMDS zur Verbesserung der Haftung von
Photolacken auf Halbleiteroberflachen verwendet [98]. Bei der PDMS-Abformung
hingegen erleichterte eine HMDS-Behandlung der Strukturen das Abziehen
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beziehungsweise Abformen des PDMS vom Wafer. Nach dem Aufdampfen des HMDS

war die Vorformherstellung abgeschlossen.

Mit der fertigen Vorform konnte nun die eigentliche PDMS-Chipoberseite hergestellt
werden. Polydimethylsiloxan (PDMS) ist ein additionsvernetzendes, anorganisches
Polymer auf Siliziumbasis. In dieser Arbeit wurde das Produkt Sylgard 184 der Firma
Dow Corning benutzt. Es besteht aus zwei viskosen Komponenten, der
Basiskomponente und dem Harter. Mischt man die beiden Komponenten, so startet
der Vernetzungsprozess, und das PDMS beginnt auszuharten. Damit eine vollstandige
und gleichmallige Vernetzung stattfinden kann, muss das Mischungsverhaltnis richtig
gewahlt werden. In diesem Fall lag das vom Hersteller angegebene
Mischungsverhaltnis bei 1:10 (Harter : Basiskomponente). Nach dem Start der
Vernetzung hartete das PDMS, abhangig von der Menge des Materials, nach etwa 48
Stunden bei Raumtemperatur aus. Der Vernetzungsprozess liel3 sich aber durch

Warmezufuhr beschleunigen.

Da durch das Mischen der beiden Materialkomponenten Luftblasen im PDMS-Gemisch
entstanden, diese Luftblasen aber eine fehlerfreie Abformung behindern konnten,
wurden die Luftblasen mit Hilfe eines Vakuums aus dem noch fliissigen PDMS
entfernt. Das entgaste PDMS-Gemisch wurde dann Gber die Vorform gegossen und
verteilte sich so zwischen den Lackstrukturen. Dabei lag die Vorform auf einer

Heizplatte.

PDMS-Abformung Prozess-Verlauf

PDMS

5 —

Abformen der Strukturen

Abbildung 3.14: Abformung des PDMS von der Vorform. Die Strukturen der Lackschicht sind in das
PDMS Ubertragen worden, wobei Stege der Lackschicht als Grében in die PDMS-Abformung tbertragen
wurden.
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Nachdem sich das flissige PDMS, begrenzt durch einen GielSrahmen, auf dem Wafer
verteilt hatte, wurde die Heizplatte auf etwa 100 °C aufgeheizt. Durch die hohe
Temperatur war das PDMS nach circa zehn Minuten komplett vernetzt und konnte
nun von der Vorform entfernt werden (Abbildung 3.14). Das ausgehdrtete PDMS ist
farblos, transparent und flexibel. Beim Entfernen des PDMS von der Vorform musste
behutsam vorgegangen werden, da sonst eventuell feine Stege der Lackschicht

abbrechen beziehungsweise beschadigt werden konnten.

Im letzten Schritt wurden die Reservoire und das Anschlussloch am Chipausgang aus

der Abformung geschnitten beziehungsweise gestanzt.

Eingangsreservoir Prozess-Verlauf
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Abbildung 3.15: Fertige PDMS Chipunterseite. Nach dem Abformen wurden noch die Reservoire aus
dem PDMS geschnitten und der Ausgangsanschluss aus dem PDMS gestanzt.

Zum Stanzen wurde ein am ISAS - Institute for Analytical Sciences entwickelter Aufbau
verwendet [99]. Dabei wurde eine Kabelendhiilse durch das PDMS gedriickt, die so das
Anschlussloch erzeugte. Durch Wechseln der Kabelendhiilse lieBen sich verschieden
groBe Locher in das PDMS stanzen. Die Eingangs- und Seitenreservoire wurden mit
Hilfe eines Skalpells aus dem PDMS herausgeschnitten. Dabei war zu beachten, dass
die Reservoire Kontakt mit den Fluidikkanalen haben, welche das Reservoir mit der
Trennkammer verbanden. Nach dem Stanzen des Ausgangsanschlusses und dem
Schneiden der Reservoire war die Herstellung der Chipoberseite aus PDMS

abgeschlossen.
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3.1.2 Zweite Generation von pFFE-Chips

Nach einigen Experimenten zeigte sich, dass die uFFE-Chips der ersten Generation
einige Nachteile im Betrieb aufwiesen. Der gro3te Nachteil bestand darin, dass mit den
Chips der ersten Generation kein Uberdruckbetrieb méglich war. Im Uberdruckbetrieb
wird die Flussigkeit nicht durch einen Unterdruck am Chipausgang durch den Chip
transportiert, sondern die Fliissigkeit wird durch einen Uberdruck an den Eingidngen
durch den Chip bewegt. Dieser Uberdruck kann durch Spritzenpumpen an den
Chipeingdangen sehr einfach erzeugt werden. Zwei Eigenschaften der ersten
Chipgeneration verhinderten den Uberdruckbetrieb. Zum einen war keine geeignete
Eingangskonfiguration vorhanden, da an die Eingangsreservoire kein Uberdruck
angelegt werden konnte. Dieses Problem konnte zwar durch eine Designveranderung
der Eingange gelost werden, allerdings gab es immer noch die zweite Eigenschaft, die
einen Uberdruckbetrieb verhinderte. Wurde ein Chip der ersten Generation mit
Uberdruck betrieben, so verlie der Probenstrom die Trennkammer nicht durch die
Ausgangskanale, sondern wurde durch die Seitenkandle aus der Kammer gedriickt. Da
die Seitenkandle dieselbe Tiefe wie die Trennkammer besal3en, war der hydro-
dynamische Widerstand der Seitenkanale nicht hoch genug, um zu verhindern, dass
die Flussigkeit die Trennkammer durch die Seitenkandle verldsst. Eine genauere
Erlauterung der Probleme, die im Betrieb der ersten Chipgeneration auftraten, sind in
Abschnitt 3.3.3 beschrieben.

Um die oben genannten Probleme zu I6sen, wurde eine neue Generation von UFFE-
Chips entwickelt. Die wichtigste Neuerung im Vergleich zur ersten Generation waren
die sehr flachen Seitenkanadle. Die Seitenkandle besallen nicht mehr die gleiche Tiefe
wie die Trennkammer, sondern waren deutlich flacher. So besal3 die Trennkammer
eine Tiefe von 17,5 um, die Seitenkandle waren aber nur 1,5 um tief. Dadurch erh6hte
sich der hydrodynamische Widerstand der Seitenkanale sehr stark und so konnte eine
Leckage durch die Seitenkandle verhindert werden. Durch optimierte Herstellungs-
prozesse war es moglich, das komplette Zwei-Tiefen-Design in der Chipoberseite zu
integrieren und so Glas- wie auch die PDMS-Chipoberseiten mit zwei verschiedenen

Strukturtiefen herzustellen.
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Wie schon erwdhnt, wurde neben der Herstellungsoptimierung auch das Design der
zweiten PYFFE-Chipgeneration verandert. Abbildung 3.16 zeigt das neue, optimierte

Chipdesign der zweiten Chipgeneration.
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Abbildung 3.16: Schematische Designiibersicht der zweiten Generation der PFFE-Chips. Die
Rasterelektonenmikroskopaufnahme zeigt die Ausgange und den unteren Teil der Trennkammer.

Ein Vergleich zwischen den Chipgenerationen (Abbildung 3.1 und Abbildung 3.16)
lasst sofort die Designunterschiede erkennen. Die zweite Chipgeneration besal}
insgesamt funf Chipeingdnge. Dabei waren die beiden dufleren Puffereingange und
der Probeneingang jeweils Ein-Kanal-Eingange, das heit es fand keine
Kanalverastelung statt, sondern von diesen Eingangen fuhrte nur ein Kanal direkt in
die Trennkammer. Die Puffereingange links und rechts vom Probeneingang hingegen
wurden durch eine sich verdstelnde Kanalstruktur auf jeweils 32
Kammereingangskandle aufgeteilt. Die Verastelung besal 6 Stufen. Jeweils zwei
Kandle der unteren Ebene wurden zu einem doppelt so breiten Kanal
zusammengefasst. Insgesamt besall die Trennkammer 65 Eingangskandle. Alle 65
Eingangskandle der Trennkammer waren in der Photomaske 10 um breit. Die

endgiiltige Breite im Chip war abhéngig von der Atztiefe (siehe Kapitel 3.1.1.1).

Die Anzahl der Seitenkandle war mit 222 Seitenkandlen pro Kammerseite gleich
geblieben. Jeder Seitenkanal besal} in der Photomaske eine Breite von 10 pm. Eine
groBere Anzahl von Seitenkandlen ware aber moglich gewesen, da die Seitenkandle
nur wenige um tief isotrop geatzt werden sollten und dadurch die Kanalverbreiterung

auch nur wenige um betrug. Wahrend die Seitenkandle der ersten Chipgeneration
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nach dem 17 um tiefen isotropen Atzen etwa 42 pm breit waren, sollten die
Seitenkandle der zweiten Generation nur etwa 1,5 um tief gedtzt werden. Nach dem
Atzen ergab sich so eine Kanalbreite von 13 um. Die Lidnge der Seitenkanile war,

abhangig von der Position der Seitenreservoire, variabel.

Das Design der Ausgangskandle wurde ebenfalls verandert. Die Trennkammer im
Design der ersten Chipgeneration besall 64 Ausgangskanale, die zu einem grol3en
Kanal zusammenliefen. In der zweiten Chipgeneration wurden neun separate
Ausgangskanale an die Trennkammer angeschlossen. Die separaten Kanale sollten zur
Fraktionierung der im Chip getrennten Analyte dienen. Wahrend bei der ersten
Chipgeneration am Ausgang eine Pumpe zur Erzeugung des Unterdrucks
angeschlossen war und so den Ausgang blockierte, sind die Ausgdange beim
Uberdruckbetrieb nicht blockiert. Damit ist es moglich, die getrennten Analyte durch
verschiedene Ausgadnge aus dem Chip zu fihren. Da die Fraktionierung in diesem
Design zum ersten Mal realisiert wurde, sind nur neun Ausgangskandle integriert
worden, um eine moglichst einfache Kontaktierung der Ausgangslocher zu
ermdglichen. Mehr Ausgangskanale erlaubten eine feinere Fraktionierung, allerdings
war die Kontaktierung der Anschlusslocher sehr komplex. Damit alle Ausgangskanadle
den gleichen hydrodynamischen Widerstand hatten, mussten sie alle gleich lang sein.
Ware das nicht der Fall, wiirde die Flissigkeit nicht gleichmaBig durch alle Kanale die
Trennkammer verlassen, sondern die Ausgangskandle mit dem niedrigsten
Flusswiderstand wiirden bevorzugt. Die neun Ausgangskanale waren jeweils 7,2 mm

lang und besaBen vor dem Atzen eine Breite von 70 pum.

Im Folgenden wird die Herstellung von zwei Strukturtiefen in einem Glassubstrat
beziehungsweise einer PDMS-Vorform beschrieben. Auf die Kontaktierung der Ein-
und Ausgdnge wird in Abschnitt 3.3.1 ndher eingegangen. Die Auswirkungen der

flachen Seitenkanale auf den Chipbetrieb werden in Abschnitt 3.3.4 beschrieben.
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3.1.2.1 Zwei-Tiefen-Strukturierung von Glas
Der erste Ansatz zur Integration von zwei verschiedenen Tiefen in einem Chip sah vor,
in die Chipoberseite die tieferen Strukturen (Trennkammer, Eingangs- und
Ausgangskanadle) zu atzen und die Anschlusslécher und Seitenreservoire zu bohren
und in die Chipunterseite die 1,5 um tiefen Seitenkandle zu dtzen. Vor dem Bonden
von Chipober- und -unterseite wurden die beiden Glasplatten so gegeneinander
ausgerichtet, dass die Trennkammer und die Seitenreservoire in der Chipoberseite
durch die Seitenkanadle in der Chipunterseite verbunden waren. Allerdings zeigte sich,
dass das Ausrichten der Glasplatten nicht so exakt wie notig erfolgen konnte. Durch
eine fehlerhafte Ausrichtung der Glasplatten zueinander waren die Seitenkandle nur
auf einer Seite mit dem Seitenreservoir verbunden, wahrend sich auf der anderen
Seite ein Spalt von etwa 100 um zwischen Seitenreservoir und Seitenkanalende
befand. Um diese Ausrichtungsprobleme zu umgehen, wurde der Herstellungsprozess
optimiert, so dass nun beide Strukturtiefen in die Chipoberseite integriert werden
konnten und damit vor dem Bonding keine Ausrichtung der Glasplatten mehr nétig

war. Abbildung 3.17 zeigt den modifizierten Herstellungsprozess.
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Abbildung 3.17: Schematische Prozessibersicht fiir die Herstellung von zwei Strukturtiefen in einer

Glasplatte. Die Schritte 1 bis 4 sind identisch mit der Herstellung der Strukturoberseiten der ersten
Chipgeneration.
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Mit Hilfe einer zusatzlich aufgebrachten Goldschicht und einem zweistufigen
Atzprozess wurden die unterschiedlichen Tiefen in das Glas geéatzt. Die Prozessschritte
1 bis 4 sind identisch mit der Herstellung der ersten Chipgeneration. Daher werden in
diesem Kapitel nur die Prozessschritte 5 bis 9 detaillierter beschrieben, das Bohren der
Anschlusslocher und das Entfernen der Chromschicht (Prozessschritt 10) ist ebenfalls
in Kapitel 3.1.1.1 bereits beschrieben worden. Zwischen den in Abbildung 3.17
gezeigten Prozessschritten wurde die Glasplatte jeweils mit deionisiertem Wasser

gereinigt und mit Stickstoff getrocknet.

Nachdem die Strukturen mit Hilfe der Photolithographie in die Chromschicht
Ubertragen worden waren (Prozessschritte 1-4 in Abbildung 3.17), musste, bevor die
zusatzliche Goldschicht auf die Chromschicht aufgebracht werden konnte, der
restliche Photolack entfernt werden (Abbildung 3.17-5.). Dazu wurde die komplette
Glasplatte flir zwei Minuten in Dimethylformamid getaucht. Nach der
Photolackentfernung konnte das Gold auf die Chromschicht aufgebracht werden. Das
Gold wurde durch Sputtering [61] auf der Chromschicht abgeschieden. Dazu wurde
eine Sputteranalge der Firma Balzer, Modell BAK 604, verwendet. Zuerst wurde die
Chromoberflache durch einen Rilcksputterschritt mit 75 c¢cm® Argon pro Minute

gereinigt, um die Haftung der Goldschicht zu erh6hen.
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Abbildung 3.18: Um ein Atzen der Seitenkanile im ersten Atzschritt zu verhindern, wurden die
Seitenkandle mit Gold besputtert. Die Trennkammer, die Eingange und Ausgange wurden durch eine
Sputtermaske abgedeckt, so dass diese Strukturen im ersten Atzschritt freilagen.
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AnschlieBend wurde bei einer eingekoppelten Leistung von 1,9 kW und einer
Reflektionsspannung von 0,85 kV mit einer Sputterrate von 55 nm pro Minute die
Goldschicht auf die Chromschicht aufgebracht. Damit nur die Seitenkandle von Gold
bedeckt wurden, wurden die Trennkammer, die Eingange und die Ausgange wahrend
des Sputtervorgangs von einer Plexiglasmaske bedeckt (Abbildung 3.18). Die
Sputtermaske wurde manuell ausgerichtet und fixiert. Die Goldschicht auf den
Seitenkanalen sollte verhindern, dass diese wahrend des ersten Atzschrittes von der
Flusssaure angegriffen werden. Da die Trennkammer, die Eingange und Ausgange
nicht mit Gold bedeckt waren, wurden diese Strukturen im ersten Atzschritt geatzt.
Dazu wurde wieder eine 4%ige Flusssdaure benutzt, die mit 4%iger Salpetersaure
gepuffert worden war. Der erste Atzschritt dauerte, Abhingig von der Reinheit der
Flusssaure, zwischen 15 und 40 Minuten. Dabei wurden die Strukturen etwa 16 um tief
geatzt (Abbildung 3.19).
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Abbildung 3.19: Nach dem ersten Atzschritt sind die Trennkammer, die Eingidnge und Ausginge
etwa 16 um tief in das Glas geatzt worden. Die Seitenkandle waren durch das Gold geschiitzt worden.

In den ersten Versuchen zur Herstellung von zwei Strukturtiefen in einer Glasplatte
betrug die Dicke der Goldschicht 220 nm. Es zeigte sich aber, dass eine Goldschicht
dieser Dicke nicht ausreichte, um ein Atzen der Seitenkanile zu verhindern. Die
Flusssaure perforierte die Goldschicht, so dass viele kleine Locher in die Seitenkanale

geatzt wurden (Abbildung 3.20a).
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Abbildung 3.20: REM-Aufnahmen der Seitenkanéle nach dem ersten Atzen. a) zeigt Kanile, die von
einer 220 nm dicken Goldschicht bedeckt waren. Die Kandle in b) waren von 550 nm Gold bedeckt.

Diese Locher verringerten den hydrodynamischen Gesamtwiderstand der
Seitenkandle, da der Widerstand im Bereich der Locher geringer war als im nicht
perforierten Bereich. Um diesen Effekt zu verhindern, wurde die Dicke der Goldschicht
auf 550 nm erhoht. Bei dieser Schichtdicke konnte keine Perforation der Goldschicht
beobachtet werden. Die Seitenkanile wurden im ersten Atzschritt nicht geédtzt
(Abbildung 3.20b). Deshalb wurde eine Schichtdicke von 550 nm Gold zur

Standarddicke in der Zwei-Tiefen Glasstrukturierung.

Nach dem ersten Atzschritt wurde das Gold wieder von der Chromschicht entfernt.
Dazu wurde die Glasplatte fir mehrere Minuten in eine lod-Kaliumiodid-Losung
getaucht. Die lod-Kaliumiodid-Losung entfernte das Gold von der Chromschicht
wahrend die Chromschicht selbst nicht angegriffen wurde.

5=

— Atztiefe
o —— Polynomieller Fit
B
=
L
Q@
Y
:<C
0 T T T T T T T T T T T 1
30 60 90 120 150 180 210
Atzdauer [s]
Abbildung 3.21: Bestimmung der Atzdauer zum Atzen der wenige um tiefen Seitenkanile. Damit

die Seitenkandle eine Tiefe von 1,5 um besallen, musste man circa 105 Sekunden lang atzen.
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Damit konnte das Chrom auch im zweiten Atzschritt als Atzmaskierung verwendet
werden. Dabei wurde das Glas wieder mit einer 4%igen, mit Salpetersaure gepufferten
Flusssdure geéatzt. Diese Flusssaure wurde aber nur zum Atzen von Strukturtiefen von
wenigen pum eingesetzt, so dass die Atzrate als nahezu konstant betrachtet werden
konnte. In einem Experiment wurde die Atztiefe fiir verschiedene Atzzeiten bestimmt
(Abbildung 3.21). Da die Seitenkanale nur etwa 1,5 um tief werden sollten, musste die
Atzdauer des zweiten Atzschrittes nur etwa 105 Sekunden betragen. Neben den
Seitenkanalen wurden die restlichen Strukturen auch um 1,5 um tiefer. Insgesamt
waren die Trennkammer, die Eingdange und Ausgange dann etwa 17,5 pm tief.
Abbildung 3.22 zeigt neben der schematischen Ubersicht des zweiten Atzschrittes
auch Rasterelektronenmikroskopaufnahmen von jeweils einem flachen, im zweiten
Atzschritt entstandenen, 1,5 um tiefen Seitenkanal (Abbildung 3.22b) und von einem
bereits im ersten Atzschritt geidtzten, insgesamt 17,5 um tiefen Ausgangskanal
(Abbildung 3.22¢).

Prozess-Verlauf

2. Atzschritt

Abbildung 3.22: Ubersicht Gber den zweiten Atzschritt. a) zeigt schematisch das Aussehen der
Glasplatte nach dem 2. Atzschritt, b) zeigt einen etwa 1,5 pm tiefen Seitenkanal, c) zeigt einen etwa
17,5 um tiefen Ausgangskanal. Beide Kanale befanden sich in einer Glasplatte.

Die in Abbildung 3.23 gezeigte weilllichtinterferometrische Aufnahme zeigt, dass es
einen kontinuierlichen Ubergang zwischen den beiden Strukturtiefen gibt. Auch zeigt
sich, dass die Anfange der Seitenkanale, welche die Trennkammer beriihren, durch die

Unteratzung ein wenig breiter als die eigentliche Kanalbreite sind.
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Abbildung 3.23: Interferometrische Aufnahme des Ubergangsbereiches zwischen Trennkammer

(lila) und Seitenkanilen (rot). Man erkennt, dass der Ubergang kontinuierlich erfolgt.

Anhand der Verbreiterung der Seitenkanaleingange konnte abgeschatzt werden, dass
die Unteratzung der Goldschicht etwa 20 um betragt. Abbildung 3.24 zeigt eine REM-
Aufnahme des Kreuzungsbereiches zwischen Trennkammer und Seitenkanalen. Auch
hier lasst sich der kontinuierliche Ubergang zwischen der tiefen Trennkammer und

den flachen Seitenkanélen erkennen.

/Seitenkanal

> - - F

—Trennkammer

Abbildung 3.24: REM-Aufnahme des Ubergangsbreiches zwischen  Trennkammer und
Seitenkanadlen.

Nach dem zweiten Atzschritt wurden, wie bei den pFFE-Chips der ersten Generation,
die Anschlusslocher und die Seitenreservoire in das Glas gebohrt. Im letzten Schritt
wurde die Chromschicht mit Hilfe einer Chromatze von der Glasplatte entfernt. Damit

war die Herstellung der Zwei-Tiefen-Chipoberseite in Glas abgeschlossen.
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3.1.2.2 Zwei-Tiefen-Strukturierung von PDMS

Auch in PDMS lieBen sich zwei Strukturtiefen in einem Substrat herstellen. Dazu war

allerdings eine Optimierung des Vorform-Herstellungsprozesses nétig. Die Abformung

des eigentlichen PDMS-Substrates erfolgte genauso wie bereits in Abschnitt 3.1.1.2

beschrieben. Zur Herstellung einer Vorform mit zwei

Strukturhéhen waren

Veranderungen in der Photomaske und zwei zusatzliche Belichtungschritte nétig.

Abbildung 3.25 zeigt den um vier Prozessschritte erweiterten Herstellungsprozess.

2.

Abbildung 3.25:
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Prozessiibersicht fiir die Herstellung einer Vorform mit zwei verschiedenen

Das Herstellungsprinzip sah eine schichtweise Belackung und Belichtung der

einzelnen Lackschichten vor. Zum besseren Verstandnis der hier beschriebenen

Herstellung sei noch einmal erwahnt, dass es sich bei dem Photolack SU-8 um einen

Negativresist handelt, das heil3t, dass die belichteten Stellen des Lackes vernetzen und

nicht vom Entwickler abgel6st werden. Die Prozessschritte 1 (Aufschleudern der



64 UFFE-Chips — Herstellung und Betrieb

Haftschicht), 9 (Abformung) und 10 (Stanzen der Anschlusslocher) sind identisch mit
den jeweiligen Prozessschritten der Vorformherstellung der ersten Chipgeneration

(siehe Abschnitt 3.1.1.2) und werden daher hier nicht ndher beschrieben.

Wie bereits erwdhnt, wurden zwei zusatzliche Belichtungen zur Vorformherstellung
bendtigt. Damit die Strukturen der verschiedenen Lackschichten exakt zueinander
ausgerichtet waren, wurden die jeweiligen Photomasken mit Hilfe von Justiermarken
an der vorherigen Belichtung ausgerichtet. Abbildung 3.26a zeigt die verwendeten
Justiermarken, wobei nur die Marken eines Layers in der jeweiligen Photomaske
vorhanden waren. Pro Belichtung wurden die Justierstrukturen des jeweiligen Layers
an den schon im Lack vorhandenen Teilen der Justiermarke ausgerichtet. Die
einzelnen Elemente der Justiermarken hatten einen minimalen Abstand von 25 um

zueinander und lieBBen sich praziser justieren als deckungsgleiche Elemente.

Photomaske

SU-8-2

19 .o
LJAL.

riri
LLJ LJJ Layer 2

a

Layer 1

b Wafer

Abbildung 3.26: a) Justiermarke zum Ausrichten der Photomasken wahrend der drei Belichtungen.
Auf der Photomaske der ersten Belichtung befanden sich nur die Layer-0-Strukturen. Die Layer-1-
Strukturen befanden sich auf der zweiten Photomaske und wurden an den bereits lbertragenen
Strukturen des Layer-0 ausgerichtet. Die Layer-2-Strukturen wurden dann an den schon im Photolack
vorhandenen Layer-0- und Layer-1-Strukturen ausgerichtet. b) zeigt den ersten Belichtungsschritt zum
Ubertragen der Layer-0-Strukturen in die Haftschicht.

Nachdem der blanke Wafer mit der etwa 1,5 um dicken SU-8-2-Haftschicht belackt
worden war (Abbildung 3.25-1, Parameter der Belackung siehe Abschnitt 3.1.1.2),
wurde durch die erste Belichtung der Vernetzungsprozess im Lack gestartet
(Abbildung 3.25-2). Im Unterschied zur Herstellung der ersten Chipgeneration erfolgte

diese Belichtung durch eine Photomaske. Dabei wurden nur die Layer-0-Strukturen
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der Justiermarken in die Haftschicht Ubertragen und dienten somit als

Grundjustagemarken fiir alle weiteren Belichtungen (Abbildung 3.26b).

Nachdem die erste Belichtung erfolgt war, wurde eine 1-2 um dicke SU-8-2-Schicht auf
die bereits vorhandene Haftschicht geschleudert (Abbildung 3.25-3). Diese Schicht
ergab in der spateren Vorform die flachen Seitenkandle. Der Lack wurde in der
Lackschleuder bei 500 U/min fir acht Sekunden auf dem Wafer verteilt und
anschlieBend bei 3000 U/min fir 40 Sekunden ausgeschleudert. Nach dem
Ausschleudern der Lackschicht erfolgte der Softbake fiir zwei Minuten bei 95 °C. Nach
dem Abkuhlen der Lackschicht erfolgte der zweiten Belichtungsschritt (Abbildung
3.25-4). Auf der Photomaske der zweiten Belichtung befand sich das komplette
Chipdesign und die Layer-1-Strukturen der Justiermarken (Abbildung 3.27).

Prozess-Verlauf

Photomaske

Mich I/_ayer»1»Maske

Belichtung 1. Strukturschicht

Abbildung 3.27: Mit der zweiten Belichtung wurden die kompletten Chipstrukturen in die etwa 1-2
pm dicke SU-8-2-Schicht Gibertragen. Die Photomaske wurde an den Justiermarken in der Haftschicht
ausgerichtet.

Die Photomaske der zweiten Belichtung wurde an den in der Haftschicht vorhandenen
Layer-0-Justiermarken ausgerichtet. Daftir wurde in der Lackschleuder bei 1500 U/min
die Randwulst der Lackschicht entfernt, so dass die Justagemarken in der Haftschicht
sichtbar waren. Je nach Lackdicke konnte man die Justagemarken aber auch durch
den Lack hindurch erkennen. Die Belichtung auf dem MA-6 Belichter dauerte drei
Sekunden. Der anschlieBende Postbake dauerte zwei Minuten bei einer Temperatur
von 95 °C.
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Wirde man nun den Photolack entwickeln, waren alle Strukturen des Chipdesigns nur
wenige pum hoch. Da aber nur die Seitenkandle eine geringe Strukturhéhe besitzen
sollten, wurde auf alle anderen Strukturen im nachsten Prozessschritt eine zusatzliche,
dickerer Lackschicht ,aufgesetzt”. Dazu wurde eine circa 18 pum dicke SU-8-10-Schicht
auf die zweite SU-8-2-Schicht (Layer-1-Schicht), aufgeschleudert. Das Anschleudern
des Lackes erfolgte bei 500 U/min fir 15 Sekunden. Die Schichtdicke wurde durch das
Ausschleudern bei 1600 U/min fiir 40 Sekunden bestimmt. Beim anschlieBenden
Softbake wurde der Wafer zuerst bei 62 °C fiir zehn Minuten erwarmt und danach fir
30 Minuten auf 95 °C erhitzt. Dieser zweistufige Softbake vermied das Entstehen von
Spannungen in den bereits belichteten Lackschichten auf dem Wafer. Nach dem
langsamen Abkiihlen des Wafers auf Raumtemperatur und der anschlielenden
Entfernung der Randwulst konnte der dritte Belichtungsschritt vorgenommen werden.
Aufgrund einer Lackdicke von knapp 20 pum dauerte die Belichtung mit sieben
Sekunden im MA6-Belichter mehr als doppelt so lange wie bei den vorherigen SU-8-

Schichten.

Prozess-Verlauf

Photomaske SU-8-10
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Abbildung 3.28: Dritte Belichtung im Herstellungsprozess fiir eine PDMS-Vorform mit zwei
Strukturhohen. Die Photomaske enthielt nur diejenigen Strukturen, welche in der spateren Abformung
tiefer als die Seitenkandle sein sollten.

Wie bei allen bisherigen Belichtungen erfolgte auch hier wieder die Ausrichtung der
Photomaske an den schon im Photolack befindlichen Justiermarken. Die Photomaske
der dritten Belichtung besal8 neben den Layer-2-Justierelementen nur die Strukturen,
die in der spateren Abformung die groBere Tiefe besitzen sollten, also die Ein- und

Ausgangskandle, die Trennkammer und die Seitenreservoire. Der anschlieBende
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Postbake bestand, ebenso wie der Softbake, aus zwei Schritten. Im ersten Schritt
wurde der Wafer fur finf Minuten auf 62 °C erwdrmt, der zweite Schritt dauerte 15

Minuten bei einer Temperatur von 95 °C.

Nachdem der Wafer wieder Raumtemperatur erreicht hatte, konnten die belichteten
Lackschichten entwickelt werden. Wie schon bei der Herstellung der ersten

Chipgeneration wurde der Wafer dazu fiir finf Minuten in ein Entwicklerbad getaucht.

Der Entwickler mr-Dev 600 von MicroResist 10ste in dieser Zeit den nicht belichteten
Photolack der einzelnen Lackschichten auf. Das Ergebnis nach der Entwicklung ist in
Abbildung 3.29 zu sehen.

Prozess-Verlauf
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Abbildung 3.29: Nach der Entwicklung der Photolackschichten blieben nur die belichteten
Strukturen auf dem Wafer Gbrig. Man kann deutlich die zwei verschiedenen Strukturhéhen erkennen,
die Seitenkandle sind nur in der Layer-1-Schicht vorhanden und damit nur 1-2 um hoch, die Hohe der
restlichen Strukturen ist die Summe aus den Schichtdicken der Layer-1- und Layer-2-Schichten.

Um die Widerstandsfahigkeit des Photoresist zu erhdhen, erfolgte nach der
Entwicklung des Lackes noch ein Hardbake. Dabei wurde das komplette Substrat auf
160 °C aufgeheizt und anschlieend auf Raumtemperatur abkiihlen gelassen. Im
letzten Prozessschritt der Vorformherstellung wurde der Photolack noch mit
Hexamethyldisiazan (HMDS) beschichtet, um das Ablésen des PDMS von der Vorform
wahrend der Abformung zu erleichtern. Danach war die Herstellung einer Vorform mit

zwei verschiedenen Strukturhéhen abgeschlossen.
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Das Ubertragen der Strukturen von der Vorform in das Polydimethylsiloxan erfolgte
nach dem in Abschnitt 3.1.1.2 beschriebenen Prozess. Allerdings musste beim
Abformen sehr vorsichtig vorgegangen werden, da sonst die Gefahr bestand, dass die
diinnen Stege der Seitenkanale auf der Vorform abreilen. Nach dem Abformen war
die Herstellung der PDMS-Strukturseite abgeschlossen. Abbildung 3.30 zeigt eine
REM-Aufnahme einer PDMS-Abformung mit zwei Strukturtiefen. Um den Unterschied
zwischen den Strukturtiefen deutlich zu machen, beginnen die flachen Seitenkandle

nicht direkt an der Trennkammer, sondern erst nach etwa 500 um.
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Abbildung 3.30: REM-Aufnahme eines 2-Tiefen PDMS Substrats. Die flachen Seitenkanédle beginnen
nicht direkt an der Kammer.

Deutlich ist der Unterschied zwischen den beiden Strukturtiefen erkennbar. Wahrend
man den ersten Teil der Seitenkandle aufgrund der Strukturhohe noch sehr gut
erkennen kann, sind die flachen, nur 1,5 um tiefen Abschnitte der Seitenkanale schwer

zu identifizieren.



Flussigkeitsdichte Verbindung 69

3.2 Flissigkeitsdichte Verbindung

Wie bereits erwahnt, besteht ein uFFE-Chip immer aus zwei Teilen: Der strukturierten
Chipoberseite und der unstrukturierten Chipunterseite, dem Boden. Erst durch das
flissigkeitsdichte Verbinden dieser beiden Teile entsteht der pFFE-Chip. Abhangig
vom Chipmaterial gibt es verschiedene Techniken, um die beiden Teile miteinander zu
verbinden. Wahrend PDMS-PDMS- oder PDMS-Glas-Chips mit Hilfe einer Oberflachen-
plasmabehandlung dauerhaft verbunden werden kdnnen, wird zur Herstellung eines
Glas-Glas-Chips das Hochtemperaturbonden verwendet. Alternativ. zum Hoch-
temperaturbonden kdnnen die Glasober- und -unterseite auch miteinander verklebt
werden. Dies ist aber aufgrund der geringen Strukturtiefen und der bendtigten
diinnen Klebstoffschichten ein schwieriger Prozess. Im Folgenden werden die

verschiedenen Techniken naher beschrieben.

3.2.1 Plasma-Bonden

Wie bereits erwahnt, wurden Chipoberseiten aus PDMS mittels Plasmabonding
dauerhaft mit einem Boden aus Glas oder PDMS verbunden. Auch zur Fixierung des
Ausgangsinterfaces (Abschnitt 3.3.1) auf einem Glaschip wurde das Plasmabonden
verwendet. Beim Plasmabonden wurden die Kontaktflaichen der Chipober- und
-unterseite durch ein Sauerstoffplasma modifiziert. Kammen die modifizierten
Oberflachen in Kontakt, so bildeten sich dazwischen stabile chemische Bindungen.
Dies bewirkte die dauerhafte und fllssigkeitsdichte Verbindung der beiden Chipteile.
Die Plasmabehandlung fand in einer speziellen Vakuumkammer statt, die in
Abbildung 3.31 schematisch dargestellt ist. Vor der Plasmabehandlung mussten die
Oberflichen der zu verbindenden Teile gereinigt werden, da schon kleinste
Verunreinigungen oder Fett auf den Oberflachen ein vollstandiges Bonden verhindern
konnten. Die Teile lagen zwischen zwei Elektroden. An der oberen Elektrode lag eine
Hochspannung an, die untere Elektrode war direkt mit der Erde verbunden. Nachdem
die Chipteile auf die untere Elektrode gelegt worden waren, wurde die Anlage
geschlossen und evakuiert. Der Druck wurde Uber einen Drucksensor gemessen. Da
der Sensor keine absoluten Driicke anzeigte, wurde zur Kalibrierung die Kammer fir
zehn Minuten evakuiert und anschlieend die Anzeige des Sensors auf null gesetzt.

Die Plasmabehandlung selbst fand bei einem Druck von 1 mbar statt.
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Abbildung 3.31: Schematische Darstellung der Anlage zur Plasmabehandlung der Oberflache.

Als dieser Wert erreicht war, wurde die Hochspannung eingeschaltet und dadurch das
Plasma zwischen den Elektroden geziindet. Da durch das Vakuum die Menge an
Fremdgasen in der Prozesskammer verringert wurde, verbesserte sich die Qualitat der
Plasmabehandlung. Durch die Plasmabehandlung wurden an der Oberflache der
Probe Molekilbindungen aufgebrochen. Es bildeten sich sehr reaktive, polare
Gruppen, welche die stabile Verbindung zwischen den beiden Chipteilen erzeugten
[100]. Die Plasmabehandlung dauerte fiinf Minuten, danach wurde die Spannung
abgeschaltet und die Anlage mit Stickstoff bellftet. Das anschlieBende
Zusammenfihren der beiden Chipteile sollte mdglichst zeitnah nach der
Plasmabehandlung erfolgen, da der Effekt der Oberflichenmodifikation mit der Zeit
abnimmt und sich zusatzlich Verunreinigungen an der Oberflache anlagern kénnen.
Bei Verwendung des Plasmabonden wurde aullerdem darauf geachtet, dass die
Proben kein Metall beinhalteten, da dieses das elektrische Feld zwischen den
Elektroden storen konnte und das Plasma somit nicht mehr gleichmagig in der ganzen
Anlage brennen wiirde. Zur Verbesserung des Bondings wurde nach dem
Zusammenfihren der Chipteile tGber Nacht ein Gewicht auf beide Chipteile gelegt.
Danach war die Verbindung zwischen der Chipober- und -unterseite so stark, dass sie

nicht ohne Zerstérung des Chips voneinander getrennt werden konnten.
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3.2.2 Hochtemperaturbonden

Flr die dauerhafte Verbindung von zwei Glasplatten wurde ein anderes Verfahren
benutzt: das Hochtemperaturbonden. Dabei wurden die aufeinanderliegenden Glas-
platten in einem Ofen auf die Glastibergangstemperatur des Glases erhitzt. Bei dieser
Temperatur erfolgte der Ubergang vom kristallinen in den gummielastischen Bereich.
Die Gewichte, welche zusatzlich auf die Glasplatten gelegt worden waren, driickten
die Glasplatten zusammen, so dass die Grenzflachen bei Erreichen der Glasiibergangs-
temperatur verschmolzen. Nach dem Abkiihlen waren die beiden Glasplatten fest
miteinander verbunden und lieen sich auch nicht mehr voneinander trennen. Fir die
Soda-Lime Glaser, welche in dieser Arbeit fir die Herstellung der WFFE-Chips
verwendet wurden, lag die Glasiibergangstemperatur bei 581 °C. Fiir das Bonding der
Soda-Lime Glaser wurde ein spezielles Bondprogramms programmiert. Nach dem
Start des Programms heizte der Bondofen innerhalb einer Stunde die Glasplatten auf
400 °C auf und hielt diese Temperatur fir drei Stunden. AnschlieBend erhohte der
Ofen innerhalb einer Stunde die Temperatur auf die Glasliibergangstemperatur von
581 °C und hielt diese Temperatur flr vier Stunden. Wahrend dieser Zeit fand die
Verschmelzung der beiden aufeinanderliegenden Glasoberflachen statt. Danach
kihlte der Ofen die Glasplatten innerhalb von elf Stunden langsam wieder auf

Raumtemperatur herab. Der ganze Bondprozess dauerte somit insgesamt 20 Stunden.

Damit das Hochtemperaturbonden auch erfolgreich angewendet werden konnte,
mussten die Glasplatten, bevor sie in den Ofen gelegt wurden, gereinigt werden.
Wurde dies nicht gemacht, konnten Dreck und Staub, aber auch Lackriickstande auf
den Oberflichen zu Einschlissen und nichtgebondeten Stellen fiihren. Die
Bondvorbereitungen bestanden aus funf Schritten, zwischen denen die Glasplatten
jeweils mit deionisiertem Wasser gereinigt und mit Stickstoff getrocknet wurden. Im
ersten Schritt wurden beide Glasplatten fiir finf Minuten in Aceton gelegt. Daran
anschlieBend erfolgte ein flinf-minttiges Bad in Dimethylformamid. Danach wurden
die beiden Glasplatten fir 15 Minuten in Methanol gereinigt. Im vierten Schritt wurde
Peroxomonoschwefelsdaure, auch Piranhasdure genannt, hergestellt. Dazu wurde
30%iges Wasserstoffperoxid mit konzentrierter Schwefelsaure im Verhaltnis 1:2
gemischt. In dieser Sdure erfolgte fir 30 Minuten der vierte und letzte
Reinigungsschritt. Nach dem Abspiilen und Trocken wurden die gesdauberten

Glasoberflachen aufeinander gelegt.
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Mit Hilfe einer Spritze wurde an den Rand der Glasplatten deionisiertes Wasser
aufgebracht, was sich dann aufgrund der Kapillarkrafte zwischen die Glasplatten
bewegte und dort eine Wasserschicht zwischen den Glasplatten bildete. Die
Wasserschicht verhinderte, dass sich Luftblasen zwischen den Glasplatten befanden,
welche wahrend des Bondens in das Glas eingeschlossen werden konnten. Danach
wurden die Glasplatten zwischen zwei Keramikkacheln positioniert und anschlieBend

in den Bondofen gelegt.

Die Ausbeute beim Hochtemperaturbonden war sowohl von einer sauberen
Glasoberflache, als auch von dem richtigen Gewicht zur Beschwerung der Glasplatten
im Bondofen abhangig. Ein zu leichtes Gewicht erzeugte nicht genligend Druck auf
die Glasplatten und flihrte zu einem ungleichmaBligen Bonding, da die Glasplatten
nicht Uber die ganze Flache miteinander verschmolzen. Ein zu schweres Gewicht
fuhrte zu Spannungen im Glas und damit zu einem Rei3en der Glasplatten wahrend
des Bondprozesses. Die besten Bondresultate flir zwei Soda-Lime Glasplatten wurden

mit einem 472 g schweren Gewicht erzielt.

3.2.3 Kleben

Als Alternative zum Hochtemperaturbonden wurde versucht, Glaschips durch
Verkleben der beiden Chipteile herzustellen. Grund fiir diese Versuche war, dass sich
mit dem Hochtemperaturbonden nur Glasplatten vom gleichen Glastyp verbinden
lieBen. Zwei unterschiedliche Glassorten mit zwei verschiedenen Temperatur-
ausdehnungskoeffizienten sorgten fiir ein Zerbrechen der Glaser wahrend des
Bondings, da die Ausdehnung der Glaser beim Aufheizen und Abkiihlen
unterschiedlich war und so Spannungen im Glas entstanden. Durch das Verkleben der
Chips sollte versucht werden, auch verschiedene Glaser beziehungsweise Materialien
miteinander zu einem Chip zu verbinden. Da mit Chips der zweiten Generation
gearbeitet wurde, lag die groBte Herausforderung in dem Aufbringen der
Klebeschicht. Wie bereits vorher beschrieben, besall die zweite Chipgeneration nur
1,5 um tiefe Seitenkanale. Damit der geklebte Chip aber auch verwendet werden
konnte, durften die Seitenkanale nicht durch Kleber verschlossen werden. Das
bedeutet, dass die Klebeschicht diinner als 1 um sein musste, um diese Anforderung

zu erfullen.
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In den ersten Versuchen wurde SU-8 Photolack als Kleber verwendet. Vorteile dabei
waren, dass man durch die Chipherstellung die Eigenschaften von SU-8 kannte und es
standardisierte Prozesse zum Aufbringen von diinnen SU-8 Schichten gab. Es zeigte
sich aber, dass die Herstellung von 1 um dicken SU-8 Schichten auf Glas weder durch
Aufschleudern noch durch Ausrollen moglich war. Die SU-8 Schicht war entweder
nicht homogen und mit lackfreien Stellen durchzogen oder zu dick. Ein weiteres
Problem war die UV-Belichtung des SU-8 zwischen den Glasplatten, da Soda-Lime Glas
in diesem Wellenlangenbereich eine Transmission von weniger als 20% besitzt. Diese

Probleme fihrten dazu, dass SU-8 als Kleber verworfen wurde.

Auch wurde versucht, schon belichteten SU-8 Lack als Kleber zu benutzen. Dabei
wurde eine entsprechend diinne SU-8 Schicht auf einen Wafer aufgeschleudert und
komplett belichtet. Auf diese Lackschicht wurde dann die strukturierte Glasplatte
gepresst und das ganze System dabei auf die Glasiibergangstemperatur des
Photolacks [101-103] erhitzt. Bei dieser Temperatur verflissigt sich SU-8 wieder. Durch
den Druck sollte das Glas nun in den weichen SU-8 gedriickt werden und nach dem
anschlieBenden Abkuhlen das Glas mit dem Wafer verklebt sein. Mit dieser Technik
gab es erste Erfolge, allerdings waren die Ergebnisse nicht reproduzierbar. AuBerdem
brachen wahrend der Versuche sehr haufig der Wafer oder die strukturierte Glasplatte,

so dass auch diese Methode zum Verkleben von Chips verworfen wurde.

Ein weiterer Versuch wurde mit dem Kleber GB 310 der Firma Delo unternommen. In
den ersten Versuchen wurde der Kleber mit einer Hardgummirolle auf die
Chipoberflache aufgerollt. Allerdings war aufgrund der hohen Viskositat des Klebers
keine gleichmaBige Schichtdicke zu erzielen. In der Literatur wird eine spezielle
Methode zum Verkleben von Glasplatten mit Hilfe eines UV-Klebers beschrieben [104].
Dort wurde die Viskositat des Klebers durch Verdiinnung mit Aceton verringert. Dieses
Gemisch wurde dann zwischen zwei aufeinanderliegende Glasplatten gebracht. Das
Kleber-Aceton-Gemisch verteilte sich durch die Kapillarkrafte gleichmalig zwischen
den Glasplatten. Um anschlieBend die Fluidikkandle in den Glasplatten vom Kleber zu
reinigen, wurden diese mit Aceton gespiilt. Danach erfolgte eine flinf-minitige
UV-Belichtung zur Aushartung des Klebers. Nach Angaben in [104] soll die
resultierende Schichtdicke des Klebers 1 um betragen haben. Mit dieser Methode

wurden dann auch Versuche zum Verbinden der uFFE-Chips unternommen.
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Um das Problem mit den 1,5 pm tiefen Seitenkandle zu umgehen, wurden diese
Versuche mit einem Chip der ersten Generation durchgefiihrt. Ein Verkleben der
beiden Chipteile war moglich, allerdings traten einige Probleme auf, die in Abbildung

3.32 dargestellt sind.

Fluidikkanal Kleber
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Abbildung 3.32: Unter der Verwendung der in [104] beschriebenen Methode wurde versucht, einen
Chip der ersten Generation zu verkleben. Allerdings zeigte sich, dass sich der Kleber durch Spiilen mit
Aceton nicht aus allen Kandlen entfernen lie8 (a) und dass das Aceton den Kleber auch unter dem Glas
an den Kanalrandern entfernte (b).

In Abbildung 3.32a erkennt man, dass nach dem Spilen mit Aceton nicht alle Kanale
frei von Kleber waren. Die hier gezeigten Kanadle sind die Kandle zum Ausgangsloch,
was bedeutet, dass das Aceton auf jeden Fall durch diese Kanadle flieBen musste um
den Chip zu verlassen. AuBBerdem unterspiilte das Aceton die Randbereiche der
Fluidikkanale im Chip und entfernte dort auch den Kleber (Abbildung 3.32b). Wiirde
man mit dieser Methode die Chips der zweiten Generation verbinden wollen, so ware
dies hochstwahrscheinlich nicht moéglich. Zum einen ware es kaum maoglich, die
flachen Seitenkanale durch Spilen mit Aceton vom Kleber zu befreien, besonders
unter Berlicksichtigung der Tatsache, dass es nicht mdglich war, den Kleber aus den
Ausgangskandlen zu entfernen. Zum anderen besteht nach dem Spiilen mit Aceton
die Gefahr, dass der Kleber unter den 44 um breiten Stegen, welche die Seitenkanale
voneinander trennen, entfernt worden ist und somit die Seitenkandle nicht mehr den

bendtigten hydrodynamischen Widerstand besitzen.



Flussigkeitsdichte Verbindung 75

Auch wenn nicht alle Kandle vom Kleber befreit werden konnten, so war es doch
moglich, den in Abbildung 3.32 gezeigten Chip zur Fokussierung zu benutzen.
Abbildung 3.33 zeigt die Fokussierung des Fluoreszenzfarbstoffes Fluorescein in dem
Chip. Zur Fokussierung wurde der Isotachophorese-Modus (siehe Kapitel 2.2.2.3)
verwendet. Der Farbstoff besal} eine Konzentration von 200 uM, der Gesamtfluss
betrug 5 pl/min und zur Fokussierung wurde eine Spannung von 350 Volt an die

Elektroden des Chips gelegt.

TE Probe LE TE Probe LE

Ausgang Ausgang

Abbildung 3.33: Isotachophoretische Fokussierung des Fluoreszenzfarbstoffes Fluoreszein in einem
geklebten YFFE-Chip der ersten Generation. Der Flissigkeitstransport durch den Chip erfolgte durch
Anlegen eines Unterdrucks am Chipausgang.

Die schwarzen Flecken auf der linken Kammerseite wurden durch einen Fleck auf dem
Objektiv verursacht. Da die Kammerbilder in Abbildung 3.33 aus mehreren
Einzelbildern zusammengesetzt wurden, erscheint der Fleck mehrmals in einem
kompletten Kammerbild. Im Bereich der Ausgangskandle kann man erkennen, dass

nicht alle Kandle vom Kleber befreit wurden.
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Um nun auch die Chips der zweiten Generation mit einem Kleber dauerhaft verbinden
zu kénnen, wurde der in [104] beschriebene Klebeprozess weiter modifiziert. Um die
Viskositat des Delo GB 310 Klebers zu senken, wurde er mit Aceton im Verhaltnis 1:3
(Kleber : Aceton) verdiinnt. 1 ml dieser Verdiinnung wurde dann auf einen in der
Lackschleuder fixierten Wafer aufgetragen, bei 500 U/min fiir 15 Sekunden
angeschleudert und danach fiir 60 Sekunden bei 4000 U/min ausgeschleudert. Die
resultierende Schichtdicke auf dem Wafer lag bei etwa 1 um. Danach wurde der Wafer
flr zwei Minuten in einen 90 °C heilen Konvektionsofen gelegt, um das Aceton aus
dem Kleber zu verdampfen. Nach dem Abkiihlen wurde eine erste UV-Belichtung des
Klebers vorgenommen. Die Belichtung in dem MA6-Belichter dauerte eine Minute mit
einer Leistung von circa 20 mW pro Quadratzentimeter. Durch die Belichtung wurde
der Vernetzungsprozess im Kleber gestartet, was zu einer Erhdhung der Viskositat des
Klebers flihrte. Nach der Belichtung wurde die Klebeschicht von dem Wafer auf eine
Klebewalze Uibertragen und dann parallel zu den flachen Seitenkandlen auf den Chip
aufgetragen. Durch die Viskositatserhohung aufgrund der Belichtung sollte ein
Volllaufen der Seitenkanale verhindert werden. Nach dem Aufrollen der Kleberschicht
wurden die beiden Chipteile zusammengepresst und mit Gewichten beschwert.
AnschlieBend wurden die beiden Teile fir finf Minuten in einen 90 °C heil3en
Konvektionsofen gelegt. Danach erfolgte die zweite Belichtung zum Aushdrten des
Klebers. Diese wurde ebenfalls auf dem MA6-Belichter durchgefiihrt und dauerte zwei
Minuten. Untersuchungen unter dem Rasterelektronenmikroskop (REM) zeigten, dass
die Dicke der Klebeschicht auch nach dem Ausharten noch 1 um entsprach. In
Abbildung 3.34b erkennt man, dass der Kleber nicht in die Kandle gelaufen ist,
sondern nur die Seitenwande der Kanadle benetzt hat. Dies kann durch das Pressen der
Strukturseite in den Kleber verursacht worden sein. Fur die REM-Aufnahmen in
Abbildung 3.34 wurde ein Teil der Strukturseite entfernt. Dort, wo sich vor der
Entfernung die Stege der Kandle befunden haben, sind nun Furchen in der
Kleberschicht. Diese Furchen deuten auf eine sehr starke Verbindung zwischen Stegen
und Kleber hin, beim Ablésen wurde ein Teil des Klebers aus der Kleberschicht

herausgerissen.
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Abbildung 3.34: REM-Aufnahmen der Klebeflichen nach dem Kleben mit der modifizierten
Klebemethode. Die Furchen in a) sind beim Ablésen der Chipteile voneinander entstanden; an diesen
Stellen sind die Stege zwischen den Kandlen aus dem Kleber gerissen worden. In b) erkennt man, dass
der Kleber sich nur an den Kanalwéanden "hochgezogen" hat, die Kanaldecke aber nicht erreicht hat.

Allerdings waren die Ergebnisse, welche mit der modifizierten Klebemethode erzielt
wurden, ebenfalls nicht reproduzierbar. Das Problem lag aber nicht im Verkleben der
Kandle, sondern daran, dass eine Aushartung des Klebers nicht reproduzierbar war.
Nach Riicksprache mit dem Hersteller des GB 310 Klebers deutet alles darauf hin, dass
sich in einer 1T um dinnen Klebeschicht nicht genitigend Molekile der photo-
empfindlichen Komponente befinden. Diese Komponente startet bei UV-Belichtung
den Vernetzungsprozess des Klebers. Ist nicht genug von der photoempfindlichen
Komponente in der belichteten Schicht, hartet der Kleber nicht vollstandig, sondern
nur an einigen Stellen aus. Dadurch bleibt der Rest des Klebers flissig und es kommt

keine dauerhafte, komplett fliissigkeitsdichte Verbindung zustande.

Weitere Versuche zum Kleben von mikrofluidischen Chips wurden in dieser Arbeit

nicht unternommen.
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3.3 Chipbetrieb

Nach dem Strukturieren der Chipoberseite und dem Verbinden der Chipoberseite mit
der Chipunterseite, dem Boden, ist die eigentliche Chipherstellung abgeschlossen.
Zwischen Fertigstellung des Chips und einem Experiment mussen allerdings noch die
Fluidikkanale kontaktiert und der Chip mit Fliissigkeit befillt werden. Daneben wird in
diesem Kapitel auch noch der Betrieb der beiden bereits vorgestellten

Chipgenerationen beschrieben.

3.3.1 World-to-Chip Verbindungen

Zum Betrieb eines PFFE-Chips mussten die Fluidikkandle mit der Auflenwelt
verbunden werden. Bestand der pFFE-Chip aus PDMS, wurde jeweils eine Kapillare in
die gestanzten Ausgangslocher gesteckt und verklebt. Auf das andere Kapillarende
wurde ein Silikonschlauch geschoben. Das flexible PDMS driickte auf die Kapillare,
stabilisierte und dichtete sie zugleich ab. Bei einem Glaschip hingegen war das nicht
moglich. Hier benodtigte man spezielle Fiihrungshulsen zum Fixieren der Kapillaren.
Zuerst wurde eine Kapillare in eine Fihrungshiilse geklebt. Die Hiilse stabilisierte die
Kapillare und sorgte dafiir, dass beim Ubergang zwischen Ausgangsloch und
Kapillareingang keine Flussigkeit austrat. In dieser Arbeit wurden sowohl

Flihrungshilsen aus Grafit wie auch aus PDMS verwendet.

Abbildung 3.35: Flussigkeitsdichte Verbindung eines Chipausganges mit einem Silikonschlauch.
Zuerst wurde eine Kapillare durch die Flhrungshilse gesteckt und verklebt (b). Die Flihrungshiilse
wurde dann auf das Ausgangsloch geklebt (a). Nachdem der Kleber getrocknet war, wurde auf die
Kapillare ein Silikonschlauch geschoben und mit der Flihrungshiilse komplett mit Kleber vergossen (c).
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Grafithilsen besal3en in der Mitte ein Loch, durch das die Kapillare geschoben wurde.
Die PDMS-Hiilsen besal3en kein Loch, sondern die Kapillare wurde einfach durch das
PDMS hindurch geschoben. Nach dem Verkleben (Abbildung 3.35b) wurde die
FUhrungshilse mit der Kapillare auf das Ausgangsloch geklebt (Abbildung 3.35a). Fiir
alle Anschliisse wurde eine Kapillare mit einem Innendurchmesser von 250 um und
einem Aullendurchmesser von 360 um verwendet. Nachdem die Filihrungshiilse mit
der Kapillare auf dem Chip fixiert worden war, wurde die Hiilse komplett mit Kleber
vergossen und auf die Kapillare wurde ein Silikonschlauch geklebt (Abbildung 3.35¢).
An diesen Schlauch konnte nun die Pumpe oder eine Spritze angeschlossen werden.
Damit war die flussigkeitsdichte Verbindung zwischen Fluidikkanal und Auflenwelt

abgeschlossen.

Wie bereits erwahnt, wurde in der zweiten Chipgeneration ein neues Ausgangsdesign
implementiert (siehe Abbildung 3.16). Diese Ausgangsvariante ermoglichte es, im
Chip getrennte Proben separat aus dem Chip zu entnehmen und weiterzuverarbeiten.
Bestand der Chip aus PDMS, so war die Kontaktierung der Ausgangskanale einfach.
Die Kapillaren wurden einfach in die gestanzten Ausgangslocher gesteckt. Bei
Glaschips hingegen gestaltete sich die Kontaktierung von mehreren Ausgangslochern
schwierig, da die Ausgangslocher nur etwa 1 mm Abstand zueinander hatten. Da die
FUhrungshilsen aber einen Durchmesser von circa 4 mm hatten, war es nicht mehr
moglich, die Ausgange mit dieser Methode zu kontaktieren. Zur Losung dieses
Problems wurde ein Ausgangsinterface fir Glaschips entwickelt, welches die
Kontaktierung aller Ausgangslocher mit Kapillaren erlaubte, die Kapillaren fixierte und
die einzelnen Ausgangslocher so voneinander trennte, dass keine nachtragliche
Vermischung der getrennten Analyte stattfinden konnte. Dazu wurde ein etwa flinf
mm dickes PDMS-Stlick hergestellt, welches so gro3 war, dass es alle Ausgangslocher
gleichzeitig bedecken konnte. Das PDMS wurde auf die Ausgangslocher gelegt und
mit einer Kantile wurde durch das PDMS hindurch in die Ausgangslécher gestochen,
so dass fur jedes Ausgangsloch deckungsgleich ein Kanal im PDMS entstand. Die
eigentliche Kanilenspitze war mechanisch entfernt worden, damit die Kanile eine
flache Spitze besall. Nachdem mit der Kanile die Kandle in das PDMS gestochen
worden waren, mussten die PDMS-Reste, die beim Stechen der Kandle entstanden

waren, aus den Kanalen entfernt werden.
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Die anschlieBende dauerhafte und fliissigkeitsdichte Fixierung des PDMS auf dem Glas
erfolgte mit Hilfe des Plasma-Bondens (siehe Abschnitt 3.2.1). Nach der Plasma-
behandlung wurde das PDMS so ausgerichtet, dass jeder PDMS-Kanal genau das
dazugehdrige Ausgangsloch des Chips kontaktierte. Nun wurde das PDMS auf das
Glas gedriickt und Gber Nacht mit einem Gewicht beschwert, um das Bonding zu
verbessern. War das PDMS-Glas Bonding erfolgreich, so wurden Kapillaren in die
PDMS-Kanale gesteckt. Da die Kapillare einen geringfligig grof3eren Durchmesser als
die PDMS-Kandle hatten, wurden sie durch den Druck des PDMS auf die Kapillare im
PDMS fixiert und abgedichtet. Auf die Kapillaren wurde ein Silikonschlauch gesteckt
und abschlieBend wurde alles mit einem schnellhdrtenden Silikon (Panasil,
Fa. Kettenbach, Deutschland) verklebt. Abbildung 3.36 verdeutlicht noch einmal das

Prinzip des Ausgangsinterfaces.

Seitenkandle

Kapillare

Schlauch
Ausgangskanale

Abbildung 3.36: Darstellung des Ausgangsinterfaces. a) zeigt die schematische Darstellung, b) zeigt
das Ausgangsinterface auf einem fertigen Glaschip.

In Abbildung 3.36a ist das Interface schematisch dargestellt, Abbildung 3.36b zeigt das
Interface auf einem Glaschip. Mit Hilfe des Ausgangsinterfaces war es mdglich, im
MFFE-Chip getrennte Substanzen separat aus dem Chip zu fiihren und zu sammeln,

ohne dass eine erneute Vermischung nach Verlassen der Trennkammer erfolgte.
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3.3.2 Gasfreies befiillen des pFFE-Chips

Nachdem die Fluidikkandle kontaktiert worden waren, musste der Chip befiillt
werden. Dabei war es wichtig, dass sich bei Beginn des Experimentes keine Luftblasen
mehr in den Kandlen oder der Trennkammer befanden, da diese den Fluss der Probe
oder des Puffers beeinflussen konnten. Befanden sich Luftblasen in den Seitenkanalen
und wurde eine Spannung angelegt, so erwarmten sich die Luftblasen, dehnten sich
aus und gelangten so in die Trennkammer. Da der elektrische Widerstand der
Luftblasen deutlich hoher war als der Widerstand der Fliissigkeiten, veranderte sich
dadurch auch das elektrische Feld in der Trennkammer, was zu einem

Zusammenbrechen der Trennung flihren konnte.

Um einen WFFE-Chip frei von Luftblasen befiillen zu kénnen, bedurfte es eines
speziellen Aufbaus. Nur durch das aktive Pumpen von Flissigkeit durch den Chip
lieBen sich nicht alle Luftblasen aus dem Chip entfernen. Besonders in den flachen
Seitenkandlen oder im Bereich mit geringeren Stromungsgeschwindigkeiten konnten
sich Luftblasen befinden, die so nicht zu entfernen waren. Auch das Chipmaterial
spielte eine Rolle. Wahrend die Glasoberflache hydrophil war und damit das Entfernen
von Luftblasen aus dem Chip erleichterte, war die PDMS-Oberflache hydrophob und
erschwerte somit das Beflllen der PDMS-Chips. Zum erstmaligen Befiillen der Chips
wurde deshalb ein Exsikkator verwendet. In diesen wurden die Chips plaziert und alle
Chipoffnungen (Eingdange, Ausgdnge, Seitenreservoire) wurden mit Flissigkeit gefiillt,
beziehungsweise alle angeschlossenen Schldauche in ein mit Flissigkeit geflilltes Glas
gesteckt. Als Flussigkeit konnte sowohl deionisiertes Wasser als auch die jeweilige
Pufferlosung verwendet werden. Danach wurde der Exsikkator verschlossen und
evakuiert. Beim Beliiften des Exsikkators wurde dann die Flissigkeit, die die
Chipoffnungen bedeckte, in den Chip gedriickt und fillte die Strukturen. Falls sich
noch immer Luftblasen im Chip befanden, wurde der Vorgang noch einmal
wiederholt. Danach war der Chip luftblasenfrei und konnte in Betrieb genommen

werden.
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3.3.3 Betrieb der ersten pFFE-Chipgeneration

Wie bereits in Abschnitt 3.1.1 erwdhnt, wurde die Flissigkeitsbewegung in den Chips
der ersten Generation durch einen Unterdruck am Ausgang erzeugt. Dazu wurde eine
Spritzenpumpe an den Ausgang angeschlossen und die gewinschte Flussrate
eingestellt. Der Kolben der Spritze bewegte sich dann aus der Spritze heraus und
erzeugte so einen Unterduck im System, welcher die Fllssigkeiten aus den Reservoirs
in den Chip sog. Damit der ganze Chip mit nur einer Spritze betrieben werden konnte,
wurden alle 64 Ausgangskandle in einen groBen Ausgangskanal zusammengefiihrt
(Abbildung 3.1a). So konnte man durch Anderung der Spritzenparameter direkt die
Flussrate im Chip beeinflussen. Dadurch war ein sehr simpler experimenteller Aufbau
realisierbar. Allerdings musste darauf geachtet werden, dass die Flssigkeitsreservoire
des Chips nicht leergesaugt wurden, da ansonsten Luft in den Chip gelangen konnte.
Die Chips der ersten Generation besal3en auch einige Nachteile im Betrieb, die dann
zur Entwicklung der zweiten Chipgeneration flihrten. Ein sich nachteilig auswirkender
Effekt beim Betrieb der ersten Chipgeneration war das hydrodynamische Fokussieren.
Da durch den Unterdruck in der Kammer die Flussigkeit aus den Seitenreservoiren
durch die Seitenkanale in die Trennkammer stromte, wurde dadurch der Probenstrom
in der Trennkammer zusammengeschoben. Dieses Fokussieren ist in Abbildung 3.37
sowohl an einem Farbstoffstrom in der Trennkammer als auch an den Strdomungslinien
einer Simulation (Abbildung 3.37b) erkennbar. In Abbildung 3.37a erkennt man, dass
der Fluoreszenzfarbstoffstrom beim DurchflieBen der Kammer schmaler wird und
auch die Intensitat des Farbstoffes nachlasst. Die Fliissigkeit aus den Seitenreservoiren
driickt nicht nur den Probenstrom zusammen. Durch den zusatzlichen Einfluss an
Flissigkeit wird die Probe beim DurchflieBen der Trennkammer auch zusatzlich
verdinnt, was zur abnehmenden Fluoreszenzintensitat flihrt. Der Effekt des
hydrodynamischen Fokussierens ist auch sehr deutlich an den Strémungslinien in
Abbildung 3.37b zu erkennen. Die Linien laufen nicht senkrecht durch die
Trennkammer sondern sind in Richtung Kammermitte abgelenkt. Aullerdem erkennt
man, dass die Geschwindigkeit der Flissigkeit in der Trennkammer zunimmt, je naher

sie dem Kammerausgang kommt.



Chipbetrieb 83

2

18
16
- 14
1.2
1

oe
0.6
0.4
0.2

Flussrichtung

0
Velocity [mm/s]

1

Pumpe

Abbildung 3.37: Auswirkungen der hydrodynamischen Fokussierung. a) zeigt einen Farbstoffstrom
in der Kammer. Die Breite des Stroms und die Helligkeit des Farbstoffes reduzieren sich auf dem Weg
durch die Kammer. b) zeigt die simulierten Stromungslinien in der Trennkammer eines Chips der ersten
Generation.

Ein weiterer Nachteil der ersten Chipgeneration ergab sich durch das Anlegen des
Unterdrucks am Chipausgang. Durch das Zusammenfiihren aller Ausgangskanale zu
einem einzigen Ausgangkanal wurden die in der Trennkammer getrennten Anaylte
beziehungsweise Komponenten wieder vermischt. AuBerdem war der Ausgang durch
die Spritze blockiert, die den Unterduck im Chip erzeugte. Damit die Ausgange nicht
blockiert wurde, musste der Chip, anstatt mit Unterdruck, mit Uberdruck betrieben
werden, das heif3t die Probe und die Pufferlosungen mussten an den Eingdangen in den
Chip gepumpt werden. Allerdings war dies mit der ersten Chipgeneration nicht
maoglich. Simulationen und Experimente haben gezeigt, dass ein Teil der Flissigkeit
nicht durch die Ausgangskanale, sondern durch die Seitenkandle die Trennkammer
verlasst. Abbildung 3.38 zeigt die Simulationsergebnisse fiir den Fall, dass die
Flissigkeit am Chipeingang mit einer Flussrate von 5 pl/min in den Chip gepumpt
wird. Die Stromungslinien verlaufen auch hier nicht senkrecht durch die

Trennkammer. Sie werden von der Kammermitte nach aul3en abgelenkt.
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Abbildung 3.38: Ergebnis einer Simulation, bei der die Fllssigkeit durch Pumpen am Chipeingang
durch den Chip transportiert wurde. Ein Teil der Flissigkeit verlasst die Trennkammer durch die
Seitenkanale.

Das hat nicht nur zufolge, dass die Flissigkeit die Trennkammer durch die
Seitenkandle verlasst, auch eine Verbreiterung des Probenstroms wird dadurch
hervorgerufen. Experimente haben aber gezeigt, dass der Probenstrom den
Kammerausgang nicht erreicht. Er wird etwa auf Hohe der Kammermitte in die
Seitenkandle gedriickt. In Abbildung 3.38 erkennt man auch, dass die
Flussgeschwindigkeit am Kammereingang am hochsten ist und dann kontinuierlich

abnimmt.

Um die beschrieben Probleme zu |6sen, wurde die zweite Chipgeneration entwickelt.
Durch flache Seitenkandle mit einem hohen hydrodynamischen Widerstand sollte
sowohl der Effekt der hydrodynamischen Fokussierung vermieden als auch der

druckbetriebene Chipbetrieb ermdglicht werden.

3.3.4 Betrieb der zweiten pFFE-Chipgeneration
Der Betrieb der zweiten Chipgeneration war im Vergleich zur ersten Chipgeneration
komplexer, da nun mit flnf Spritzenpumpen anstatt mit einer gearbeitet wurde. Jede
dieser flinf Pumpen versorgte einen der fiinf Chipeingdange. An den Ausgangen wurde

Uber das Ausgangsinterface die Flissigkeit aus jedem Ausgangskanal separat nach
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auBBen geflihrt. Wie bereits in Abschnitt 3.1.2 gezeigt, waren die 67 Kammer-
eingangskanale auf finf Chipeingdange verteilt. Dabei gab es drei Chipeingange, die
jeweils nur einen Kammereingangskanal versorgen, und zwei Chipeingdange, die
jeweils auf 32 Kammereingange aufgeteilt wurden. Daraus resultierten
unterschiedliche Flussraten fiir die einzelnen Pumpen, was eine kontinuierliche
Kontrolle der Pumpenparameter notig machte, um einen stabilen Fluss in der
Trennkammer zu erzeugen. Allerdings ermdglichte die Verwendung von mehreren
Pumpen auch das hydrodynamische ,Verschieben” des Probenstromes in der Kammer.
Dazu wurde die Flussrate der Eingange auf einer Kammerseite erhoht, wahrend die
Flussrate der Eingange auf der anderen Kammerseite verringert wurde. Aufgrund des
groBeren Volumenstroms auf der Kammerseite mit der hohen Flussrate wurde der
Probenstrom in Richtung der Kammerseite mit dem geringeren Volumenstrom
verschoben. So lieen sich getrennte Probenstrome gezielt auf einen Ausgangskanal
lenken. Im Vergleich zu den Chips der ersten Chipgeneration war auch keine
Verbreiterung oder Verdiinnung des Probenstroms in der Trennkammer zu erkennen.

Abbildung 3.39a zeigt einen Farbstoffstrom in einem Chip der zweiten Generation.
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Abbildung 3.39: Stromungsverlauf und Strdmungslinien in einem pFFE-Chip der zweiten
Generation. In a) ist keine Verbreiterung oder Verdiinnung des Probenstroms erkennbar. Die simulierten
Stromungslinien in b) verlaufen abgesehen vom Eingangs- und Ausgangsbereich nahezu senkrecht
durch die Trennkammer, dazu ist die Stromungsgeschwindigkeit in der Kammer stabil.
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Die Grenzflache des Probenstroms verlauft fast senkrecht durch die Kammer, eine
Verbreiterung oder Verdliinnung des Probenstroms ist nicht erkennbar. Die Simulation
zeigt vergleichbare Ergebnisse. Die Stromungslinien in Abbildung 3.39b verlaufen
senkrecht durch die Trennkammer. Nur im Eingangs- und Ausgangsbereich erfolgt
eine Ablenkung. Im Eingangsbereich der Trennkammer wird die Ablenkung durch die
Flissigkeit, welche durch die Einzelkanaleinldasse in die Trennkammer einstrémt,
verursacht. Die Kandle wirken wie Dusen und verdrangen die Flussigkeit der
benachbarten Eingangskanale. Im Ausgangsbereich der Kammer verursacht die
Anordnung der Ausgangskanale die Ablenkung der Stromungslinien. Zum einen sind
nur neun Ausgangskandle vorhanden, so dass die Flissigkeit von der senkrechten
Bahn durch die Trennkammer abweichen muss, um durch einen Ausgangskanal die
Kammer verlassen zu koénnen. Zum anderen sind die Ausgangskandle nicht
gleichmallig Uber die Kammerbreite verteilt, was ebenfalls zu einer
Strémungsablenkung flihrt. Insgesamt zeigte sich, dass die Probleme der
hydrodynamischen Fokussierung und der Probenverdiinnung mit der Entwicklung der

zweiten Chipgeneration gel6st werden konnten.

Ein weiteres Problem der ersten Chipgeneration, das Blockieren des Chipausgangs,
konnte durch den druckbetriebenen Flissigkeitstransport bei den Chips der zweiten
Generation ebenfalls gelost werden. In Kombination mit dem Ausgangsinterface war
es nun moglich, die im Chip getrennten Proben getrennt voneinander aus dem Chip

zu fuhren und weiter zu verwenden.

Konsequenzen der Zwei-Tiefen Technik

Mit der Herstellung von zwei verschiedenen Strukturtiefen in einem Chipsubstrat war
es moglich, den hydrodynamischen Widerstand der Seitenkandle deutlich zu erhéhen
und so einen ungewollten Flussigkeitsverlust durch die Seitenkandle zu verhindern. Im
vorher beschriebenen Herstellungsprozess war die Trennkammer etwa 11-mal tiefer
als die Seitenkandle. Um die Veranderung des hydrodynamischen Widerstandes
zwischen einem 17 um tiefen Seitenkanal der ersten Chipgeneration und einem 1,5
pum tiefen Seitenkanal der zweiten Chipgeneration ndaherungsweise zu bestimmen,

kann man die Hagen-Poiseuille-Gleichung fiir rechteckige Kanale verwenden [105]:
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33

. K - min (b, ty)3 - max (b, tg) Ay
12nl

V steht dabei fir den Volumenstrom durch den Kanal, by ist die Breite, ty die Tiefe des
Kanals, n bezeichnet die dynamische Viskositat der stromenden Flissigkeit, [ ist die
Lange des Kanals und 4p ist die Druckdifferenz zwischen Eingang und Ausgang des
Kanals. Der Term min (bg, tx) liefert als Ergebnis den kleineren der beiden Parameter
bg und tg, der Term max (b, ty) hat als Ergebnis den groeren Parameter. Der Faktor
K ist durch

o1 192 min (b ty) 7 max (by, ty)
K=1—Z h[z — )oK 34
] (2n —1) m> max (bg, ty) tanh|(2n = 1) 2 min (bg, ty) 3
n=

gegeben. Bei Berechnung der ersten Ndherung von K betrdgt die maximale
Abweichung vom exakten Wert 0,67%, in dritter Naherung betragt die Abweichung
nur noch 0,01% [105].

Nach Gleichung 3.3 war der hydrodynamische Widerstand eines Seitenkanals der
zweiten Generation (Kanaltiefe: 1,5 um, Breite nach Atzen: 13 ym, Ldnge: 1,2 cm) etwa
4605-mal groB3er als der hydrodynamische Widerstand eines Seitenkanals der ersten
Chipgeneration (Kanaltiefe: 17 um, Breite nach Atzen: 44 um, Linge: 1,2 cm).
Abbildung 3.40 zeigt den errechneten Verlauf des Widerstandverhaltnisses zwischen

diesen beiden Seitenkanalvarianten.
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Abbildung 3.40: Verhdltnis des hydrodynamischen Widerstandes zwischen einem flachen
Seitenkanal der zweite Chipgeneration und einem 17 um tiefen Seitenkanal der ersten Generation.
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Ein mehr als 4000-fach hoherer Flusswiderstand im Vergleich zur ersten
Chipgeneration reichte wie gesehen aus, um einen tUberdruckbetriebenen Chipbetrieb

zu ermdglichen.

Durch die Verringerung der Seitenkanaltiefe erhdhte sich aber auch der elektrische
Widerstand der Seitenkanale. Der elektrische Widerstand R bestimmt sich nach dem

Ohmschen Gesetz:

U
Rz 2 35
I

Dabei bezeichnet U die elektrische Spannung und I die elektrische Stromstarke. Der
elektrische Widerstand kann aber auch durch den Querschnitt A eines Leiters, seiner

Lange [ und dem spezifischen Widerstand p berechnet werden:

l
R= p— 3.6
Pa
Da der exakte spezifische Widerstand der verwendeten Pufferlésungen nicht bekannt
war, aber bei beiden Chipgenerationen die gleichen Lésungen verwendet wurden,

lasst sich Gleichung 3.6 vereinfacht schreiben als

l
R~ 1 3.7
Die Lange der Seitenkandle war unabhdngig von der Chipgeneration, sie betrugt
immer 1,2 cm. Die Kanalbreite nach dem Atzen war durch das isotrope Atzen direkt
von der Atztiefe abhangig. Somit waren auch die elektrischen Seitenkanalwiderstiande
direkt von der Strukturtiefe abhangig. Abbildung 3.41 zeigt den Verlauf des
elektrischen Widerstand eines Seitenkanals in Abhangigkeit von der Kanaltiefe nach
Gleichung 3.7. Die Werte konnen fir Glaschips allerdings nur als Nahrungen
angesehen werden, da die Kandle im Glas keinen eckigen Querschnitt, sondern einen
halbrunden Querschnitt besallen (siehe Abbildung 3.22). Aufgrund dessen ist der
eigentliche Querschnitt noch kleiner, was zu einem noch hoéheren elektrischen
Wiederstand fuhrt. Damit nun die elektrische Feldstarke innerhalb der Trennkammer
die gleichen Werte wie bei den Chips der ersten Generation erreichen konnte, musste

eine deutlich hohere Spannung an die zweite Chipgeneration angelegt werden.
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Abbildung 3.41: Abhdngigkeit des elektrischen Widerstandes von der Tiefe des Kanals. Zur
Vereinfachung wurde mit einem rechteckigen Kanalquerschnitt gerechnet.

Fur eine Analytablenkung mussten an die Chips der ersten Generation Spannungen im
Bereich von mehreren hundert Volt (200 V bis 400 V) angelegt werden. Bei den Chips
der zweiten Generation waren es Spannungen im Bereich von mehreren Kilovolt
(2 kV bis 4 kV). Grund hierfir war der hohe Spannungsabfall in den flachen

Seitenkanalen aufgrund des hohen elektrischen Widerstandes.

Die geringe Kanaltiefe flihrte auch zu einer starkeren Erwarmung der Seitenkandle. Ein
elektrischer Leiter erwdarmt sich umso mehr, je groBer die Stromdichte in dem Leiter

ist. Die Stromdichte ] ist gegeben durch
J=- 3.8
I beschreibt die angelegte Stromstarke und A den Querschnitt des Leiters. Im Falle der

Seitenkanéle kann die Stromdichte auch durch

I
] = 3.9
tK(ZtK + bMaske)

angegeben werden. Dabei steht ty fir die Tiefe des Seitenkanals und 2tx + byqske fur

die Seitenkanalbreite. Die Seitenkanalbreite ist die Summe aus der Grundkanalbreite
byaskeund der atzbedingten Kanalverbreiterung. Die Kanalverbreiterung ist Folge des
isotrope Atzen und entspricht der doppelten Atztiefe 2t,. Die Grundkanalbreite ist die
Kanalbreite auf der Photomaske und betragt konstant 10 um. Anhand von Gleichung
3.9 erkennt man, dass die Stromdichte bei geringerer Kanaltiefe steigt. Eine groBere

Stromdichte bewirkt eine starkere Warmeerzeugung im Seitenkanal.
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Die Messung dieser Erwarmung ist allerdings sehr komplex und war in dieser Arbeit
nicht mehr moglich. Eine Temperaturmessung mit temperaturabhangigen Farbstoffen
direkt im Chip ist nicht mdglich. Sobald die Spannung angelegt wird, bewegen sich
die geladenen Farbstoffe im elektrischen Feld. Selbst ungeladene Farbstoffe wiirden
durch den elektroosmotischen Fluss in Bewegung versetzt werden. Eine externe, an
der Chipoberflache durchgefiihrte Messung ist ebenfalls schwierig, da die Warme-

verteilung im Chipmaterial zu Messfehlern fihren kann.

Um eine erste Ubersicht (ber die entstehende Temperaturverteilung in der
Trennkammer zu bekommen, wurde eine Simulation erstellt. Die Simulation wurde bei
einer Gesamtflussrate von 10 pl/min durchgefiihrt. Fir jeden Seitenkanal wurde eine
Wadrmeerzeugung von 8,03x108 J/s festgelegt. Dieser Wert wurde fiir einen 1,5 pm
tiefen, 1,2 cm langen und 13 um breiten Seitenkanal berechnet, der mit reinem Wasser
(p=18,2 MQcm) gefiillt war. Fir die Berechnung wurde eine Spannung von 3 kV
angenommen. Die Simulation hat gezeigt, dass sich in so einem Fall in den

Randbereichen der Trennkammer ein Temperaturgradient ausbildet (Abbildung 3.42).
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Abbildung 3.42: Simulation eines Chips mit 1,5 um tiefen Seitenkandlen. Bedingt durch die
Warmeerzeugung in den Seitenkanalen entstehen Temperaturgradienten an den Kammerseiten.

Besitzt der verwendete Puffer eine temperaturabhangige Leitfahigkeit, kann dies in
den Kammerrandbereichen zu einer Veranderung der elektrischen Feldstarke, und

somit zu einer Beeinflussung der Trennung flihren.
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4 Temperature Gradient Focusing in pFFE-Chips

Temperature Gradient Focusing (TGF) ist eine aus der Kapillarelektrophorese (CE)
bekannte Methode zum Trennen und Fokussieren von Analyten [57, 106, 107], die
auch schon in Mikrokandlen angewendet wurde [108-110]. Im folgenden Kapitel wird
die Anwendung des Temperature Gradient Focusing mit der miniaturisierten Free-
Flow Elektrophorese beschrieben. Einige der in diesem Kapitel genannten Ergebnisse

wurden in einem Artikel in der Fachzeitschrift ,Electrophoresis” veroffentlicht [39].

4.1 Temperature Gradient Focusing - Einleitung und Theorie

Die Trennung und Anreicherung von organischen Substanzen ist heutzutage ein
wichtiger Prozessschritt, sowohl in der Forschung als auch in der Produktion im Life-
Science Sektor. So kdnnen zum Beispiel Proteine eines Proteingemisches aufgetrennt
und anschlieBend angereichert werden, um fir weitere Analysen hohere
Konzentrationen der einzelnen Proteine zu erreichen. Eine weit verbreitete Methode
zum Trennen und Fokussieren von Proteinen ist das Isoelektrische Fokussieren (IEF)
(siehe Kapitel 2.2.2.2).

In der klassischen isoelektrischen Fokussierung erfolgt die Trennung normalerweise in
einem Polyacrylamid-[111, 112] oder einem Agarosegel [113-115]. In diesen Gels
wurde vor dem Start der Trennung ein pH-Gradient immobilisiert [2, 116, 117]. Nach
dem Einbringen der Proteine wird ein elektrisches Feld an das Gel angelegt, so dass
die eingebrachten Proteine zu wandern beginnen. Nachteile der klassischen
Gelmethode sind die mangelnde Automatisierbarkeit, der hohe Zeitaufwand und die
schlechte Quantifizierbarkeit, da zur Detektion Farbereaktionen [2, 118, 119]
durchgefiihrt werden miissen. Aul3erdem gibt es Probleme bei der Reproduzierbarkeit

der Trennergebnisse.

Um die oben genannten Nachteile der klassischen IEF zu tGberwinden, wurde das IEF
auf die Kapillarelektrophorese (CE) libertragen. Die daraus resultierende Methode wird

CE-IEF genannt. Im CE-IEF wird der pH-Gradient in der Kapillare durch eine grofRe
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Anzahl von Ampholyten mit unterschiedlichen isoelektrischen Punkten gebildet [2, 9,
120]. Bei Anlegen einer Spannung an die Kapillare wandern die Ampholyten zu ihren
pl-Werten und bilden so den pH-Gradienten. Bringt man nun ein Proteingemisch in
die Kapillare ein, so fokussieren sich die einzelnen Proteine an ihren pl’s. Ahnlich wie
beim klassischen IEF besitzt auch das CE-IEF einige Nachteile. Die Kapillar-
elektrophorese ist eine diskontinuierliche Methode. Mo&chte man groRere
Probenmengen trennen, bedarf es mehrerer Durchlaufe. Ein weiteres Problem gibt es
bei der Detektion der getrennten Proteine. Da sich die Proteine an ihrem pl irgendwo
in der Kapillare fokussieren und sich der Detektor bei der CE meist am Ende der
Kapillare befindet, mlssen die fokussierten Proteine erst noch zum Detektor bewegt
werden. Diese Mobilisierung kann durch verschiedene Arten erfolgen, zum Beispiel
durch Erzeugen eines elektroosmotischen Flusses (EOF), durch Anlegen eines
hydrodynamischen Druckes oder durch nachtrdgliche Veranderung des pH-

Gradienten, was zu einer erneuten Wanderung der Proteine in der Kapillare fihrt [2].

Das Free-Flow isoelektrische Fokussieren (FF-IEF) 10st die Probleme des CE-IEF, da es
als kontinuierliche Trennmethode die Trennung groBBer Probenmengen erlaubt und

auch der Transport der getrennten Proteine zum Detektor kein Problem darstellt.

Um allerdings die genannten IEF-Varianten (Gel-IEF, CE-IEF, FF-IEF) anwenden zu
kdnnen, mussen die Proteine bestimmte Voraussetzungen erfiillen. Zum einen
mussen sie einen isoelektrischen Punkt besitzen, damit es einen Punkt im pH-
Gradienten gibt, an dem die Wanderung der Proteine im elektrischen Feld stoppt.
Zum anderen missen die Proteine an ihrem isoelektrischen Punkt eine geniigend
hohe Loslichkeit besitzen. Die Loslichkeit eines Proteins wird aber sehr stark durch den
pH-Wert der Umgebung beeinflusst und ist am isoelektrischen Punkt des Proteins am
niedrigsten [57, 121]. Somit ist der Anwendungsbereich der isoelektrischen

Fokussierung sehr begrenzt.

Um diese Einschrankungen zu tiberwinden, entwickelten Ross und Locascio 2002 das
Temperature Gradient Focusing (TGF) fir die CE [57]. Das TGF erlaubt die Trennung
und Fokussierung von geladenen Analyten, unabhangig von ihrem isoelektrischen
Punkt. Dabei erfolgt die Fokussierung des Analyten an dem Punkt im System, wo sich
seine elektrophoretische Geschwindigkeit und der elektroosmotische Fluss

gegeneinander aufheben. An diesem Punkt betrdgt die Gesamtgeschwindigkeit des



Temperature Gradient Focusing — Einleitung und Theorie 93

Analyten null. Die Mechanismen und Vorgdange wadhrend des TGF lassen sich am
einfachsten am Beispiel eines Mikrokanals verdeutlichen. In Abbildung 4.1 sieht man
einen puffergefiillten Mikrokanal mit Elektroden an beiden Enden. Der Kanal wird auf
der einen Seite geheizt und auf der anderen Seite gekihlt, so dass ein
Temperaturgradient in der Flussigkeit im Mikrokanal entsteht, hier durch den

Farbverlauf angedeutet.

HV
Mikrokanal

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung eines Temperaturgradienten in einem Mikrokanal.

Die Geschwindigkeit eines Analyten in diesem Mikrokanal ergibt sich aus der Summe
seiner elektrophoretischen Geschwindigkeit vep und der elektroosmotischen

Geschwindigkeit veor:

Vtotal = VEP + VEOF 4.1

Die elektrophoretische Geschwindigkeit eines Analyten im Mikrokanal wird durch das
Produkt des elektrischen Feldes E und der elektrophoretischen Mobilitat pep des

Analyten beschrieben:

VEp = EuEp 4.2
Das elektrische Feld im Mikrokanal kann durch

U IR I 1 I 1
STTTTUAT A T4 +3
berechnet werden, wobei I den elektrischen Strom, A den Kanalquerschnitt und ¢ die
Leitfahigkeit des Puffers bezeichnet.

Um nun eine Fokussierung zu erzielen, darf die elektrophoretische Geschwindigkeit
Uber den gesamten Mikrokanal nicht konstant sein, sondern es muss ein
Geschwindigkeitsgradient im Mikrokanal vorliegen. Wenn das der Fall ist, kann die zur
elektrophoretischen  Geschwindigkeit entgegen gerichtete elektroosmotische

Geschwindigkeit so eingestellt werden, dass die Gesamtgeschwindigkeit an einer
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Stelle im Kanal null ist. An dieser Stelle wird der Analyt fokussiert. Aus Gleichung 4.3
ergibt sich, dass sich durch eine veranderbare Leitfahigkeit der Gradient der
elektrophoretischen Geschwindigkeit erzeugen lasst. Aus diesem Grund wird beim
TGF ein Puffer mit einer temperaturabhangigen Leitfahigkeit benutzt. In Abbildung 4.2
wird schematisch das Prinzip des TGF dargestellt. Abbildung 4.2a zeigt den

Temperaturverlauf im Mikrokanal nachdem die Temperatur angelegt worden ist.
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Abbildung 4.2: TGF in einem Mikrokanal (Schematische Darstellung). a) zeigt den Temperatur-

verlauf im Kanal. b) Aufgrund der temperaturabhidngigen Leitfahigkeit des Puffers ist auch das
elektrische Feld temperaturabhdngig. c) Der elektroosmotische Fluss kann nun so eingestellt werden,
dass sich an einer Stelle im Kanal die elektrophoretische Geschwindigkeit und die entgegen gesetzt
wirkende elektroosmotische Geschwindigkeit aufheben. An dieser Stelle wird der Analyt fokussiert.

Im Folgenden wird der Strom als konstant angesehen, da der Stromfluss durch den
Kanal an jeder Stelle gleich ist. Der Spannungsabfall und das elektrische Feld in einem
Teilbereich des Mikrokanals hingegen sind abhdngig von der jeweiligen Temperatur

des Bereiches und damit nicht konstant Gber die Kanalldnge.

In Abbildung 4.2b erkennt man die temperaturabhdngige Leitfahigkeit o des Puffers.
Mit steigender Temperatur steigt auch die Leitfahigkeit. In den meisten Fallen ist eine
Veranderung der Pufferviskositat durch eine Temperaturveranderung der Hauptgrund
fur die temperaturabhangige Leitfahigkeitsanderung eines Puffers. Diese temperatur-

abhangige Leitfahigkeitsanderung kann durch

(20)00
= ST 4
beschrieben werden [57]. Dabei ist T die Temperatur, oo die Leitfahigkeit des Puffers
bei T=20 °C, n(T) die temperaturabhdngige Viskositat, und die Funktion f(T) bildet
alle anderen temperaturabhangigen Vorgange (zum Beispiel Vorgange, die durch eine
temperaturabhdngige lonenstarke hervorgerufen werden) ab. Die Funktion f(T) ist

auf f(20) = 1 normalisiert.
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Nach Gleichung 4.3 ist damit auch das elektrische Feld E temperaturabhdangig
(Abbildung 4.2b). Mit steigender Temperatur wird das elektrische Feld schwacher. Das
temperaturabhangige elektrische Feld Iasst sich nun, unter Verwendung von 4.3 und
4.4, folgendermal3en berechnen:

o IFM _ W

- = 45
Aoon(20) TEL))

Da die elektrophoretische Mobilitdt ebenfalls, ahnlich wie die Leitfahigkeit, tGber die

Viskositat temperaturabhangig ist, lasst sich die Mobilitat, analog zu 4.4, schreiben als

20)uo
_ n(20)uOp 46

M T fer(D)
wobei pp flir die elektrophoretische Mobilitat bei T = 20 °C steht und die Funktion

fer(T) wiederum Temperaturabhangigkeiten der elektrophoretischen Mobilitat

beschreibt, die nicht auf Anderungen der Viskositat zuriickzufiihren sind (frp(20) = 1).

Unter Verwendung von 4.5 und 4.6 lasst sich die elektrophoretische Geschwindigkeit
vee dann schreiben als:

f(T)

fer(T)

Aus Gleichung 4.7 geht hervor, das die temperaturabhdngige elektrophoretische
Geschwindigkeit nur von f(T) und fep(T) abhangig ist. Haben f(T) und fep(T) die

gleiche Temperaturabhdngigkeit oder sind beide konstant, dann ist vgp nicht

Vep = EopOkp 4.7

temperaturabhangig. Der angelegte Temperaturgradient wird zwar aufgrund von
Viskositatsanderungen einen Gradienten im elektrischen Feld erzeugen (siehe
Gleichung 4.5), dieser Feldgradient erzeugt aber keinen Geschwindigkeitsgradienten
im Kanal. Haben f(T) und fep(T) verschiedene Temperaturabhangigkeiten, so wird
der Temperaturgradient einen Gradienten in der elektrophoretischen Geschwindigkeit

erzeugen (Abbildung 4.3¢).

Der zur elektrophoretischen Geschwindigkeit entgegen gesetzt wirkende
elektroosmotische Fluss (EOF) hingegen ist konstant Gber den ganzen Mikrokanal. Der
EOF kann nun so eingestellt werden, dass sich die elektroosmotische Geschwindigkeit

veor und die elektrophoretische Geschwindigkeit vep aufheben (siehe Gleichung 4.1).



96 Temperature Gradient Focusing in pFFE-Chips

An dieser Stelle betragt die Gesamtgeschwindigkeit des Analyten null und er wird dort
fokussiert (Abbildung 4.3¢).

Grundlegende Vorrausetzung flir das Temperature Gradient Focusing ist somit ein
Puffer mit einer temperaturabhangigen elektrischen Leitfahigkeit. Im Free-Flow-TGF-
System wird der Temperaturgradient dann senkrecht zur Flussrichtung, parallel zum
elektrischen Feld, an die Trennkammer beziehungsweise an den Chip angelegt
(Abbildung 4.3). Durch das Anlegen des elektrischen Feldes entsteht eine
elektrophoretische Bewegung der Analyte. Da sich, wie oben beschrieben, durch den
Temperaturgradienten ein Leitfahigkeitsgradient im Puffer und damit ein Gradient im
elektrischen Feld bildet, wird die elektrophoretische Bewegung zu einer Seite hin

schwacher, da hier die Leitfahigkeit des Puffers hoher ist.

Puffer + Probe

[VVVVVVVVVVVVVVVVVVV

Ui

Abbildung 4.3: Schematische Darstellung des Free-Flow Elektrophoretischen Temperature
Gradient Focusing.

Da aber der elektroosmotische Fluss lGber die ganze Kammerbreite, unabhdngig von
der Temperatur, gleich groB ist, gibt es eine Stelle, an der sich die elektrophoretische
Bewegung in die eine und der elektroosmotische Fluss in die andere Richtung
gegenseitig aufheben. Dort wird der Analyt fokussiert und durch den

hydrodynamischen Fluss aus der Kammer beférdert.
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4.2 Experimenteller Aufbau - Temperature Gradient Focusing

Um das TGF auf die Free-Flow-Elektrophorese anwenden zu kdnnen, musste der
experimentelle Aufbau modifiziert werden. Neben der Fixierung des Chips und der
Detektion musste im Aufbau natirlich auch die Moglichkeit vorhanden sein, das
System zu heizen beziehungsweise zu kihlen. Um das zu erreichen, wurde ein

spezieller Mikroskopaufsatz entworfen (Abbildung 4.4).

Erdung Elektroleitungen

fur Peltierelemente
Wasseranschluss

Kiuhlwasserkanale
in Kupferplatte

Detektions-
 6ffnung

Peltierelemente

Kupferplatte

Fixierungen

Abbildung 4.4: TGF-Aufsatz. Die linke Skizze zeigt die Kiihlwasserkandle in der Kupferplatte, das
rechte Bild zeigt den kompletten Aufsatz auf dem Mikroskop.

Die Grundplatte des Aufsatzes war aus Kupfer gefertigt. Kupfer besitzt eine sehr hohe
Temperaturleitfahigkeit und ermdoglicht damit eine effiziente Temperierung des
Aufsatzes. Um in der spateren Anwendung den Chip heizen beziehungsweise kiihlen
zu konnen, wurden in die Kupferplatte zwei Peltierelemente integriert. Diese sal3en in
einer Versenkung in der Mitte. Die Oberseite der Peltierelemente schloss mit dem Rest
der Platte biindig ab, so dass der Chip im spateren Betrieb sowohl auf dem Kupfer als
auch auf den Peltierelementen lag. Durch den direkten Kontakt zwischen
Temperaturelementen und Chip war ein effizienter Warmetransfer gewahrleistet. Die
Ansteuerung und Stromversorgung der Peltierelemente erfolgte liber zwei Leitungen
an der Rilckseite des TGF-Aufsatzes. Zur Steuerung der Peltiers wurden zwei
Temperaturcontroller verwendet. Die Peltierelemente besalen einen Abstand von

4,5 mm. Dazwischen war eine Offnung in die Kupferplatte gebohrt worden, um eine
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Detektionsoffnung zu schaffen. Die Trennkammer des Chips lag wahrend des
Experiments genau zwischen den beiden Peltierelementen. Der freie optische Weg auf
die Trennkammer erlaubte mit Hilfe des Mikroskops sowohl eine optische Inspektion
als auch eine optische Detektion. Der TGF-Aufsatz wurde durch einen externen
Thermostaten mittels Wasser gekiihlt. Dazu wurden in die Kupferplatte Kandle
gebohrt. Diese Kanadle laufen auBen um die Versenkung (Abbildung 4.4a) herum. Die
offenen Enden der Kandle wurden durch Schrauben verschlossen, so dass ein
geschlossenes System entstand. Der Thermostat pumpte das Wasser durch einen der
Wasserschlauche in die Kupferplatte, dort kiihlte das Wasser den Kupferblock, und
durch den anderen Schlauch wurde das Wasser zurlick in den Thermostaten geleitet.
Um den Chip auf dem TGF-Aufsatz fixieren zu konnen, wurde ein Klemmsystem
benutzt. Im vorderen Teil der Platte wurden Locher in das Kupfer gebohrt. In diese
Lécher konnten nun Klemmen gesteckt werden (siehe Bild in Abbildung 4.4), welche

den Chip auf den TGF-Aufsatz driickten und ihn so gegen Verrutschen fixierten.

Der oben beschriebene TGF-Aufsatz befand sich in der Verfahreinheit des Mikroskops
und war dort durch Klemmen fixiert. Abbildung 4.5 zeigt den Mikroskopaufbau, der fiir
die Temperature-Gradient-Focusing-Experimente verwendet wurde. Fir die
Experimente wurde ein inverses DMIL Mikroskop der Firma Leica verwendet. Eine
Quecksilberdampflampe (Leistung 50W), ebenfalls von Leica, wurde als Lichtquelle fir
die optische Detektion verwendet. Fir Fluoreszenzuntersuchungen wurden
Filterwrfel verwendet, um die richtige Anregungs- und Emissonswellenlange fiir die
jeweiligen Proben einzustellen. Dabei wurde durch einen Bandpassfilter die
Anregungswellenlange fiir die Probe festgelegt (Abbildung 4.5, blaue Linie). Das so
gefilterte Licht wurde auf einen dichromatischen Spiegel abgelenkt und durch ein
Objektiv auf die Probe fokussiert. Das dort angeregte Fluoreszenzlicht traf nach
Durchqueren des Objektivs wieder auf den dichromatischen Spiegel. Da es aber
langwelliger als das Anregungslicht war, wurde es dort nicht abgelenkt, sondern
passierte den Spiegel und gelangte dann anschlieend in den Detektor (Abbildung

4.5, grine Linie).
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Pumpensystem

“Filterwiirfel

Abbildung 4.5: Experimenteller TGF-Aufbau inklusive der optischen Wege im System.

Das computergesteuerte Pumpensystem (neMESYS, cetoni, KorbuBen), das zum
Betrieb der Mikrofluidikchips benutzt wurde, ist ebenfalls in Abbildung 4.5 zu sehen.
Die Pumpen forderten bis zu Flussraten von wenigen Nanolitern pro Minute die
Flussigkeiten pulsastionsfrei, was stabile Flissigkeits-Phasenfronten und stabile
Flussraten erlaubte. Ein weiterer Vorteil war die Erweiterbarkeit des neMESYS-Systems.
Mit einem Pumpencontroller lieBen sich bis zu 32 Pumpenachsen ansteuern. Des
Weiteren erlaubte die Pumpenkontroll-Software einen schnellen Uberblick (iber die
eingestellten Pumpenparameter. Fir die TGF-Experimente wurden, wie in Abbildung
4.5 dargestellt, vier Pumpenachsen verwendet. Da eine Achse mit zwei Spritzen

betrieben wurde, konnten so flinf Chipeingange parallel betrieben werden.

Als Spannungsquelle zur Erzeugung des elektrischen Feldes innerhalb des Chips
wurde ein Gleichstrom-Hochspannungsgenerator der Firma F.u.G. Elektronik

(Rosenheim) verwendet.
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4.3 TGF-Chipdesigns und Materialkombinationen

Im Rahmen der Free-Flow Temperature-Gradient-Focusing (FF-TGF) Experimente
wurden verschiedene Chipdesigns und Materialkombinationen verwendet. In diesem
Unterkapitel wird nur auf die Designs der TGF-Chips und die verwendeten
Materialkombinationen fiur die Chips eingegangen. Fir ndhere Informationen zur
Chipherstellung und zum Bonding sei auf das Kapitel 3 verwiesen. AuBerdem werden

die Simulationsergebnisse der verschiedenen Chipdesigns gezeigt.

4.3.1 Materialkombinationen

In dieser Arbeit wurden drei verschiedene Materialkombinationen zur TGF-
Chipherstellung verwendet. Durch die separate Herstellung der Ober- und Unterseite

eines PFFE-Chips war es kein Problem, Chips aus verschiedenen Materialien zu testen.

Die ersten FF-TGF Chips wurden aus PDMS und Glas hergestellt. Dabei wurden die
Strukturen des Chips in PDMS abgeformt. Das PDMS mit den abgeformten Strukturen
bildet in dem spateren Chip die Oberseite, welche mit den Schlauchanschlissen und
den Reservoirs versehen wurde. Als Unterseite wurde 200 um dickes Glas verwendet.
Durch die Glasplatte wurde ein schneller Termperaturiibertrag auf die Fllssigkeiten im
Chip gewahrleistet. Dies ist besonders beim TGF von Bedeutung, da das Erzeugen
eines Temperaturgradienten im Puffer sehr wichtig ist. Die Materialkombination
PDMS-Glas besal3 einige Vorteile. Zum einen erlaubte die Verwendung von PDMS eine
schnelle und, im Vergleich zur Glasstrukturierung, einfachere Herstellung der
Strukturseite. Zum anderen Ubertrug die dinne Glasplatte als Chipunterseite die
Temperatur schnell auf die Flissigkeit im Chip. Allerdings gab es auch einige
Nachteile. Die Hydrophobizitdat des PDMS erschwerte das erstmalige, luftblasenfreie
Beflillen des PDMS-Glaschips. Des Weiteren konnten sich zum Beispiel Proteine an der
PDMS-Oberflache anlagern und somit zur Trennung nicht mehr zu Verfligung stehen.
Zwar lieBen sich die Anlagerung an der PDMS-Oberflaiche durch Methylzellulose
verhindern, dies erforderte aber einen zusatzlich Spulschritt des Chips. Das Handling
der 200 um dicken Glasplatte war ein weiteres Problem. Zu starker Druck auf den Chip
oder zu hoher Wasserdruck beim Abspllen der Glasplatte wahrend der Herstellung

konnten schon das Brechen der Platte zur Folge haben.
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Um das Handlingproblem in den Griff zu bekommen, wurde versucht, das Dinnglas
als Chipunterseite durch eine dinne PDMS-Schicht zu ersetzen. Da die
Warmeleitfahigkeit von PDMS aber etwa vier Mal niedriger als die von Glas ist (Aepwms:
0,18 W/mK; Acias: 0,8 W/mK) bedeutete das, dass die PDMS-Unterseite nur etwa 50 pm
dick sein durfte, um eine &ahnlich schnelle Warmelibertragung wie bei der
Verwendung von Diinnglas als Unterseitenmaterial zu erreichen. Durch eine spezielle
Rolltechnik war es mdglich, circa 70 um dicke PDMS-Schichten herzustellen und mit
der strukturierten PDMS-Oberseite zu bonden. Allerdings gab es auch bei einem
reinen PDMS-Chip Nachteile. So konnten die oben genannten Probleme der
Anlagerung und Hydophobizitat nicht tberwunden werden. Aufgrund der Flexibilitat
des PDMS bestand die Gefahr des Brechens der Chipunterseite nicht mehr, allerdings
brachte das Verarbeiten einer 70 um dicken PDMS-Schicht auch Probleme (Abreil3en,
Kleben des PDMS an diversen Oberflachen). Auch wolbte sich die PDMS-Unterseite
aufgrund ihrer geringen Dicke, wenn ein hydrodynamischer Druck an den Chip

angelegt wurde.

Als Alternative zu Chips aus PDMS wurde ein reiner Glaschip verwendet. Hierbei
wurden sowohl die Unterseite als auch die Oberseite des Chips aus Glas hergestellt.
Die Herstellung eines solchen Glaschips ist ebenfalls in Kapitel 3 beschrieben. Fiir die
ersten FF-TGF Chips aus Glas wurde Soda-Lime-Glas (Kalknatronglas) benutzt. Dieser
Glastyp ist die am meisten verbreitete Glassorte [122]. Es wird unter anderem zur
Herstellung von Behalterglas und Flachglas verwendet. Aufgrund des hohen
Warmeausdehnungskoeffizienten von a5=9,4x10%/K ist Soda-Lime-Glas sehr
empfindlich gegeniiber Temperaturschwankungen. Das kann zu Spannung im Glas
fuhren, die im Extremfall einen Bruch des Glases verursachen. Dieses wurde in den
ersten Experimenten deutlich. Das Anlegen eines Temperaturgradienten von 70 °C
(Peltierelementtemperaturen: 10 °C und 80 °C) erfolgte noch ohne Probleme. Wollte
man nun die Richtung des Temperaturgradienten umkehren, und erfolgte diese
Kehrung ohne ausreichende Abkiihlzeit fiir das Glas, so zerbrach der Chip. Um diese
Probleme zu vermeiden, wurde alternativen Glassorten verwendet. Diese sollten einen
niedrigeren Temperaturausdehnungskoeffizienten und somit eine geringere
Temperaturempfindlichkeit besitzen. Die Borosilikatglaser D 263 T (ap2s31=7,2x10°/K)
und AF 45 (0ars=4,5x10°/K) von der Firma Schott haben deutlich niedrigere

Temperaturausdehnungskoeffizienten als Soda-Lime-Glas und daher eine hdhere
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thermische Stabilitat. Allerdings erwies sich die Herstellung von pFFE-Chips aus diesen
Glassorten als sehr schwierig, beziehungsweise war mit den zur Verfligung stehenden
Maoglichkeiten nicht realisierbar. Dabei gab es zwei Hauptprobleme: das Nassatzen des
Glases und das Hochtemperaturbonden der Glaser. Das AF 45 liel3 sich trotz diverser
Versuche nur mit extrem geringen Abtragsraten atzen (ca. 0,04 um/min), beim D 263 T
wurden mit ca. 0,4 um/min deutlich hdhere Atzraten erreicht. Das abschlieBende
Hochtemperaturbonden der Glasplatten bereitete allerdings viel mehr Probleme.
Beide Glaser besitzen eine jeweils hohere Glasiibergangstemperatur als das Soda-
Lime-Glas. Dadurch mussten die Bondprogramme des Bondofens neu programmiert
und angepasst werden. Allerdings waren die Bondergebnisse nicht reproduzierbar. Da
die Borosilikatglaser in der Anschaffung auch deutlich teurer als Soda-Lime Glas sind,
wurde von einer aufwendigen und teuren Prozessoptimierung abgesehen und
beschlossen, flir die weiteren FF-TGF-Experimente Soda-Lime-Glas zu verwenden und

auf abrupte Temperaturwechsel zu verzichten.

4.3.2 Chipdesigns und Simulation

In dieser Arbeit wurden verschiedene Chipdesigns aus beiden Chipgenerationen fir
das FF-TGF verwendet. Abbildung 4.6 zeigt das Chipdesign der ersten Chipgeneration,

mit dem die ersten FF-TGF Experimente durchgefiihrt wurden.

In diesem Design gab es nur ein gro3es Probenreservoir, in das die Analytmischung
gefiillt wurde. Durch einen Unterdruck am Ausgang wurde die Probe dann in die
Trennkammer gesaugt. Die Trennkammer besal 64 Kammereingangskandle und
ebenso viele Kammerausgangskanale. Die Seitenkanale links wie rechts besaf3en die
gleiche Lange. Wie man aber in Abbildung 4.6 erkennt, waren nicht an den
kompletten Trennkammerseiten Seitenkandle vorhanden. Auf jeder Kammerseite gab
es zwei Kanalbiindel. Jedes Biindel bestand aus 109 einzelnen Seitenkandlen und
verband ein Seitenreservoir mit der Trennkammer. Durch das Fehlen von
Seitenkandlen im mittleren Kammerteil sollte der Einfluss der hydrodynamischen

Fokussierung beim unterdruckbetriebenen Chip (siehe Kapitel 3) verringert werden.
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Probenreservoir
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A <
Seitenkandle Ausgangskanale
Abbildung 4.6: Erstes TGF Chipdesign. Jedes der vier Seitenreservoirs wurde durch 109

Seitenkanéle mit der Trennkammer verbunden.

Die Trennkammer war 4 mm breit und 12 mm lang, jeder Kammereingangs-,
Kammerausgangs- und Seitenkanal war auf der Photomaske 10 um breit. Dieses
Design fand bei der Herstellung von sowohl PDMS-Glas- wie auch bei reinen Glaschips
Verwendung. Die Lange der Seitenkanale war nicht vorgegeben, sondern abhangig
davon, an welcher Position die Seitenreservoirs in den Chip geschnitten
beziehungsweise gebohrt wurden. Durch Veranderung der Position der
Seitenreservoirs lieBen sich sowohl der hydrodynamische als auch der elektrische
Widerstand der Seitenkanale verandern. Wie bereits in Kapitel 3.1.1 erwahnt, konnte
die Strukturtiefe im Herstellungsprozess eingestellt werden. In der PDMS-
Chipherstellung dnderte man die Strukturhéhe der Vorformen. Bei der
Glaschipherstellung wurde die Atzdauer und damit die Atztiefe variiert. Um nun
herauszufinden, wie sich verschiedene Chipparameter beim Anlegen eines
Temperaturgradienten verandern, wurde ein Chipmodel mit dem oben beschriebenen
Design mit Hilfe des CFD Simulationsprogrammes ,SolidWorks Flow Simulation” (siehe
Kapitel 2.3) simuliert (Abbildung 4.7). Die Simulation beriicksichtigte nur hydro-
dynamische und thermische Effekte, eine Simulation des elektrischen Feldes war nicht

maoglich.
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Abbildung 4.7: Simulationsergebnisse des ersten TGF-Designs: a) Temperaturverlauf in der
Flussigkeit nach Anlegen der Temperatur, b) Geschwindigkeitsprofil im Chip nach Anlegen der
Temperatur. Die Flussrate betrug 5 pl/min, die Seitenkanale waren 1 cm lang.

Flr die Simulation wurde eine Flussrate von 5 pl/min am Chipausgang festgelegt. Das
Eingangsreservoir und die beiden Seitenreservoire wurden auf Umgebungsdruck
festgelegt. Abbildung 4.7a zeigt, dass sich erst nach dem ersten Seitenkanalbiindel ein
stabiler Temperaturgradient in der Trennkammer ausbildet. Abbildung 4.7b zeigt die
verschiedenen Flussgeschwindigkeiten der Fllssigkeit in der Trennkammer. Eigentlich
erwartet man einen stabilen Geschwindigkeitsgradienten in der Kammer. Auf der
heiBen Seite sollte die Flissigkeit aufgrund der warmebedingten, geringeren Dichte
eine hohere Geschwindigkeit als auf der kalten Kammerseite haben. Allerdings flie3t
jeweils auf Hohe der Seitenkanalbiindel Flissigkeit in die Trennkammer. Da die
Geschwindigkeit der einflieBenden Fllssigkeit auf der heiBen Kammerseite hoher ist
als die Geschwindigkeit der einflieBenden Flissigkeit auf der kalten Kammerseite,
verschiebt sich der Flussgeschwindigkeitsgradient. Insgesamt sorgt dies fir einen sich
Uber die Kammerlange verandernden Flussgeschwindigkeitsgradienten. Zusatzlich
fallt auf, dass die Probe nicht gleichmalBig aus dem Eingangsreservoir in die
Trennkammer einflieBt. Am Kammerrand ist die Flussgeschwindigkeit fast null,
wahrend die Flussigkeit aus den mittleren Kammereingangskandlen mit einer sehr

hohen Geschwindigkeit in die Trennkammer gelangt.

Das zweite verwendete Chipdesign (Abbildung 4.8) ahnelte in seiner Struktur sehr
dem oben beschriebenen Chipdesign. Die Anzahl der Seitenkandle pro Biindel, die
Anzahl der Kammereingangs- und Ausgangskandle und auch die Breite der Kandle

waren gleich geblieben. Allerdings gab es zwei wichtige Anderungen.
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Abbildung 4.8: Zweites TGF Chipdesign. Im Vergleich zum ersten Design wurden die Eingange und
die Lange der Seitenkanale verandert.

Zum einen wurde das Eingangsdesign verandert. Anstatt eines grof3en
Probenreservoirs gab es nun drei getrennte Eingangsreservoire. Diese Anordnung
sollte es ermdglichen, einen diinneren Probenstrom in der Trennkammer zu erzeugen.
Damit sollte eine bessere Detektierbarkeit einer Trennung beziehungsweise
Fokussierung ermoglicht werden. Zum anderen wurde die Lange der Seitenkanale
verandert. Die Seitenkandle waren nun nicht mehr alle gleich lang, sondern es gab
zwei verschiedene Seitenkanallangen. Die Seitenkanalbiindel am Eingang der
Trennkammer waren doppelt so lang wie die am Ausgang der Kammer. Die langeren
Seitenkandle hatten einen hoheren hydrodynamischen Widerstand als die kiirzeren
Kanale. Damit sollte die aus den Seitenreservoiren einflieBende Fliissigkeitsmenge am
Kammereingang verringert werden. So sollte die Flussigkeit aus den
Eingangsreservoiren gleichmaBiger in die Kammer gelangen. Au3erdem sollte der
beim FF-TGF immer auftretende Geschwindigkeitsgradient in der Kammer moglichst
lange stabil gehalten werden. Wie bereits im ersten TGF-Design erfolgte der
Flussigkeitstransport im Chip durch Anlegen eines Unterdrucks an den Ausgang. Ein
Chipmodel mit dem in Abbildung 4.8 gezeigten Design wurde ebenfalls simuliert
(Abbildung 4.9). Wiederum sind der Temperaturverlauf (Abbildung 4.9a) und das
Geschwindigkeitsprofil (Abbildung 4.9b) im Chip dargestellt. Man erkennt, dass die
Veranderung der Seitenkanalanordnung das ungleichmaflige EinflieBen der

Flussigkeit am Kammereingang verringert hat.



106 Temperature Gradient Focusing in pFFE-Chips

% 1 Oo C 80°C 12

1.08
0.96
0.84
072
06

048
0.36
0.24
012

10

Fluid Temperature [*C) Velocity [mmis)

Abbildung 4.9: Simulationsergebnisse des zweiten TGF-Design a) Flissigkeitstemperatur b)
Geschwindigkeitsprofil in der Trennkammer. Die Flussrate betrug 5 pl/min, die Seitenkandle waren 1 cm
beziehungsweise 0,5 cm lang.

Auch der Geschwindigkeitsgradient ist stabiler als im ersten Chipdesign. Erst im
Bereich des zweiten Seitenkanalblindels findet eine Zonenverschiebung statt. Beide
oben beschriebenen Chipdesigns besitzen jedoch einen Nachteil. Durch die Spaltung
der Seitenkanadle an jeder Kammerseite in zwei Blindel kann das elektrische Feld sich
nicht mehr gleichmaBlig Uber die Kammer ausbreiten. Im Bereich der
Seitenkanalblindel ist das elektrische Feld starker als zwischen den
Seitenkanalbilindeln. Diese UnregelmaBigkeiten im elektrischen Feld lassen eine
elektrophoretische Fokussierung bzw. Trennung nur direkt am Kammereingang oder
direkt vor dem Kammerausgang zu. Abbildung 4.10 zeigt eine FF-TGF Trennung von

zwei Farbstoffen in einem Chip mit dem in Abbildung 4.6 gezeigten Chipdesign.

Eingang

I'd

Pumpe

Abbildung 4.10: FF-TGF Trennung zweier Farbstoffe in einem Chip mit dem in Abbildung 4.6
gezeigten Chipdesign. Die Trennung fand nur zwischen den Seitenkanadlen am Ausgang statt.
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Bei diesem Experiment betrug die Flussrate am Chipausgang 5 pl/min, auf der linken
Seite des Chips wurde eine Temperatur von 10 °C angelegt, auf der rechten Seite des
Chips waren es 60 °C. Die Anode befand sich auf der rechten Seite, und es wurde eine
Trennspannung von 300 Volt angelegt. Da die Elektroden nur mit den unteren Seiten-
reservoirs verbunden waren, bildete sich nur im unteren Bereich der Trennkammer
(links von der gestrichelten Linie in Abbildung 4.10) ein elektrisches Feld aus. Man
kann sehr deutlich erkennen, dass die Trennung nur zwischen den Seitenkandlen am
Ausgang der Trennkammer stattfand. Um optimale Trennbedingungen zu schaffen,
sollte das elektrische Feld aber Uber die gesamte Kammerlange hinweg gleich sein.
Dies war aber erst nach der Entwicklung der Zwei-Tiefen-Chipherstellung maoglich
(siehe Kapitel 3). Durch die flachen Seitenkanale konnte der Chip nun durch Anlegen
eines Druckes an den Eingangen betrieben werden. Dadurch trat das Problem der
hydrodynamischen Fokussierung nicht mehr auf. So war es mdglich, die Trennkammer
auf beiden Seiten komplett mit Seitenkandlen zu kontaktieren und somit ein
gleichmafliges elektrisches Feld tiber die ganze Trennkammer zu erzeugen. Aul3erdem
war es durch die Zwei-Tiefen-Technik nicht mehr n6tig am Ausgang einen Unterdruck
anzulegen. Dies ermdglichte die Fraktionierung und Sammlung der getrennten
Analyte an verschiedenen Ausgdngen, da nun die Ausgange nicht mehr durch die dort
angeschlossenen Pumpen blockiert wurden. Abbildung 4.11 zeigt das Zwei-Tiefen-

Design, welches fiir die weiteren FF-TGF Experimente verwendet wurde.
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Abbildung 4.11: Zwei-Tiefen-FF-TGF-Chipdesign. Die Seitenkanale waren 1,5 um, die Trennkammer
sowie die Ein- und Ausgangskanale 17,5 pum tief.
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Durch die in Kapitel 3 beschriebene Fertigungsmethode wurden die Seitenkanale 1,5
pm, die Trennkammer und die Eingangs- und die Ausgangskanale 17,5 um tief geatzt.
Die Simulationsergebnisse des Zwei-Tiefen-FF-TGF-Chips (Abbildung 4.12) zeigen
deutliche Unterschiede im Vergleich zu den Simulationsergebnissen der beiden vorher
beschriebenen FF-TGF-Chipdesigns.

10°C PN 80°C 10°C XX 80°C
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Abbildung 4.12: Simulationsergebnisse des Zwei-Tiefen-FF-TGF-Chips a) Temperatur der Flissigkeit
im Chip, b) Geschwindigkeit der Fliissigkeit im Chip bei einer Gesamtflussrate von 5 pl/min. Die Lange
der Seitenkanéle betrug 1 cm.

Bei einem Vergleich der simulierten Temperaturgradienten, die sich nach Anlegen der
Temperatur in der Flussigkeit ausbilden (Abbildung 4.7a und Abbildung 4.12a) ist zu
erkennen, dass der Temperaturgradient im Zwei-Tiefen-Chip sich friiher ausbildet und
stabiler ist. Ein Vergleich der simulierten Geschwindigkeiten im Chip (Abbildung 4.7b
und Abbildung 4.12b) zeigt, dass der unterdruckbetriebene Chip durch den
Seiteneinfluss der Flissigkeit in die Trennkammer einen unregelmaBigeren
Geschwindigkeitsgradienten in der Kammer besitzt. Sowohl die Ausbildung des
Temperaturgradienten in  der Flussigkeit, als auch die Stabilitait des
Geschwindigkeitsgradienten in der Trennkammer, beeinflussen die Fokussierung. Da
der Zwei-Tiefen-Chip die stabileren Temperatur- und Flussgeschwindigkeitsprofile
aufweist, ist dieses Chipdesign am besten fiir das FF-TGF geeignet. Einige der im
Folgenden beschriebenen Experimente wurden allerdings nicht mit Zwei-Tiefen-Chips
durchgefiihrt, da die Entwicklung der Herstellungstechnik noch nicht abgeschlossen
war. Nach der Entwicklung der Zwei-Tiefen-Technik wurden aber nur noch reine

Glaschips mit dem beschriebenen Zwei-Tiefen-Design fiir die Experimente verwendet.
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Da die Chipherstellung aus temperaturunempfindlichen Glasern nicht moglich war
(siehe Kapitel 4.3.1), wurden nur Chips aus Soda-Lime-Glas benutzt. Damit keine
Briiche oder Defekte beim Anlegen der Temperatur auftraten, wurde vor dem Wechsel
der Temperaturgradientenrichtung darauf geachtet, dass der Glaschip behutsam auf
Raumtemperatur abgekiihlt wurde. So traten im weiteren Verlauf der Experimente

keine temperaturbedingten Schaden mehr an den Soda-Lime-Glaschips auf.
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4.4 Vorexperimente TGF

Bevor mit den eigentlichen Trenn- und Fokussierungsexperimenten begonnen wurde,
sind einige Vorexperimente durchgefiihrt worden. Dazu gehorte neben der
Bestimmung der temperaturabhangigen Fluoreszenzintensitat von Farbstoffen auch
eine Charakterisierung des Aufheiz- und Abkihlverhaltens des TGF-Aufbaus.
AuBBerdem wurde der Einfluss eines Temperaturgradienten auf einen Probenstrom in

einem YFFE-Chip untersucht.

4.4.1 Aufheiz-/Abkiihlverhalten des TGF Aufbau
Zum Heizen und Kiihlen des Chips im TGF-Aufbau (siehe Kapitel 4.2) wurden zwei

Peltierelemente verwendet. Da die Peltierelemente von verschiedenen Controllern
angesteuert wurden, ergaben sich fir beide Heizelemente verschiedene Aufheiz-
beziehungsweise Abkulhlzeiten. Als Controller wurden ein Newport Laser Diode
Controller Model 6000 und ein Profile Laser Diode Controller LDC 400 verwendet.
Abbildung 4.13a zeigt das Aufheizverhalten beider Peltierelemente von
Raumtemperatur auf 80 °C. Die Temperatur der Peltierelemente wurde mit Hilfe des
TH-03 Temperature Data Logger der Firma pico Technology aufgezeichnet. Das
Newport-Gerat besall die steiler Flanke wahrend des Heizprozesses und erreichte

somit 15 Sekunden vor dem Profile-Gerat die eingestellten 80 °C.

24 Newort-Gerét
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Abbildung 4.13: Aufheiz- und Abkiihlverhalten der beiden Peltierelemente im TGF-Aufbau.
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Auch das Abkuhlverhalten beider Gerate wurde gemessen. Abbildung 4.13b zeigt den
Temperaturverlauf der Peltierelemente, wenn eine Temperatur von 10 °C am
Controller eingestellt wurde. Auch hier erreichte das Newport-Gerat eher die
eingestellte Temperatur. Etwa 40 Sekunden spdter erreichte das vom Profile-Gerat

gesteuerte Peltierelement die gewtinschten 10 °C.

Messungen haben gezeigt, dass es keinen Unterschied macht, ob der Chipboden aus
200 um (wie bei PDMS-Glas-Chip) oder 1,1 mm dicken Glas (wie bei Glas-Glas-Chip)
besteht. Liegen beide Glaser auf einem Peltierelement und werden von diesem
erwarmt, so erfolgt die Temperaturanderung auf der Glasoberseite bei beiden Glasern

gleich schnell.

Die Temperatur an der Oberflache der beiden Glasplatten war bei dem hier benutzten
Aufbau also nicht abhangig von der Dicke der Glasschicht, sondern wurde nur durch
das Aufheiz- beziehungsweise Abklhlverhalten der Peltierelemtente bestimmt. Damit
erfolgte die Ausbildung des Temperaturgradienten bei einem PDMS-Deckglas-Chip
genauso schnell wie bei einem reinen Glaschip. Durch die Kenntnis der verschiedenen
Heiz- und Kihlverhalten der Peltierelemente liel3 sich somit die Zeit abschatzen, die
fur eine vollstandige Ausbildung des Temperaturgradienten in der Fliissigkeit benotigt
wurde. Nach spatestens 80 Sekunden erreichten die Peltierelemente die eingestellten
Temperaturen. Da mit Erreichen der Zieltemperatur diese auch gleichzeitig an der
Flussigkeit anlag, konnte davon ausgegangen werden, dass der Temperaturgradient

dann in der Flissigkeit bereits bestand.
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4.4.2 Einfluss der Temperatur auf einen Probenstrom in der Kammer

Wie bereits in den vorher gezeigten Simulationsergebnissen (Abbildung 4.12)
gesehen, veranderte sich nach Anlegen des Temperaturgradienten die
Geschwindigkeit der Flussigkeit in der Trennkammer. Es bildete sich ein
Geschwindigkeitsgradient aus. Um nun den Einfluss dieser Geschwindigkeitsanderung
auf einen Probenstrom in der Kammer zu untersuchen, wurde folgendes Experiment
durchgefiihrt. Als Probe diente ein Gemisch aus den Proteinen Myoglobin und
Trypsin-Inhibitor, welche mit einem Fluoreszenzlabel (Fluorescein-lIsothiocyanate,
FITC) markiert waren. An einen Zwei-Tiefen-Chip wurde eine Gesamtflussrate von
5 pl/min angelegt, wobei die Probenflussrate 1 pl/min betrug. Abbildung 4.14a zeigt
den Probenstrom in der Trennkammer, ohne dass eine Temperatur angelegt wurde.
Der Probenstrom ist leicht nach rechts verschoben, war aber stabil. Abbildung 4.14b
zeigt den Probenstrom bei angelegter Temperatur. In diesem Fall ist das linke
Peltierelement 80 °C heif3, das rechte Peliterelement 10 °C kihl. Man erkennt eine
Wanderung des Probenstroms nach links, zur heiBen Seite der Kammer. Uberlagert
man die beiden Kammern in einem Bild, wird die Wanderung noch deutlicher
(Abbildung 4.14c).

80°C 10°C

ohne Temperatur
mit Temperatur

Intensitdt [Grauwert]

T T T T T T T
80 160 240 320 400 480 560 840

o
80°C Kammerbreite [Pixel] 10°C

Abbildung 4.14: Probenwanderung bei Anlegen der Temperatur a) Probenstrom in Trennkammer
ohne Temperatur; b) Probenstrom in Trennkammer mit Temperatur; c) Uberlagerung von a) und b); d)
Spektren, gemessen an den markierten Stellen in a) und b).
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Dabei ist der hellere Probenstrom der Probenstrom aus Abbildung 4.14a. Abbildung
4.14d zeigt ein Linienspektrum, welches an der gekennzeichneten Stelle in Abbildung
4.14a und Abbildung 4.14b gemessen wurde. Die Wanderung zur heil3en Seite ist
deutlich erkennbar. Die Ablenkung beziehungsweise die Wanderung zur heil3en Seite
scheint aber nicht tGber die ganze Kammerlange zu wirken. Wirde die Wanderung an
jeder Stelle in der Kammer vorherrschen, so wiirde man erwarten, dass die
Probenmolekiile an jeder Stelle eine Ablenkung zur hei3en Seite erfahren und somit
auf einer schragen Bahn in Richtung der heilen Seite durch die Kammer wandern.
Dies ist aber nicht der Fall. Simulationen haben gezeigt, dass es bei angelegter
Temperatur am Kammereingang eine starke Quergeschwindigkeit in Richtung der
heiBen Seite der Trennkammer gibt (Abbildung 4.15). Diese ist nur am

Kammereingang zu finden und nimmt in Richtung Kammerausgang stark ab.
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Abbildung 4.15: Simulation der Quergeschwindigkeit in x-Richtung der Trennkammer bei
angelegter Temperatur. Der Plot zeigt nur Bewegungen an, die in positiver x-Richtung, also von links
nach rechts, verlaufen. Am Kammereingang ist eine hohe Quergeschwindigkeit erkennbar.

Eine genaue Aussage Uber die dort wirkenden Mechanismen ist im Moment nicht
maoglich. Vermutlich erzeugt der Temperaturgradient einen Dichtegradienten. Auf der
heiBen Seite der Kammer sinkt die Dichte der Flissigkeit und die Geschwindigkeit
steigt. Dieses Dichteungleichgewicht resultiert in einem Molekiilkonzentrations-
ungleichgewicht. Bei Eintritt in die Kammer erfolgt nun ein Konzentrationsausgleich in

Richtung der heiBen Kammerseite, welcher diese hohe Quergeschwindigkeit bewirkt.
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Diese Vermutung ist allerdings schwer durch Experimente zu bestatigen, da

Messungen innerhalb der Kammer kaum zu realisieren sind.

Festzuhalten bleibt aber, dass durch das Anlegen der Temperatur an den FF-TGF Chip
eine Wanderung des Probenstroms erfolgte. Die Analyte bewegten sich in Richtung

der hei3en Seite der Trennkammer.

4.4.3 Temperaturabhingigkeit von Farbstoffen

Die Detektion wahrend der FF-TGF Experimente fand ausschlieBlich durch
Verwendung von Fluoreszenzfarbstoffen statt. Die Farbstoffe dienten entweder direkt
als Probe oder sie wurden als Fluoreszenzmarker zur Markierung der Proteine
verwendet. In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass Fluoreszenzfarbstoffe eine
von der Temperatur abhdngige Fluoreszenzintensitat besitzen [123]. Dies ist von
Bedeutung, da sich der Farbstoff beim FF-TGF in einem Temperaturgradienten
befindet und er dadurch bei verschiedenen Temperaturen verschiedene Intensitaten

besitzen kann.
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Abbildung 4.16: Fluoreszenzintensitat verschiedener Farbstoffe in Abhangigkeit von der

Temperatur. Alle Farbstoffe besalBen eine Konzentration von 10 uM und waren in 100 mM Tris-Phenol-
Puffer gel6st worden.
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Dieser Intensitatsverlust kann die Detektion einer Fokussierung beeinflussen. Zur
Korrektur der erhaltenen Detektionsergebnisse war es notwendig, die Intensitats-
anderung der Fluoreszenz, in Abhangigkeit der Temperatur, zu bestimmen. Vor der
Messung wurden die Farbstoffe im Tris-Phenol-Puffer verdiinnt, der auch in den FF-
TGF Experimenten verwendet wurde. Die Proben wurden dann in ein
Fluoreszenzspektrometer vom Typ Spex FluoroMax gegeben. Der Probenhalter im
Fluoreszenzspektrometer war an einen externen Thermostaten angeschlossen, so dass
die Proben direkt in dem Spektrometer geheizt werden konnten. Abbildung 4.16 zeigt
die temperaturabhangige Fluoreszenzintensitat aller in dieser Arbeit verwendeten
Fluoreszenzfarbstoffe und Fluoreszenzlabel. Man erkennt, dass alle untersuchten
Farbstoffe eine Temperaturabhdangigkeit besitzen. Bei allen Farbstoffen sank die
Fluoreszenzintensitat mit steigender Temperatur. Den starksten Intensitatsabfall gab
es bei dem Farbstoff Rhodamin B. Er verlor fast 60% seiner Intensitat im Vergleich zu

seiner Fluoreszenzintensitat bei Raumtemperatur (20 °C).

Mit Hilfe dieser Messung war es moglich, die folgenden FF-TGF-Messungen und
Experimente im Bezug auf die temperaturabhangigen Intensitatswerte der Farbstoffe

zu korrigieren.
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4.5 Experimentelle Bestimmung des Temperaturgradienten mittels
Thermometrie

Wie in diesem Kapitel bereits mehrfach erwahnt, stellt der Temperaturgradient in der
Flussigkeit im Chip einen der wichtigsten Faktoren beim Temperature Gradient
Focusing dar. Simulationen (Abbildung 4.12a) haben gezeigt, dass sich beim Anlegen
der Temperatur ein gleichmalliger Temperaturgradient in der Flissigkeit ausbildet.
Um dies nun im Experiment zu Uberprifen, wurde die Temperatur der Flissigkeit in
der Trennkammer thermometrisch gemessen [124, 125]. Dazu wurde sich die oben
beschriebene temperaturabhangige Fluoreszenzintensitat von Rhodamin B zu Nutze
gemacht. Bevor aber die eigentliche Messung am Chip erfolgte, wurde zuerst noch die
thermometrische Messmethode kalibriert, um jedem Intensitatswert des Farbstoffes

einen Temperaturwert zuordnen zu kdnnen.

4.5.1 Kalibrierung der thermometrischen Messung

Zur Messung der Temperatur in der Trennkammer eines FF-TGF Chips wurde der
Farbstoff Rhodamin B [126] verwendet. Wie bereits in Abschnitt 4.4.3 gezeigt, besall
die Fluoreszenzintensitat von Rhodamin B eine starke Temperaturabhangigkeit. Diese
Temperaturabhangigkeit konnte zur Messung der Temperatur benutzt werden.
Brachte man eine Rhodamin-B-L6sung in die Trennkammer eines FF-TGF-Chips und
legte einen Temperaturgradienten an die Kammer an, so bildete sich ein Fluoreszenz-
intensitatsgradient in der Flissigkeit aus. Die Farbstoffmolekile auf der heil3en Seite
der Kammer besal3en die geringste Fluoreszenzintensitat, die Molekiile auf der kalten
Seiten die hochste Intensitat. Um nun aber einem Intensitatswert eine Temperatur
zuordnen zu kénnen, musste das System vorher kalibriert werden. Dazu wurde der
Farbstoff auf verschiedene Temperaturen erhitzt und die zu dem jeweiligen
Temperaturwert gehdrende Intensitat gemessen. Aus den so gewonnen Daten liel3
sich dann eine Gleichung erstellen, mit der sich fir jeden Intensitatswert des
Farbstoffes ein Temperaturwert errechnen lie. Wichtig dabei war aber, dass die
Kalibrierung in dem Aufbau durchgefiihrt wurde, in dem spater das eigentliche
Experiment stattfand. Die Sensitivitat der als Detektor verwendeten CCD-Kamera, die
Intensitdat des Fluoreszenzanregungslichtes, die optische Dampfung und diverse

andere Parameter kdnnen von Aufbau zu Aufbau variieren. Wiirde die Kalibrierung in
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einem anderen Aufbau stattfinden, konnten die spater errechneten Temperaturwerte
von den tatsachlichen Werten stark abweichen. Um nun die Temperaturabhangigkeit
des Rhodamin B auf dem fiir das spatere Experiment verwendeten Aufbau zu messen,
wurde eine spezielle, selbsterstellte Konstruktion verwendet (Abbildung 4.17).
Kernstlick war ein Plastikgefal3, welches am Boden mit einer Glasscheibe verklebt

worden war. So entstand im Inneren ein flissigkeitsdichtes Volumen.
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Abbildung 4.17: Konstruktion, welche zur Kalibrierung der thermometrischen Messung verwendet
wurde.

Durch das Plastik wurde eine Kapillare geschoben, mit dem Plastikgehduse verklebt
und von auBBen mit Silikonschlauchen kontaktiert. In diese Kapillare wurde spater
wahrend der Messung das Rhodamin B gepumpt. Durch den Glasboden der
Konstruktion war es auf dem inversen Mikroskop mdglich, die Fluoreszenzintensitat
des Farbstoffes in der Kapillare zu detektieren. Durch zwei Schlauche konnte Wasser in
das Innere der Konstruktion geleitet werden. Dieses Wasser wurde durch einen
externen Thermostaten geheizt und kontinuierlich durch die Konstruktion und damit
auch an der Kapillare vorbei geleitet. Zur Messung der aktuellen Wassertemperatur im
FlussigkeitsgefaB wurde noch der Temperaturfiihler eines Thermometers in die
Konstruktion integriert. Eine Reil3zwecke auf der Oberseite des PlastikgefalBes diente
als manuelles Uberdruckventil. Durch den kontinuierlichen Wasserkreislauf wurde Luft
in die Messkammer transportiert. Die Luft sammelte sich im Gefal3 und dehnte sich bei

steigender Temperatur aus.
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Dieser Druck fiihrte vor der Verwendung der Ventil-ReiBzwecke zu Beschadigungen an
den Klebestellen, was Undichtigkeiten zur Folge hatte. Durch das Entfernen der
ReilBzwecke konnte die Kammer spater regelmallig entliftet und der Druck in der

Kammer reduziert werden.

Um den Intensitatsverlauf des Rhodamin B in Abhdngigkeit der Temperatur zu
messen, wurde zuerst das Wasser im System auf 10 °C gekihlt. AnschlieBend wurde
der Farbstoff in die Kapillare gepumpt. Damit die Farbstofflosung in der Kapillare die
Temperatur des umgebenden Wassers annehmen konnte, wurde die eigentliche
Intensitatsmessung erst zwei Minuten nachdem der Farbstoff in die Kapillare gepumpt
beziehungsweise die nachste Temperaturschwelle erreicht worden war, gestartet. Die
Intensitat wurde bei den Temperaturen 10 °C, 20 °C, 22 °C, 30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C,
70 °C und 80 °C gemessen. Die Messung bei 22 °C diente als Referenzmessung fiir die
Intensitat bei Raumtemperatur. Die Messergebnisse zeigten, dass es keinen
Unterschied macht, ob man an jeder Temperaturschwelle frische Farbstofflosung in
die Kapillare pumpt oder beim Start der Messung einmal die Kapillare mit
Farbstofflosung fillt und das ganze Experiment ohne Austausch der Ldsung
durchfiihrt. Damit konnte eine Intensitdtsabnahme durch Photobleaching [127, 128]
wahrend des Experiments ausgeschlossen werden. Zu Beginn der Experimente wurde
neben Rhodamin B auch Rhodamin 110 als interner Standard mit in die Losung
gegeben. Rhodamin 110 besitzt keine temperaturabhangige Fluoreszenzintensitat.
Durch Normierung der Rhodamin B-Intensitat auf die Intensitat des Rhodamin 110 der
jeweiligen Temperatur sollten nicht-temperaturabhdangige Intensitatsanderungen
eliminiert werden. Weitere Kalibrierungsmessungen und Messungen am Chip haben
aber gezeigt, dass es keinen Unterschied zwischen den Ergebnissen mit und ohne
Rhodamin 110 gab. Daher wurde bei den folgenden Messungen nur Rhodamin B als
Temperaturindikator benutzt. Abbildung 4.18 zeigt die Ergebnisse der Kalibrierungs-
messung fir Rhodamin B im beschriebenen Aufbau. Die schwarze Kurve stellt die
gemessenen Intensitatswerte pro Temperatur, gemittelt tiber 30 Einzelbilder, dar. Alle
Intensitatswerte wurden auf die Intensitat bei 22 °C normiert. Die rote Kurve ist eine
polynomische Trendlinie dritten Grades der Messwerte. Sie bildet vor allen Dingen im

Bereich der héheren Temperaturen die originalen Messwerte sehr gut nach.
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Die Gleichung der Trendlinie lautet:

y =—(3,009 - 106 )x? — (4,137 - 10~%) x2 + 0,006x + 1,030 48

Die durchschnittliche Abweichung der nach Gleichung 4.8 errechneten Temperatur-
werte von den gemessenen Temperaturwerten betragt 0,85 °C, wobei die grofte

Abweichung von den eingestellten Temperaturwerten bei 10 °C und 20 °C liegt.
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Abbildung 4.18: Kalibrierung der Fluoreszenzintensitat des Rhodamin B in Abhdngigkeit von der
Temperatur.

Grund dafiir war die Bildung von Kondenswasser am Kalibrationsaufbau, was die
optische Fokussierung und Aufnahme der Messkapillare beeintrachtigte. Mit
Gleichung 4.8 liel3 sich nun die Temperatur aus der gemessenen Fluoreszenzintensitat
berechnen. Bei dem hier beschriebenen thermometrischen Verfahren mit Hilfe von
Rhodamin B bildeten 138 Grauwerte eine Temperaturspanne von 70 °C ab, so dass

eine theoretische Auflésung von 0,5 °C mdglich war.
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4.5.2 Thermometrische Messung des Temperaturgradienten in der Kammer

Nachdem die Kalibration der Temperaturabhangigkeit des Farbstoffes erfolgt war,
konnte die Messung des Temperaturgradienten in der Fllssigkeit in der Trennkammer
gestartet werden. Dazu wurde ein spezielles Chipdesign ohne Seitenkandle
verwendet. Damit hangt die Ausbildung des Termperaturgradienten nur von der
Warmeleitung im Chipmaterial und nicht noch zusatzlich durch die Seitenkanale
einstromende heile oder kalte Fllssigkeit ab. Wahrend des Experiments wurde kein
hydrodynamischer Fluss an den Chip angelegt. Dadurch fand wahrend der Messung
kein Austausch der Farbstofflosung statt. Als Testlosung wurde eine 100 uM Rhodamin
B-Losung in den Chip gepumpt. AnschlieBend wurde bei 22 °C Raumtemperatur ein
Referenzvideo der Kammer aufgenommen. Danach wurde das rechte Peltierelement
auf 10 °C gekiihlt und das linke Element auf 80 °C geheizt. Fliinf Minuten nach Anlegen

der Temperatur wurde das eigentliche Messvideo von der Kammer aufgenommen.

12:10:56
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Abbildung 4.19: Kammerbilder der einzelnen Schritte zur experimentellen Bestimmung des
Temperaturgradienten in der Flissigkeit a) Referenzkammer bei 22 °C, b) Kammer bei angelegtem
Temperaturgradient, ¢) Kammer nach der Division von a) und b) und der anschlieBenden Berechnung
der Temperaturwerte aus den Grauwerten, d) Falschfarbenaufnahme von c).
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Aus jedem der beiden Videos wurde nun jeweils ein zusammengesetztes Bild der
Trennkammer erstellt, so dass ein Referenzkammerbild (Abbildung 4.19a) und ein
Messkammerbild (Abbildung 4.19b) entstanden. Mit Hilfe eines MATLAB-Programms
wurde nun das Messkammerbild durch das Referenzkammerbild dividiert. Nach der
Division berechnete das MATLAB-Programm mit Hilfe von Gleichung 4.8 aus den
Grauwerten des Divisionsergebnisses die Temperatur und erzeugte aulerdem eine
Temperaturskala. Der Quellcode des MATLAB-Programms ist in Anhang A zu finden.
Abbildung 4.19c zeigt das eigentliche Ergebnis der MATLAB Division, Abbildung 4.19d
zeigt dasselbe Bild nach Einfarbung mit Falschfarben. In beiden Bilder ist der
Temperaturgradient gut zu erkennen. Aullerdem ist zu erkennen, dass sich der
Gradient in der Flissigkeit gleichmaBig zwischen der heien und der kalten Seite

verteilt. Das entspricht den Ergebnissen der durchgefiihrten Simulationen.
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4.6 Stabilitat des Temperaturgradienten in Abhangigkeit von der
Flussrate

Wie in Abschnitt 4.5 beschrieben, fand das Experiment zur Messung des
Temperaturgradienten in der Trennkammer ohne angelegten hydrodynamischen
Fluss satt. Da ein hydrodynamischer Fluss aber die Verweildauer der Flissigkeit in der
Trennkammer und somit auch die Zeit der Flussigkeit im Temperaturgradienten
beeinflusst, wurde in einem weiteren Experiment die Stabilitat des
Temperaturgradienten in Abhangigkeit von der angelegten hydrodynamischen
Flussrate untersucht. Dazu wurde das gleiche Chipdesign wie in Abschnitt 4.5
verwendet. Der Chip besall somit nur jeweils einen Ein- und Ausgang und keine
Seitenkandle. Als Indikator wurde ebenfalls eine 100 puM Rhodamin B-Ldsung
verwendet. Im Vergleich zum Experiment in Abschnitt 4.5, wo ganze Kammerbilder
verwendet wurden, wurde hier nur an einer Linie iber die gesamte Kammerbreite die
Temperatur gemessen. Vor Beginn der eigentlichen Messung wurde ein Referenzbild
der Messposition bei 22 °C aufgenommen. AnschlieBend wurden die Peltierelemente
in Betrieb genommen, das linke Element wurde auf 80 °C geheizt, das rechte wurde
auf 10 °C gekiihlt. Es wurden nun verschiedene Flussraten eingestellt, und nach jeweils
zwei Minuten Anpassungszeit wurde ein Bild der Messposition aufgenommen. Dieses
wurde dann durch das Referenzbild dividiert und die Grauwerte mit Hilfe von
Gleichung 4.8 in Temperaturwerte umgerechnet. Zur Division und Umrechnung der
Grauwerte wurde wieder ein MATLAB-Programm eingesetzt. Bei folgenden Flussraten
wurde jeweils der Temperaturgradient an der Messposition gemessen: 0 pl/min,
5 ul/min, 10 pl/min, 25 pl/min, 50 pl/min, 75 pl/min, 100 yl/min, 150 ul/min,
200 pl/min, 250 pl/min, 300 pl/min und 350 pl/min. Abbildung 4.20 zeigt die
gemessenen Temperaturgradienten in Abhdngigkeit von den angelegten Flussraten.
Bis zu einer Flussrate von 100 pl/min bleibt der Temperaturgradient stabil. Wird die
Flussrate weiter erhoht, verandert das den Temperaturgradienten in der Flussigkeit.
Durch die hohere Flussrate und die demzufolge niedrigere Durchlaufzeit der
Flussigkeit durch die Trennkammer verringert sich die Zeit, die der Flissigkeit zur
Temperaturanpassung bleibt. Die Flussigkeit auf der heiBen Kammerseite erreicht
nicht mehr die Temperaturen wie bei niedrigeren Flussraten. Dies ist in Abbildung 4.20
am Abfall des Maximalwertes der Temperatur zu erkennen. Auch die Temperatur auf

der kalten Seite sinkt mit steigender Flussrate.
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Abbildung 4.20: Stabilitat des Temperaturgradienten in Abhangigkeit von der hydrodynamischen
Flussrate.

Wahrend die Temperaturdifferenz zwischen Starttemperatur der Fllssigkeit
(Raumtemperatur: 22 °C) und Peltierelementtemperatur auf der heillen Kammerseite
60 °C betragt, ist der Temperaturunterschied auf der kalten Kammerseite nur 10 °C.
Nach Abbildung 4.20 wird die Flissigkeit auf der kalten Seite bei geringen Flussraten
circa 30 °C warm. Verringert sich nun die Maximaltemperatur der Flissigkeit in der
Kammer, so ist das kalte Peltierelement in der Lage, die Flissigkeit weiter als 30 °C
herunter zu kihlen, so dass auch die Minimaltemperatur in Abbildung 4.20 sinkt. Bei
einem Kammerdurchlauf muss sich die Temperatur der Flissigkeit auf der kalten Seite
lediglich um 10 °C dndern, so dass trotz der héheren Flussraten dafiir immer noch

ausreichend Zeit zur Verfligung steht.

Das Experiment zeigte, dass der Temperaturgradient bis zu einer hydrodynamischen
Flussrate von 100 ul/min stabil ist. Da die Flussrate bei Trenn- und
Fokussierungsexperimenten zwischen 3 pl/min und 15 pl/min lag, konnte in diesen
Experimenten von einem stabilen Temperaturgradienten in der Trennkammer

ausgegangen werden.
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4.7 Trennung und Fokussierung von Farbstoffen

Die Trennung und Fokussierung von Farbstoffen mittels FF-TGF war eines der ersten
FF-TGF-Trennexperimente im Rahmen dieser Arbeit. Zum damaligen Zeitpunkt stand
die Zwei-Tiefen-Technik zur Chipherstellung noch nicht zur Verfiigung. Daher wurde
fir das im Folgenden beschriebene Experiment ein PDMS-Glas-Chip benutzt. Als
Chipdesign wurde das in Abbildung 4.8 gezeigte Design mit unterschiedlich langen
Seitenkandlen verwendet. Als Proben wurden die Fluoreszenzfarbstoffe Fluorescein
und Oregon Green 488 benutzt. Die Konzentration der Farbstoffe betrug jeweils 200
pUM. Als Puffer wurde ein Tris-Phenol-Puffer mit einer Konzentration von 100 uM
verwendet. Wie bereits erwahnt, besall der Puffer eine temperaturabhdangige
elektrische Leitfahigkeit [129]. Die Flussrate am Ausgang betrug 10 ul/min. Die
Fluoreszenzfarbstoffe wurden mit Licht in einem Wellenlangebereich von 420 nm bis
490 nm angeregt. Die maximale Emission erfolgte bei 514 nm (Fluorescein)

beziehungsweise 525 nm (Oregon Green 488).

10

Abbildung 4.21: Trennung von zwei Farbstoffen mittels FF-TGF in einem PDMS-Glas-Chip
a) Probenstrom in der Trennkammer ohne Spannung und ohne Temperaturgradient, b) Trennung der
Farbstoffe nach Anlegen der Spannung, c) Trennung der Farbstoffe nach Anlegen von Spannung und
Temperaturgradient.
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Das Farbstoffgemisch wurde in das mittlere Eingangsreservoir gefillt. Durch die
beiden anderen Eingangsreservoire gelangte Pufferlésung in die Trennkammer. Die
Seitenreservoirs wurden ebenfalls mit Pufferlosung befillt. Die Elektroden wurden nur
in die Seitenreservoirs mit den langeren Seitenkandlen gelegt. Dadurch war das
elektrische Feld im Kammereingangsbereich am starksten (oberhalb der gestrichelten
Linie in Abbildung 4.21). Fiir das Experiment wurde eine Spannung von 1 kV an die
Elektroden angelegt. In Abbildung 4.21 sieht man die Ergebnisse des Experimentes.
Abbildung 4.21a zeigt den Probenstrom in der Trennkammer ohne dass eine
Spannung oder der Temperaturgradient angelegt sind. In Abbildung 4.21b erkennt
man eine Trennung der beiden Farbstoffe nur nach Anlegen einer Spannung von 1 kV.
Ein Temperaturgradient ist in Abbildung 4.21b noch nicht angelegt. Die Trennung mit
der Kombination von Temperaturgradient und Spannung ist in Abbildung 4.21c zu
sehen. Im Vergleich zu Abbildung 4.21b erkennt man, dass die beiden Probenstréome
im oberen Bereich der Kammer einen groBeren Abstand zueinander haben. Dies
resultiert in einer besser zu detektierenden Trennung und erleichtert die Trennung auf
verschiedene Ausgangkanadle. Eine Intensitatszunahme kann in Abbildung 4.21 nicht
beobachtet werden. Der Grund dafiir ist die schon beschriebene Abnahme der
Fluoreszenzintensitat der Farbstoffe mit steigender Temperatur. Da zwei verschiedene
Farbstoffe verwendet wurden, war eine Korrektur sehr komplex, da fir jeden Farbstoff
eine eigene Korrekturfunktion auf die ganze Kammer angewendet werden musste,

welche aber auch die Intensitat des anderen Farbstoffs beeinflusste.
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4.8 Fokussierung von Proteinen

Um nun die Verwendbarkeit der FF-TGF Technik bei der Trennung und Fokussierung
von biologischen Proben zu demonstrieren, wurden einzelne Proteine fokussiert. Dazu
wurden die Proteine Myoglobin, Cytochrom C, Peroxidase und Trypsin-Inhibitor mit
dem Farbstoff FITC markiert, um eine Fluoreszenzdetektion zu ermdéglichen. Ein reiner
Glaschip mit dem Zwei-Tiefen-Design (siehe Abbildung 4.11) wurde fir das
Experiment verwendet. Bei allen in diesem Abschnitt gezeigten Proteinexperimenten
wurde an die duBersten 1-Kanal-Puffereingdange eine Flussrate von 0,6 pl/min
angelegt. An die inneren Puffereingange wurde eine héhere Flussrate angelegt. Der
linke, innere Eingang wurde mit einer Flussrate von 1,5 pl/min, der rechte innere
Eingang mit einer Flussrate von 1 pl/min betrieben. Diese Ungleichheit der Flussraten
an den inneren Eingangen sorgte fiir eine leichte Verschiebung des Probenstroms
nach rechts. Dadurch konnte die Wanderungsstrecke der Probe nach links vergrof3ert
werden, so dass hohere Spannungen angelegt werden konnten, bevor die Probe die
Kammerseiten erreichte. Der Probenstrom besal3 bei allen Protein-Fokussierungen
eine Flussrate von 1 pl/min, so dass der Chip mit einer Gesamtflussrate von 4,7 pl/min
wahrend der Experimente betrieben wurde. Die Konzentration der jeweiligen
Proteinlésungen betrug immer 10 uM. Tris-Phenol mit einer Konzentration von 500
UM diente als Puffer fur die Experimente. Das linke Peltierelement wurde bei allen
Experimenten auf 80 °C geheizt, wahrend das rechte Peltierelement auf 10 °C gekiihlt
wurde. Ebenso lag bei allen Experimenten die Anode auf der linken, heil3en Seite der

Trennkammer.

Myoglobin

Abbildung 4.22a zeigt die verschiedenen Spektren, die im Rahmen der
Fokussierungsexperimente gemessen wurden. Alle Intensitatsspektren wurden an
derselben Stelle in der Kammer gemessen. Zur Kennzeichnung der Messposition ist in
Abbildung 4.22b noch einmal die Kammer wahrend des Myoglobin-Experiments
gezeigt. Die Messposition befand sich am unteren Ende der Trennkammer (orangene
Linie). Das blaue Spektrum in Abbildung 4.22 wurde gemessen, wenn keine Spannung
und kein Temperaturgradient an den FF-TGF Chip gelegt wurden, der Probenstrom

also nur durch die Trennkammer floss.
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Abbildung 4.22: a) Spektren der Myoglobin-Fokussierung. Blaues Spektrum: Probestrom ohne
Spannung und ohne Temperatur; schwarzes Spektrum: nur Spannung (3,44 kV) angelegt, keine
Temperatur; rotes Spektrum: Spannung (3,44 kV) und Temperaturgradient angelegt. b) Bild der Kammer
mit Probenstrom, wenn nur Spannung (3,44 kV) angelegt ist.

Wie schon vorher erwahnt, war der Probenstrom durch die verschiedenen Flussraten
an den inneren Puffereingangen leicht nach rechts verschoben. Legte man nun eine
Spannung von 3,44 kV an den Chip an, so wurde das Myoglobin abgelenkt. Diese
Ablenkung wird durch das schwarze Spektrum in Abbildung 4.22a dargestellt. Im
Vergleich zum blauen Spektrum erkennt man eine Abnahme der Peakbreite und ein
Anstieg der Intensitat. Legte man nun zusatzlich den Temperaturgradienten an den
Chip (rotes Spektrum in Abbildung 4.22a), so erkennt man eine zusatzliche, leichte
Intensitatszunahme und die bereits in Abschnitt 4.4.2 erwahnte Wanderung des Peaks
zur heil3en Seite. Das rote Spektrum in Abbildung 4.22a ist aber noch unkorrigiert, das
heilt, die Intensitatsabnahme des Fluoreszenzmarkers bei steigender Temperatur ist
noch nicht bericksichtigt. Mit den Daten der in Abschnitt 4.4.3 beschriebenen
Messungen war es nun moglich, eine Korrekturgleichung zu errechnen und diese auf
das rote TGF-Spektrum aus Abbildung 4.22a anzuwenden. Abbildung 4.23 zeigt
erneut die Spektren der Myoglobin-Fokussierung, diesmal aber mit korrigiertem TGF-
Spektrum. Vergleicht man die beiden TGF-Spektren aus Abbildung 4.22a und
Abbildung 4.23, so lasst sich ein Unterschied zwischen korrigiertem und

unkorrigiertem Spektrum feststellen.
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Abbildung 4.23: Abbildung der Spektren der Myoglobin-Fokussierung mit korrigiertem TGF-
Spektrum (rotes Spektrum).

Bei den folgenden Protein-Fokussierungen wird direkt das korrigierte Spektrum

gezeigt, die Messung und Korrektur des TGF-Spektrums erfolgte aber genauso wie
eben beschrieben.

Cytochrom C

Abbildung 4.24 zeigt die verschiedenen Spektren wahrend der Fokussierung des

Proteins Cytochrom C.
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Abbildung 4.24: Die verschiedenen Spektren wdhrend der Fokussierung von Cytochrom C: blaues

Spektrum: nur Fluss, ohne Spannung und Temperatur; schwarzes Spektrum: nur Spannung (3,44 kV);
rotes Spektrum: Spannung (3,44 kV) und Temperatur, korrigiert.
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Im Vergleich zum Myoglobin war das Rauschen in den Spektren viel starker. Dies lag
vermutlich daran, dass der Labeling-Prozess nicht so gut wie erwartet funktioniert
hatte. Dadurch musste die interne Verstarkung der CCD-Kamera sehr hoch eingestellt
werden, wodurch das starke Rauschen entstand. Trotz des hohen Rauschens war aber
eine zusatzliche Fokussierung des Proteins nach Anlegen des Temperaturgradienten
erkennbar. Wie beim Myoglobin wurde eine Spannung von 3,44 kV wahrend des

Experiments angelegt.

Peroxidase

Abbildung 4.25 zeigt die Fokussierung des Proteins Peroxidase. Auch hier war das
Rauschen in den Spektren starker als beim Myoglobin, allerdings nicht so stark wie

beim Cytochrom C.
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Abbildung 4.25: Fokussierung des Proteins Peroxidase: Das blaue Spektrum zeigt den Probenstrom

durch die Trennkammer ohne angelegte Spannung und Temperatur, das schwarze Spektrum stellt den
Probenstrom bei angelegter Spannung (2,47 kV) dar; das rote Spektrum zeigt die Fokussierung bei
angelegter Spannung (2,47 kV) und angelegtem Temperaturgradienten. Dieses Spektrum ist beziglich
der Temperaturabhangigkeit des Farbstoffes bereits korrigiert worden.

Fir die Fokussierung wurde eine Spannung von 2,47 kV an den Chip gelegt. Die
zusatzliche Fokussierung, welche nach Anlegen des Temperaturgradienten erfolgte,

ist deutlich zu erkennen.
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Trypsin-Inhibitor

Im vierten Experiment wurde das Protein Trypsin-Inhibitor mit Hilfe der FF-TGF
Methode fokussiert. Wahrend des Experiments wurde eine Spannung von 2,47 kV
angelegt. Auch hier lieB sich die zusatzliche Fokussierung der Probe nach Anlegen des

Temperaturgradienten erkennen.
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Abbildung 4.26: Fokussierung von Trypsin-Inhibitor: blaues Spektrum: nur Fluss, ohne Spannung

und Temperatur; schwarzes Spektrum: Probenstrom bei angelegter Spannung (2,47 kV); rotes
Spektrum: Probenstrom bei angelegter Spannung (2,47 kV) und Temperatur. Das rote Spektrum ist
beziiglich des Intensitatsabfalles des Farbstoffes bei steigenden Temperaturen korrigiert.

Die hier beschriebenen Experimente zeigen, dass die Technik des Free-Flow
Temperature-Gradient-Focusing zur Fokussierung von Proteinen geeignet ist. Durch
das Anlegen des Temperaturgradienten an den Chip konnte bei jedem der vier

Proteine eine zusatzliche Fokussierung erreichte werden.
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4.9 Trennung und Fokussierung eines Proteingemisches

Im vorherigen Abschnitt wurde die Fokussierung von Proteinen mit Hilfe der FF-TGF-
Technik beschrieben. Im Folgenden wird nun gezeigt, dass die FF-TGF-Methode auch
zur Trennung von Proteinen geeignet ist. Dazu wurde ein Probengemisch aus den
zwei Proteinen Myoglobin und Trypsin-Inhibitor verwendet. Jedes Protein lag in einer
Konzentration von 10 uM vor und wurde mit dem Fluoreszenzmarker FITC gelabelt. Es
wurde mit einer Gesamtflussrate von 3,7 ul/min gearbeitet, wobei die Flussrate des
Probenstroms 1,5 ul/min betrug. Das heil3e Peltierelement besal3 eine Temperatur von
80 °C und heizte die rechte Chipseite. Das kalte Peltierelement lag dementsprechend
an der linken Seite des Chips und seine Temperatur betrug 10 °C. Fiir das Experiment
wurde ein reiner Soda-Lime Glaschip mit dem Zwei-Tiefen-Design benutzt. An die
Elektroden in den Seitenreservoirs wurde eine Spannung von 3,15 kV angelegt, wobei
sich die Anode auf der heien Seite befand. Abbildung 4.27 zeigt drei Stufen der

Trennung.
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Abbildung 4.27: FF-TGF Trennung von Myoglobin und Trypsin-Inhibitor: Das blaue Spektrum zeigt
den Probenstrom ohne angelegte Spannung oder Temperatur. Das schwarze Spektrum zeigt den
Probenstrom wenn nur Spannung (3,15 kV) angelegt wird. Das rote Spektrum zeigt den Probenstrom
bei angelegter Spannung (3,15 kV) und angelegtem Temperaturgradienten. Eine Korrektur beziiglich
der Intensitatsabhangigkeit des Farbstoffes von der Temperatur wurde bereits durchgefiihrt.

Das blaue Spektrum zeigt den Probenstrom ohne angelegte Spannung oder
Temperatur. Der Probenstrom durchflieBt nur die Kammer. Das schwarze Spektrum
zeigt den Probenstrom, wenn die Spannung von 3,15 kV an den Chip angelegt wurde.

Eine Trennung und Fokussierung ist deutlich erkennbar. Das rote Spektrum zeigt nun
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den Probenstrom bei zusatzlich zur Spannung angelegtem Temperaturgradienten.
Man erkennt die Wanderung des Probenstroms zur heien Seite der Trennkammer.
AuBBerdem lasst sich deutlich ein Anstieg der Peakhohen beobachten. Das rote
Spektrum  wurde bereits bezlglich der Temperaturabhdngigkeit  der
Farbstoffintensitat korrigiert. Im Vergleich zur Farbstofftrennung in Abschnitt 4.7 ist
dies hier ohne Probleme modglich. Es waren zwar zwei verschiedene Analyte im
Probengemisch vorhanden, allerdings waren beide mit demselben Fluoreszenzmarker
gelabelt. Dadurch war die Intensitaitsabnahme nur durch die Position in der
Trennkammer, beziehungsweise im Temperaturgradienten, abhangig. Eine
Unterscheidung zwischen verschiedenen Farbstoffen, und damit eventuell

verschiedenen Temperaturabhangigkeiten, war somit nicht nétig.

Mit diesem Experiment wurde gezeigt, dass die FF-TGF Technik neben der
Fokussierung und Konzentration von Proteinen auch zur Trennung von
Proteingemischen eingesetzt werden kann. Im Vergleich zur reinen Free-Flow-
Zonenelektrophoretischen Trennung (Abbildung 4.27, schwarzes Spektrum) ergibt
sich eine starkere Konzentrierung der getrennten Proteine (Abbildung 4.27, rotes

Spektrum).
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4.10 FF-TGF - Zusammenfassung und Ausblick

In diesem Kapitel wurde die Anwendung der Temperature Gradient Focusing
Methode auf die Free-Flow Elektrophorese beschrieben [39]. Neben diversen
Charakterisierungsexperimenten konnte die Fokussierung und Trennung von
Proteinen mittels FF-TGF gezeigt werden. Vergleicht man die Ergebnisse der
Fokussierungen mit denen des CE-TGF, so stellt man fest, dass beim CE-TGF vielfach
héhere Fokussierungsfaktoren erreicht werden kdnnen. Ross et al. beschreiben
Experimente, bei denen eine 10.000-fache Fokussierung des Analyten erreicht wird
[57]1. Um diese starken Fokussierungen zu erreichen, wurden aber sehr lange
Zeitraume gebraucht. Die 10.000-fache Fokussierung bendtigte zum Beispiel
100 Minuten. Bei den in diesem Kapitel gezeigten Fokussierungen wurde eine
maximal zweifache Konzentrierung der Probe (Abbildung 4.25) erreicht. Allerdings
muss hier beachtet werden, dass die Free-Flow-Elektrophorese eine kontinuierliche
Trennmethode ist. Bei einer Gesamtflussrate von 5 pl/min benétigt ein Analytmolekdil
etwa 9,8 Sekunden, um durch die Trennkammer zu flieBen. Das heif3t, es befindet sich
auch nur 9,8 Sekunden im Einflussbereich des elektrischen Feldes und des
Temperaturgradienten. Beim CE-TGF erreicht man nach einer Minute Konzentrationen,
die dem zweifachen bis 100-fachen der Ausgangskonzentration entsprechen [57].
Beim FF-TGF erreicht man eine zweifache Konzentration bereits nach knapp zehn
Sekunden. Das zeigt, dass die Ergebnisse des Free-Flow-Temperature-Gradient-
Focusing durchaus mit dem CE-TGF vergleichbar sind. Zusatzlich besitzt das FF-TGF

aber die Moglichkeit, Analyte kontinuierlich zu trennen und zu fokussieren.
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Markerfreie Detektion in pFFE-Systemen durch SERS

Die am haufigsten verwendete Detektionsmethode in der miniaturisierten Free-Flow
Elektrophorese ist die Fluoreszenzdetektion [34-37, 39, 41, 42, 45, 46, 53]. Dabei wird
das Analytmolekil mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert. Dieser Prozess wird
Labeling genannt. Das Analytmolekil wird mit dem Fluoreszenzmarker in einem
bestimmten Verhdltnis gemischt, die verschiedenen Molekiile reagieren chemisch
miteinander und gehen so eine Bindung ein. Diese fluoreszenzmarkierten Analyte
lassen sich nun mit Hilfe der Fluoreszenzdetektion detektieren. Allerdings werden
durch den Labelingprozess die Eigenschaften des Analytmolekiils verandert. Die
fluoreszenzmarkierten Analytmolekiile weisen so zum Beispiel eine andere elektrische
Ladung, Grolle oder elektrophoretische Mobilitat auf als die unmarkierten
Analytmolekdle. Da bei einer elektrophoretischen Trennung aber genau nach diesen
Analyteigenschaften getrennt wird, kann es somit zu einer Veranderung der
Trennergebnisse kommen. Die elektrophoretische Trennung ist dann nicht mehr nur
von den Analyteigenschaften abhdngig, sondern auch von den Eigenschaften des

Farbstoffmarkers.

Es gab bereits einige Ansatze, um die Fluoreszenzdetektion durch andere optische
Detektionsmethoden zu ersetzen. So wurde bei Free-Flow-Elektrophorese-Geraten die
Absorption von UV-Licht zur Detektion verwendet. Dabei wurden mit einer
Scanapperatur 48 Ausgangskapillaren gescannt und fiir jede Kapillare ein Absorbtions-
spektrum gemessen [56]. Ein anderer Ansatz war die Verwendung von vier
Lichtwellenleitern, die direkt an der Trennkammer befestigt waren [55]. Mit Hilfe dieser
Lichtwellenleiter wurde ebenfalls die Absorption des UV-Lichtes beim Passieren der
Trennkammer detektiert. So wurde die Proteinkonzentration in der Trennkammer
gemessen. Nachteil der bisher bekannten alternativen optischen Detektionsmethoden
fur FFE ist, dass sie bisher nur an nicht-miniaturisierten FFE-Gerdten verwendet

wurden.

Im Bereich der Kapillarelektrophorese (CE) findet man neben der UV-Detektion auch
noch andere, nicht fluoreszenzbasierte Detektionsmethoden. Eine dieser Methoden ist
die Leitfahigkeitsdetektion [130-135]. Dabei wird tUber Elektroden die Veranderung der

Leitfahigkeit in der Flissigkeit gemessen und so die Analyte detektiert. Diese
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Variante ist aber in miniaturisierten FFE-Systemen mit mehreren Ausgangen schwer zu
realisieren. Eine andere optische Detektionsmethode, die in der CE [136] und auch in
Mikrokanadle [137-140] erfolgreich angewendet wird, ist die Detektion mittels Raman-
Spektroskopie. Der grol3e Vorteil der Raman-Spektroskopie ist die Mdglichkeit der
qualitativen Messung. Raman-Spektren sind wie ein spektroskopischer Fingerabdruck.
Jedes Molekil besitzt molekilspezifische Spektralbanden. Somit ist es mdglich,

anhand des Spektrums direkt das Molekiil zu identifizieren.

Dieses Kapitel beschreibt die durchgefiihrten Experimente, um die Vorteile der
Raman-Spektroskopie mit denen der Free-Flow-Elektrophorese zu verbinden und
somit eine qualitative, fluoreszenzunabhdngige Detektionsmdglichkeit —fur
miniaturisierte FFE-Systeme zu schaffen. Im Experiment sollte ein markerfreies Protein
mit Hilfe der FFE-Technik fokussiert und an den Chipausgangen mit Hilfe einer
speziellen Raman-Methode, der oberflaichenverstarkten Raman-Streuung (Surface

Enhanced Raman Spectroscopy, SERS), detektiert werden.

Einige der in diesem Kapitel prasentierten Ergebnisse wurden in einem Artikel in der
Fachzeitschrift ,Analyst” veroffentlicht [141]. AuBerdem wurde die Kombination von
Free-Flow Elektrophorese (FFE) mit der markerfreien Surface-Enhanced Raman
Scattering (SERS)-Detektion unter der Nummer 10 2008 032 164.8-52 zum Patent

angemeldet.
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5.1 Raman Grundlagen

In diesem Abschnitt werden die grundlegenden Prinzipien der Raman-Spektroskopie
erlautert und eine Variante der Raman-Spektroskopie, das Surface Enhanced Raman

Scattering (SERS), beschrieben.

Im Jahre 1928 veroffentlichte Chandrasekhara Venkata Raman eine Arbeit Uber die
modifizierte Streustrahlung an Molekillen in Losung [142]. Diese Entdeckung
begriindete die Raman-Spektroskopie, welche hauptsachlich auf dem sogenannten
Raman-Effekt beruht. Wird ein Strom von Photonen auf eine Probe gelenkt, so treffen
die Photonen auf die Molekiile der Probe. Bei diesem Zusammenstol3 kénnen drei
verschiedene Arten von Streuung auftreten. Diese lassen sich anhand der Wellenlange
der Streuung unterscheiden. Ein Molekul der Probe wird durch die Energie des
Photons, mit dem es zusammenst6Rt, in einen virtuellen Energiezustand gehoben. Bei
Zurlckfallen in den energetischen Grundzustand gibt das Molekil die aufgenommen
Energie in Form eines neuen Photons wieder ab. Entspricht die Energie des emittierten
Photons der des eingestrahlten Photons, so handelt es sich um einen elastischen Stof.
Diese Art der Streuung wird Rayleigh-Streuung genannt (Abbildung 5.1a). Mit einer
geringen Wabhrscheinlichkeit findet keine elastische Streuung, sondern eine
Energielibertragung beim Zusammenstol3 zwischen Molekil und Photon statt. Diese
inelastische Streuung wird als Raman-Effekt bezeichnet. Bei der inelastischen Streuung
unterscheidet man zwei Falle. Ist die Energie des abgestrahlten Photons geringer als
die Energie des anregenden Photons, so spricht man von Stokes-Streuung (Abbildung
5.1b). Fallt das Molekil nun nicht in den Grundzustand, sondern in ein angeregtes
Vibrationsniveau zwischen Grundzustand und virtuellem Energieniveau zurlick, so
besitzt das abgestrahlte Photon weniger Energie als das anregende Photon besals.
Befindet sich das Molekil bereits in einem angeregten Vibrationsniveau und wird
dann von einem Photon getroffen, so wird es in ein hoheres virtuelles Energieniveau
gehoben. Fallt es aus diesem héheren Energieniveau in den Grundzustand zurlick, so
wird ein Photon mit einer hoheren Energie im Vergleich zum anregenden Photon

abgestrahlt. Dieser Prozess wird Anti-Stokes-Streuung bezeichnet (Abbildung 5.1¢).



138 Markerfreie Detektion in uFFE-Systemen durch SERS

virtuelles
Energieniveau

Energie

angeregtes
Vibrationsniveau

\ 4 ) 4
a b C

Grundzustand

Abbildung 5.1: Schematische Darstellung des Raman-Effektes. Ein Molekiil wird von einem Photon
mit einer bestimmten Energie und Frequenz getroffen (griiner Pfeil). Bei einem elastischen StoR besitzt
das abgestrahlte Photon die gleiche Energie und Frequenz wie das eingestrahlte Photon (a). Wird
Energie zwischen Photon und Molekiil tibertragen, so spricht man von einem inelastischen Stof3. Besitzt
das abgestrahlte Photon dabei weniger Energie, so spricht man von Stokes-Streuung (b). Besitzt das
abgestrahlte Photon bei einem inelastischen Stof3 mehr Energie als das anregende Photon, so spricht
man von Anti-Stokes-Streuung (c).

Durch die Energieanderung und die damit verbundenen Frequenzverschiebungen
beim inelatischen Sto kann man anhand der Frequenz des emittierten Photons
zwischen Stokes- und Anti-Stokes-Streuung unterscheiden. Im klassischen Fall regt ein

elektromagnetisches Feld E ein Molekiil mit der Frequenz f an:

E =Ey sin 2rft 5.1

Dieses elektromagnetische Feld induziert in dem Molekiil ein Dipolmoment ¢:

@ = aF = aE sin2nft 5.2

a steht hierbei fiir die Polarisierbarkeit des Molekiils. Nach Gleichung 5.2 schwingt der
Dipol mit der Frequenz f und emittiert Photonen mit derselben Frequenz wie der des
anregenden elektromagnetischen Feldes. Dieses emittierte Licht ist die Rayleigh-
Streuung (Abbildung 5.1a). Schwingt der Dipol nun mit der Frequenz f,,, einer seiner
Normal-Moden, so verschiebt sich die Elektronenwolke periodisch um das Atom.

Dadurch andert sich die Polarisierbarkeit zu:

a = ao+ B sin2m f,t 53

Qo ist das statische Dipolmoment und {3 beschreibt, wie stark sich die Polarisierbarkeit

des Molekiils in Abhangigkeit von der Schwingung andert.
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Aus den Gleichungen 5.2 und 5.3 ergibt sich somit die Gleichung fiir das in dem

Molekil induzierte Dipolmoment:

@ = (ao + B sin 27 f,t) Eo sin 2nft 5.4

Durch Umformen von Gleichung 5.4 ergeben sich folgende Therme:

- 1 -
@ = a0 Eo sin2nft "3 BEo |cos2m (f + f,)t — cos 2w (f — f,)t 5.5
Rayleigz Anti—Stokes Stokes

Der induzierte Dipol emittiert somit drei Arten von Strahlung. Beim ersten Term, der
Rayleigh-Streuung, sind die Energie und die Frequenz gegentiber dem eingestrahlten
Licht unverandert. Der zweite Term in Gleichung 5.5 beschreibt die Anti-Stokes-
Streuung. Hier sind aufgrund des Energielibertrags vom anregenden Photon auf das
Molekiil die Energie und die Frequenz des emittierten Lichtes hoher. Aufgrund dessen
ist das emittierte Licht bei der Anti-Stokes-Streuung blauverschoben (Abbildung 5.1¢).
Der dritte Term beschreibt die Stokes-Streuung. Hier sind Energie und Frequenz des
emittierten Lichtes geringer als beim anregenden Licht. Daher findet bei einer Stokes-
Streuung eine Rotverschiebung (Abbildung 5.1b) statt. Aus Gleichung 5.5 lasst sich
auch erkennen, dass bei einer Molekil-Polarisierbarkeit B von null keine Raman-

Streuung auftritt.

Surface-Enhanced Raman Scattering

Die Wahrscheinlichkeit einer inelastischen Streuung ist im Vergleich zur elastischen
Rayleigh-Streuung etwa um einen Faktor 10° bis 10* geringer. Daher braucht man
unter normalen Messbedingungen einen Laser als Anregungslichtquelle, einen
sensitiven Detektor und eine groBBe Anzahl streuender Molekiile, um ein Raman-
Spektrum aufzunehmen. Da aber bei modernen biologischen Analysen meist nur
geringe Mengen eines Stoffes vorhanden sind, sind die Anwendungsmaglichkeiten fiir
die Raman-Spektroskopie hier sehr beschrankt. Im Jahre 1974 beobachteten
Fleischmann et al. dass Proben, die auf einer rauen Silberelektrode adsorbiert waren,
ein starkes Raman-Signal besal3en [143]. Diese Signalverstarkung wurde wenig spater
auch durch Jeanmaire [144] und Albrecht [145] beobachtet. Jeanmaire und Van Duyne
folgerten, dass die hohe Raman-Intensitat mit der Kontaktfliche von Molekil und

Silber zusammenhangt [144]. Damit war erstmal die oberflichenverstarkte Raman-
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Streuung (Surface-Enhanced Raman Scattering, SERS) beschrieben worden. Die SERS-
Technik wurde seitdem standig verbessert. Es wurde klar, dass die Verstarkung des
Signals von der Rauigkeit der Oberflache und dem Material der verstarkenden
Oberflache abhdngt. Neben Silber, das die starkste Signalverstarkung zeigt, wurden
auch mit Gold oder Kupfer grof3e Verstarkungen erreicht [146]. Allerdings muss je nach
Material die Anregungswellenldange angepasst werden. Mit der SERS-Technik lassen
sich bis zu 10°-fach starkere Signale erzeugen als bei normalem, unverstarktem Raman
[147]. Die eigentliche Verstarkung des Raman-Signals ist die Summe aus einer

elektromagnetischen und einer chemischen Verstarkung.

Aus Gleichung 5.5 ergibt sich, dass sich die inelastiche Streuung durch eine Erhéhung
des elektromagnetischen Feldes Eo oder der schwingungsabhangigen
Polarisierbarkeit [ verstarken lasst. Die elektromagnetische Verstarkung hat ihre
Ursache in der Induktion von lokalisierten Plasmonen auf der Oberflache des rauen
Metalls [148]. Mit Plasmonen bezeichnet man die kollektive Schwingung von freien
Elektronen gegen die positiv geladenen Kerne in Metallen. Oberflichenplasmonen
sind evaneszente Oberflichenwellen. Auf glatten Oberflaichen breitet sich das
elektrische Feld parallel zur Oberflache aus. Auf rauen Oberflaichen hingegen kénnen
sich Plasmonen auch senkrecht zur Oberflache ausbilden. Aufgrund des resonanten
Charakters der lokalisierten Plasmonen tritt eine Polarisierung und eine Vergrof3erung
des elektrischen Feldes ein. Einige Metalle erlauben die Anregung von Plasmonen mit
sichtbarem beziehungsweise ultraviolettem Licht. Metalle wie Gold, Silber und Kupfer
eignen sich besonders gut als verstarkende Materialen. Daneben haben auch GréRe
und Form der verstarkenden Partikel Einfluss auf die elektromagnetische Verstarkung.

Das verstarkende Feld nimmt mit der Distanz d zum Partikel ab [149]:
r \12
Everstiirkt X (T'-I-_d) 5.6
r ist dabei der Radius des verstarkenden Partikels. Gleichung 5.6 zeigt, dass sich die
Reichweite der Verstarkung erhoht, wenn der verstarkende Partikel grofer ist. Die

Verstarkung hingegen ist nicht von der Partikelgro3e abhangig.

Bei der chemischen Verstarkung wird die Polarisierbarkeit des Molekiils erhoht, was
nach Gleichung 5.5 ebenfalls zu einer Verstarkung des Raman-Signals fiihrt. Die

Erhohung der Polarisation erfolgt durch kurzreichweitige Wechselwirkungen,
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vermutlich durch ,charge-transfer”-Effekte zwischen Probe und verstarkender
Oberflache. Die chemische Verstarkung wirkt nur auf die direkt auf dem verstarkenden
Partikel adsorbierten Molekiile, da die Verstarkung von der Bindung zwischen Molekiil
und Oberflache abhangt [150].



142 Markerfreie Detektion in pFFE-Systemen durch SERS

5.2 Chipdesign und experimenteller Aufbau

Fiir die WFFE-SERS Experimente wurde ein spezielles Chipdesign entworfen. Da es bei
den Experimenten darum ging, die SERS-Detektion in pFFE-Systemen zu
implementieren, wurde das UFFE-System bewusst einfach gehalten. Als Grunddesign
diente das bereits in Kapitel 4.3.2 beschrieben Design. Allerdings gab es einige
Modifizierungen, so waren die Seitenreservoire komplett langs der Kammer. Auch
wurden jeweils beide Trennkammerseiten komplett mit Seitenkandlen kontaktiert.
Jedes Seitenreservoir war durch 350 Seitenkandle mit der Trennkammer verbunden. In
die Kammer mindeten 62 Eingangskandle und am Ausgang der Trennkammer
befanden sich 64 Ausgangskanale. Diese 64 Ausgangskanale wurden zu einem grof3en
Ausgangskanal zusammengefiihrt. Alle Strukturen des Designs besaBen mit 17 um die
gleich Tiefe. In der Kammer befanden sich 31.104 Pfosten, die ein Zusammenfallen der
Kammer wahrend des Glasbondings verhindern sollten (vergleiche Kapitel 3.2.2).
Durch das Anlegen eines Unterdrucks am Ausgang wurden die Puffer und die Probe
durch den Chip gesaugt. Da nur ein Ausgang vorhanden war, lie} sich das ganze
System mit nur einer Pumpe betreiben. Dies sorgte fiir eine weitere Vereinfachung des
Versuchsaufbaus, was bei den engen Platzverhaltnissen am Raman-Messplatz von
Vorteil war. Als Pumpe wurde eine Spritzenpumpe (sp210iw, World Precision
Instruments) verwendet. Abbildung 5.2a zeigt das fiir die SERS-pUFFE Experimente
benutzte Chipdesign.

. Elektrolytreservoir Proben- und Elektrolytreservoir b
d Proben-und — * (LE) Elektrolytreservoir (LE)
Elektrolytreservoir (TE)
(TE) Einlgangskanéle aman-LaserstrahI
—
\ Elektrolyt-
reservoir (LE)
A r'y
A
* \
Elektrolyt- Elektrolyt-
reservoir Seitenkanile Elektrolyt-

Ausgangskanale ~ reservoir

(TE) (LE) reservoir (TE) Ausgangskanile

Abbildung 5.2: Schematische Darstellung des SERS-uFFE-Chips. a) zeigt das verwendete
Chipdesign, in b) erkennt man, wo die Raman-Messung am PFFE-Chip stattfand.
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Durch die gro3e Anzahl von Seitenkanalen, die die gleiche Tiefe wie die Trennkammer
besaBen, und den Betrieb des Chip mittels Unterdruck war mit einer starken
hydrodynamischen Fokussierung der Probe in der Trennkammer zu rechnen

(vergleiche Kapitel 3.3.3).

Der Chip wurde komplett aus Glas hergestellt. Hierbei kam Soda-Lime-Glas zum
Einsatz. Der Chip war nach dem Bonden 2,2 mm dick. Die Glasdicke spielte allerdings
bei den Experimenten keine Rolle, da mit sichtbarem Licht angeregt wurde, bei dem
das Glas eine Transmission von Uber 90% besa und somit das Licht keine
nennenswerte Dampfung beim Glasdurchtritt erfuhr. Die eigentlichen Raman-
Messungen fanden in den 64 Ausgangskandlen statt. Fiir die Molekilanregung wurde
ein Krypton-lonen-Laser (Coherent, USA) mit einer Wellenldnge von 568 nm
verwendet. Das Licht wurde durch ein inverses Mikroskop, auf dem der YUFFE-Chip
befestigt war, auf die Ausgangskanale fokussiert. In dem Mikroskop kam ein
LCPPlanFI-Objektiv (Olympus) mit einer 20-fachen Vergrof3erung zum Einsatz. Um die
Dampfung des Lichts beim Ubergang zwischen Objektiv und Chip mdglichst gering zu
halten, wurde Indexdl verwendet. Ein LabRam HR-Spektrometer von JobinYvon diente
als Detektor der Raman-Streuung. Fir die Raman-Messung im Chip wurde der
Laserstrahl nacheinander auf jeden einzelnen Ausgangskanal gerichtet (Abbildung

5.2b). So erhielt man fir jeden Ausgangskanal ein SERS-Spektrum.

Mit Hilfe der Isotachophorese (ITP), welche bereits erfolgreich in pFFE-Systemen
angewendet wurde (siehe Kapitel 2), sollte die Probe fokussiert werden. Die ITP erlaubt
eine sehr starke Fokussierung und die Fokussierungsergebnisse besitzen eine hohe
Reproduzierbarkeit. Als zu fokussierende Probe wurde das Protein Myoglobin

verwendet.
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5.3 SERS - Vorexperimente

Um hohe Raman-Signalintensitaten fiir die uFFE-Detektion zu erhalten, wurde nicht
die klassische Raman-Spektroskopie, sondern die oberflaichenverstarkte Raman-
Streuung als Detektionsmethode gewahlt. Die Signalverstarkung wurde durch
Silberkolloide erreicht. Die Kolloide wurden sowohl mit der Probenldsung als auch mit
den Pufferlésungen gemischt, so dass im ganzen pPFFE-System Silberkolloide
vorhanden waren. Bevor allerdings erste Detektionsexperimente am Chip erfolgen
konnten, mussten durch Vorexperimente zwei wichtige Eigenschaften der Kolloide
untersucht werden. Im ersten Experiment wurde die Ablenkung der Silberkolloide im
elektrischen Feld untersucht. Wirde das elektrische Feld einen Einfluss auf die
Bewegung der Kolloide haben und die Kolloide wiirden im elektrischen Feld
abgelenkt werden, so waren die SERS-Experimente in der genannten Form nicht
realisierbar. Die Ablenkung der Analyte wiirde dann durch die Bewegung der Kolloide

im elektrischen Feld beeinflusst.

Das zweite Experiment befasste sich mit der Gré3e der Kolloide. Wie bereits erwahnt,
erhoht sich die Reichweite der Verstarkung mit der Gro3e des verstarkenden Partikels
(Gleichung 5.6). Damit eine bestmogliche Verstarkung des Signals stattfindet, musste

eine optimale KolloidgroRe fir die Detektionsexperimente bestimmt werden.

5.3.1 Ablenkung der Kolloide im elektrischen Feld

Um herauszufinden, ob die Silberkolloide vom elektrischen Feld beeinflusst werden,
wurden zwei Experimente durchgefiihrt. Im ersten Experiment wurde die Ablenkung
des Fluoreszenzfarbstoffes Rhodamin B im elektrischen Feld gemessen. Dazu wurde
eine 100 uM konzentrierte L6sung mit einem pH-Wert von drei angesetzt. Bei diesem
pH-Wert sollte das Rhodamin elektrisch neutral sein beziehungsweise eine sehr kleine
Restladung besitzen. Die Rhodamin-B-L6sung wurde dann in eines der beiden
Eingangsreservoire des SERS-UFFE-Chip gefiillt (Abbildung 5.2a). In das andere
Eingangsreservoir wurde ein Puffer mit einem pH-Wert von ebenfalls drei gefiillt. Die
Flussrate wahrend des Experiments betrug 5 pl/min. Wahrend des Experiments wurde
ein Bild der Kammer aufgezeichnet und so die Position des Rhodamin B-Flusses in der
Trennkammer bestimmt. Anschlieend wurde eine Spannung von 400 Volt an den

Chip gelegt, wobei sich die Anode auf der linken Chipseite befand (entspricht dem
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linken Reservoir in Abbildung 5.2a). Auch hier wurde von der Position des Rhodamin B
in der Trennkammer eine Aufnahme gemacht. Um jetzt den etwaigen Einfluss des
elektrischen Feldes auf die Silberkolloide zu untersuchen, wurde das Experiment
erneut durchgefihrt, allerdings wurde die Rhodamin-B-L6sung durch eine Rhodamin
B/Silberkolloid-L6sung ausgetauscht. Die Rhodamin-B/Silberkolloid-L6sung wurde
schon eine Stunde vor dem Experiment inkubiert, was eine starkere Bindung zwischen
dem Farbstoff und den Silberkolloiden bewirkte. Auch bei diesem Experiment wurden
Bilder des Probenstromes in der Trennkammer mit und ohne Spannung
aufgenommen. AnschlieBend wurde die Ablenkung zwischen der reinen Rhodamin B-
Lésung und der Rhodamin B-Silberkolloid-Losung verglichen. Idealerweise sollte keine
Ablenkung erkennbar sein. Falls doch eine Ablenkung des Probenstroms erkennbar
ware, und diese Ablenkung bei beiden Losungen gleich ware, dann kénnte daraus
geschlossen werden, dass es sich hierbei nur um die Ablenkung des Rhodamin-B-
Farbstoffes im elektrischen Feld handelt und das elektrische Feld die Silberkolloide
nicht beeinflusst. Ist die Ablenkung nicht identisch, so werden die Silberkolloide durch
das elektrische Feld beeinflusst. Abbildung 5.3 zeigt die Ergebnisse der beiden

Messungen.
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Abbildung 5.3: Untersuchung der etwaigen Ablenkung der Silberkolloide im elektrischen Feld. a)

zeigt die Spektren der Rhodamin B- und der Rhodamin B/Silberkolloid-L6sung ohne angelegte
Spannung. Die Lésung mit den Kolloiden besitzt eine geringere Intensitdt und ein schmaleres
Spektrum. b) zeigt die beiden L&sungen bei einer Spannung von 400 V. Eine Verschiebung der
Probenstrome beziehungsweise eine Wanderung der Rhodamin B/Silberkolloid-Lésung ist nicht
erkennbar. Der Abstand zwischen den beiden Spektren ist identisch zum Abstand der Spektren in a).
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In Abbildung 5.3a erkennt man, dass der Farbstoff/Kolloid-Strom schmaler ist als der
reine Rhodamin B-Strom und eine geringere Intensitat besitzt. Legt man nun ein
elektrisches Feld an die Trennkammer an und vergleicht die gemessenen Spektren mit
den Spektren, die ohne Spannung gemessen wurden, so erkennt man, dass keine
sichtbare Ablenkung beim Anlegen des elektrischen Feldes erfolgt ist. Der relative
Abstand zwischen den Spektren ist gleich geblieben (Abbildung 5.3). Dieses Ergebnis
zeigte, dass die Silberkolloide nicht vom elektrischen Feld beeinflusst wurden und

somit nicht die elektrophoretische Wanderung der Analytmolekiile beeinflussen.

5.3.2 Bestimmung der optimalen Kolloidgrof3e

Flr ein starkes SERS-Signal spielt die GroBe der Silberkolloide eine besondere Rolle. Je
groBer die Kolloide, desto starker ist das SERS-Signal. Die Silberkolloide wurden nach
dem Rezept von Lee und Meisel hergestellt [151] und besallen in ihrem
Ursprungszustand einen Durchmesser von circa 250 nm. Durch das Mischen der
fertigen Silberkolloide mit Ascorbinsdure konnte man nun die Agglomeration fordern
und somit groBere Kolloide erzeugen. Da die Silberkolloide sich aber sowohl in der
Probe wie auch den Puffern befanden und mit durch den Chip flossen, durfte eine
kritische KolloidgréBe nicht tiberschritten werden, um ein Verstopfen des uFFE-Chips
zu vermeiden. Die kleinsten Strukturen im verwendeten Design waren die Seiten- und
die Ausgangskanale. Ein Kanal war nach dem Glasatzen jeweils etwa 40 pm breit und
17 um tief. Damit die Collide problemlos durch den Chip flieBen konnten, sollte ihr
Durchmesser etwa 10 um betragen. Um das optimale Mischungsverhaltnis zwischen
Silberkolliden und Ascorbinsaure fiir die Agglomeration von Silberkolloiden mit einem
Durchmesser von 10 um zu bestimmen, wurden Mischungen mit verschiedenen
Verhaltnissen angesetzt. Nach einer Stunde Inkubationszeit wurde die Grol3e der
Kolloide vermessen. Abbildung 5.4a zeigt den gemessenen Verlauf der Kolloidgrof3e in

Abhangigkeit vom Mischungsverhaltnis.
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Abbildung 5.4: Agglomeration  der Silberkolloide und Bestimmung des optimalen

Mischungsverhdltnisses zwischen Silberkolloiden und Ascorbinsdure. a) zeigt den Grof3enverlauf der
Kolloide in Abhdngigkeit vom Mischungsverhdltnis, b) zeigt Kolloide bei einem Mischungsverhaltnis
von 17:1 (Kolloide:Ascorbinsdure). Ein Rasterquadrat hat eine GréBe von 10 um x 10 um.

Bei einem Mischungsverhaltnis von 17:1 besa3en die Kolloide eine Grée von 10 um
oder kleiner. Abbildung 5.4b zeigt eine Mikroskopaufnahme der Kolloide bei einem
Mischungsverhaltnis von 17:1 (Kolloide:Ascorbinsdure). Man kann erkennen, dass die
Silberkolloide alle kleiner als die kritische GréBe von 10 um sind. Ein Mischungs-
verhdltnis von 17:1 (Kolloide:Ascorbinsdaure) war also am besten geeignet, um
agglomerierte Silberkolloide zu erzeugen, die 10 um im Durchmesser (oder kleiner)

waren.
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5.4 Fokussierung von Myoglobin: Erstes Experiment

Nachdem mit dem vorher beschriebenen Experiment ein Einfluss des elektrischen
Feldes auf die Silberkolloide ausgeschlossen werden konnte, sollte nun erstmalig eine
Protein-Fokussierung in einem uFFE-Chip durch die SERS-Technik detektiert werden.
Als Probe wurde das Protein Myoglobin verwendet. Da eine markerfreie Detektion des
Myoglobins stattfinden sollte, konnte die Fokussierung des Proteins nicht
fluoreszenzmikroskopisch kontrolliert werden. AuBerdem wiirde das Fluoreszenz-
spektrum des Farbstoffes das Raman-Spektrum lberdecken und somit eine Raman-
Detektion unmdglich machen. Da eine optische Kontrolle der Fokussierung wahrend
des Experiments nicht moglich war, mussten die optimalen Chipparameter, wie zum
Beispiel Flussrate oder Fokussierungsspannung, im Voraus bestimmt werden. Dazu
wurde fluoreszenzmarkiertes Myoglobin als Probe verwendet und mittels
Isotachophorese im PFFE-Chip (Abschnitt 5.2) fokussiert. In diesem Vorversuch waren
weder die Puffer noch die Probe mit Silberkolloiden gemischt. Mit Hilfe dieses
Vorversuches wurden als Parameter eine Flussrate von 5 pl/min und eine Spannung
von 204 Volt bestimmt. Die Anode befand sich dabei auf der rechten Chipseite
(vergleiche Abbildung 5.2). Als Leading Electrolyte (LE) wurde eine 10 mM Chlorid-
Losung verwendet, welche durch Ethanolamin auf einen pH-Wert von 9,3 eingestellt
wurde. Als Terminating Electrolyte (TE) wurde eine 6 mM B-Alanin-Losung verwendet.
Diese Losung wurde mit Hilfe von Ba(OH), auf einen pH-Wert von 10,2 eingestellt.
Sowohl der LE als auch der TE wurden nun mit Silberkolloiden gemischt. Um die
Gefahr einer Kanalverstopfung in diesem Experiment mdoglichst gering zu halten,
wurden nur nicht-agglomerierte Kolloide verwendet. Das Mischungsverhaltnis
zwischen LE beziehungsweise TE und den Kolloiden betrug 1:10. Das Myoglobin
wurde im TE gel6st. Die Myoglobinkonzentration in dieser Losung betrug 2,5 mM.
Diese Losung wurde dann im Verhaltnis 1:10 (Myoglobinldsung : Silberkolloide) mit
den Kolloiden verdinnt und fir eine Stunde inkubiert. Die resultierende
Myoglobinkonzentration in der Probe nach dem Mischen mit der Kolloidldsung betrug
227 uM. Der Laser des Raman-Aufbaus hatte eine Wellenlange von 568 nm und eine
Leistung von 4 mW bei einem Spotdurchmesser von circa 3 um. Die Messdauer pro
Ausgangskanal wurde auf zehn Sekunden festgelegt. Die Messung wurde im

auBersten Ausgangskanal auf der linken Seite begonnen (vergl. Abbildung 5.2a).
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Flr jeden Ausgangskanal wurde ein Spektrum aufgenommen. Abbildung 5.5 zeigt das
Ergebnis der ersten Messungen aller Ausgangskanale. Eine Spannung lag noch nicht

an. Die Probe floss nur durch die Kammer, ohne durch ein elektrisches Feld beeinflusst
zu werden.
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Abbildung 5.5: FFE-SERS-Detektion von Myoglobin.
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Abbildung 5.6: FFE-SERS Detektion von Myoglobin. Die Abbildung zeigt die Spektren aller 64

Ausgdnge, wenn eine Spannung von 204 Volt an den Chip gelegt wurde. Die Spektren der Kandle 38
und 39 weisen eine sehr hohe Intensitat auf.
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Nun wurde die Spannung von 204 Volt an den Chip angelegt. In Abbildung 5.6 ist eine
deutliche Veranderung in einigen Spektren zu erkennen. In den Kandlen 38 und 39
sind sehr intensive Spektren gemessen worden. Vergleicht man die Position des
Molekilspektrums aus Abbildung 5.5 mit den beiden intensiven Spektren aus
Abbildung 5.6, so erkennt man eine Wanderung des Molekilsignals um etwa 22
Ausgangskanadle. Diese Wanderung der Spektren lasst auf eine elektrophoretische
Bewegung in der Trennkammer schlieBen. Allerdings ist der sehr starke Anstieg der
Signalintensitat so nicht erwartet worden. Die gemessenen Intensitaten entsprachen
einer etwa 32-fachen Verstarkung des Signals. Bei einer genaueren Betrachtung der
gemessenen Spektren wurde festgestellt, dass es sich bei den starken gemessenen

Spektren aus Abbildung 5.6 nicht um reine Myoglobin-Spektren handelt.
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Abbildung 5.7: Untersuchung der Raman-Spektren. a) zeigt das gemessene, intensive Spektrum
am Kanal 38 (schwarzes Spektrum) im Vergleich zu einem Kohlenstoff-Spektrum (rotes Spektrum), was
ebenfalls im Chip gemessen wurde. b) zeigt ein SERS-Spektrum von Myoglobin (Konzentration: 454 uM).

Abbildung 5.7a zeigt den Vergleich zwischen dem gemessenen Spektrum an Kanal 38
(schwarzes Spektrum) und ein Kohlenstoff-Spektrum (rotes Spektrum). Das
Kohlenstoff-Spektrum wurde nach dem Experiment in Ablagerungen vor den
Ausgangskanadlen im Chip gemessen. Es zeigt sich, dass sich die beiden Spektren sehr
ahnlich sehen. Vergleicht man nun das gemessene Spektrum mit einem Myoglobin-
Referenzspektrum (Abbildung 5.7b), so erkennt man, dass dem gemessenen Spektrum
an Kanal 38 einige, flir Myoglobin typische, Spektralbanden wie zum Beispiel die
Doppelpeaks bei einer Wellenzahl von 1600 cm™ fehlen beziehungsweise nur ganz

schwach ausgebildet sind. Es scheint, als bestiinde das schwarze Spektrum in
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Abbildung 5.7a aus einem Kohlenstoff-Spektrum, auf dem einige wenige Myoglobin-
spezifische Peaks ,aufsitzen”. Weitere Raman-Messungen in Ablagerungen an den
Ausgangskandlen zeigten, dass sich ungewodhnlich viel Kohlenstoff in der
Trennkammer befand. Diese Kohlenstoffablagerungen sind vermutlich durch eine
Verbrennung des Myoglobins in der Trennkammer entstanden. Daraus folgt, dass eine
Laserleistung von 4mW bei einem Spotdurchmesser von 3 um eindeutig zu hoch ist,
um SERS-Signale von Proteinen zu messen, ohne diese zu beschadigen oder zu

zerstoren.

Allerdings hat dieses erste Experiment gezeigt, dass eine SERS-Detektion von
Molekilspektren  (Kohlenstoff) im Chip mdglich ist. Aullerdem lie8 sich die

elektrophoretische Wanderung der Probe in der Trennkammer detektieren.



152 Markerfreie Detektion in uFFE-Systemen durch SERS

5.5 Anpassungen im experimentellen Aufbau

Aufgrund der in Abschnitt 5.4 gewonnen Ergebnisse wurden einige Anderungen der

Parameter des Experiments vorgenommen.

Um ein Verbrennen des Myoglobins zu verhindern, musste die Intensitat des Lasers
bei gleichbleibender Spotgrof3e verringert werden. Die geringere Intensitat und die
damit geringere Energie zur Anregung der Molekiile sollte durch eine langere
Integrationszeit wahrend der Raman-Messung ausgeglichen werden. Abbildung 5.8
vergleicht die SERS-Spektren einer Messung mit einer hohen Laserleistung und einer
kurzen Integrationszeit mit einer Messung mit halber Laserleistung und doppelter
Integrationszeit. Als Probe wurde bei beiden Messungen eine Myoglobin-Losung mit
einer Konzentration von 227 puM verwendet. Die Losung war im Verhaltnis 1:10

(Myoglobinlosung : Silberkolloide) mit den Kolloiden gemischt worden.
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Abbildung 5.8: Vergleich zwischen einem SERS-Spektrum von Myoglobin, was mit einer hohen

Laserleistung und einer kurzen Integrationszeit gemessen wurde (rotes Spektrum) und einem SERS-
Spektrum, welches mit einer nur halb so hohen Laserleistung aber mit einer doppelt so langen
Integrationszeit gemessen wurde (schwarzes Spektrum).

Abbildung 5.8 zeigt, dass die Auflésung des SERS-Spektrums, das mit halber
Laserleistung und doppelter Integrationszeit (schwarzes Spektrum) gemessen wurde,
besser als die des Spektrums mit hoher Laserleistung und kurzerer Integrationszeit
(rotes Spektrum) ist. Zum Beispiel sind im schwarzen Spektrum die Peaks bei 1600 cm™
deutlich ausgepragter als im roten Spektrum. Auch die Peaks bei 1500 cm™ sind im

schwarzen Spektrum besser aufgel6st als im roten Spektrum. Es wird deutlich, dass
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eine Verdopplung der Integrationszeit und eine Halbierung die Laserleistung die

Auflésung der SERS-Messung nicht verschlechtert sondern verbessert.

Um die Detektion noch eindeutiger zu machen, wurde auch die Konzentration des
Myoglobins in der Myoglobin-Silberkolloid-L6sung von 227 upM auf 454 uyM
verdoppelt. AulBerdem wurden die in Abschnitt 5.3.2 gewonnen Ergebnisse dazu
benutzt, agglomerierte Silberkolloide herzustellen. Sowohl die Konzentrations-
erhdhung der Probe als auch die VergroBerung der Silberkolloide sollte eine Detektion

erleichtern und ein starkeres Myoglobinsignal liefern.
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5.6 Fokussierung von Myoglobin: Zweites Experiment

Mit den Erfahrungen aus dem ersten UFFE-SERS Experiment (Abschnitt 5.4) und den
Anderungen aus Abschnitt 5.5 wurde ein zweites Experiment durchgefiihrt. Als Puffer
wurden die schon im ersten Fokussierungs-Experiment beschriebenen LE- und TE-
Losungen verwendet. Als Probe wurde wieder Myoglobin verwendet, das in TE gel6st
worden war, diesmal allerdings mit der oben erwahnten héheren Konzentration von
454 uM. Sowohl die Puffer als auch die Probe wurden im Verhdltnis 1:10 mit den
agglomerierten Silberkolloiden gemischt. Zur Agglomeration wurde den
Silberkolloiden Ascorbinsaure im Verhaltnis 1:17 (Ascorbinsaure:Kolloide) zugegeben.
Die Bestimmung des optimalen Mischungsverhaltnisses wurde in Abschnitt 5.3.2
beschrieben. Der Chip wurde wahrend des Experimentes mit einer Flussrate von

5 pl/min betrieben. Abbildung 5.9 zeigt noch einmal eine Ubersicht tiber den Chip.

Profar-und — g ¥~ Elektrolytreservoir
Elektrolytreservoir (LE)
(TB) Eingangskanale
1
4 Messpunkte 4
I —— ‘
Elektrolyt- Elektrolyt-
reservoir reservoir
(TE) (LE)
5 pl/min
Abbildung 5.9: Ubersicht tiber den Chip, welcher im Rahmen des zweiten Fokussierungsversuches

benutzt wurde.

Zur Erzeugung des elektrischen Feldes wurde eine Spannung von 210 Volt an die
Elektroden angelegt. Die Anode lag im rechten Seitenreservoir des Chips (Abbildung
5.9). Der Laser war wieder auf eine Wellenlange von 568 nm eingestellt. Die
Laserleistung wurde, im Vergleich zum ersten Fokussierungs-Experiment, auf 1,3 mW
reduziert und die Integrationszeit fiir die Messung der SERS-Spektren auf jeweils 20

Sekunden erhoht. In jedem Ausgangskanal des WFFE-Chips wurde wieder ein
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Spektrum gemessen, beginnend mit dem auflersten linken Ausgangskanal (siehe
Abbildung 5.9). Abbildung 5.10 zeigt die gemessenen Spektren fiir alle 64

Ausgangskanale, wenn keine Spannung an den Chip angelegt war.

Intensitat [a.u.]

Abbildung 5.10: Ubersicht (ber alle in den Ausgangskanilen gemessenen SERS-Spektren. Eine
Spannung war wahrend dieser Messung nicht angelegt. Myoglobin-Spektren lassen sich bei den
Ausgangskandlen 22-25 erkennen.

In den Ausgangskanalen 22 bis 25 lassen sich Spektren erkennen, die sich in Intensitat
und Form von den restlichen gemessenen Spektren unterscheiden. Ein Vergleich mit
den Myoglobin-Spektren in Abbildung 5.8 zeigt, dass es sich bei den Spektren um
Myoglobin-Spektren handelt. Die Spektralbanden bei den Wellenzahlen 1600 cm™ und

1300 cm™ lassen sich eindeutig zuordnen.

Nun wurde eine Spannung von 210 Volt an den Chip gelegt und erneut ein SERS-
Spektrum fiir jeden Ausgangskanal gemessen. Abbildung 5.11 zeigt die Ubersicht tiber
alle 64 gemessenen SERS-Spektren in den Ausgangskanalen. In den Kandlen 23 und 24
war ein deutlicher Intensitatsanstieg der Spektren zu verzeichnen. Anhand der
Spektralbanden lieBen sich diese Spektren wieder eindeutig dem Myoglobin

zuordnen.
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Abbildung 5.11: Ubersicht (iber die gemessenen SERS-Spektren. Eine Spannung von 210 Volt lag am
Chip an. Ein Signalanstieg kann in den Kandlen 23 und 24 beobachtet werden. Zusétzlich gibt es in den
Kanalen 61 und 62 noch sehr intensive Spektren.

Zusatzlich war eine Intensitatszunahme der SERS-Spektren in den Ausgangskanalen 61
und 62 messbar. Vergleicht man die Spektren der Kandle 61und 62 mit den Spektren
der Kandle 23 und 24, so erkennt man, dass diese Spektren nicht identisch sind. Die
Spektren in den Kanalen 61 und 62 sind definitiv keine Myoglobin-Spektren. Um die
Ursache dieser ungewollten Spektren herauszufinden, wurden die Ausgangskanale 61
bis 64 mit Hilfe eines Mikroskops untersucht (Abbildung 5.12).

Abbildung 5.12: Mikroskopische Aufnahme der Ausgangskandle 61 bis 64. Vor den Kandlen haben
sich Kolloidklumpen gebildet.
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Man erkennt, dass sich kurz vor den Ausgangskanalen 61 und 62 Silberkolloidklumpen
an den Pfosten in der Kammer gebildet haben. Diese Klumpen erzeugen wahrend der
Messung die ungewollten Spektren. Auch in Abbildung 5.10 sind in den Kanadlen 61
und 62 schon erste Anzeichen der Fremdspektren zu erkennen. Je langer das
Experiment dauert, desto groBer werden die Kolloidklumpen und desto starker wird

das gemessene Raman-Signal an diesen Stellen.

Die Detektion einer Fokussierung und Konzentrierung des Myoglobins nach Anlegen
der Spannung war deutlich in den Ausgangskandlen 23 und 24 zu erkennen.
Vergleicht man die Spektren, welche im Kanal 23 ohne Spannung und mit Spannung

gemessen wurden, so wird die Konzentrierung deutlich sichtbar (Abbildung 5.13).
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Abbildung 5.13: SERS-Spektren, gemessen im Ausgangskanal 23. Das schwarze Spektrum wurde
ohne angelegte Spannung am Chip gemessen, das rote Spektrum wurde wahrend der ITP-Fokussierung
des Myoglobins im Chip gemessen. Die Konzentrierung ist durch die Intensitdatszunahme des roten
Spektrums deutlich zu erkennen.

Beide Spektren weisen die gleichen Spektralbanden auf. Die Auspragung der Banden
ist aber im roten Spektrum deutlich besser, was auf eine hohere Molekilanzahl
wahrend der Messung, und damit auf eine Konzentrierung, hindeutet. Der
Verstarkungsfaktor zwischen den beiden Spektren in Abbildung 5.13 betragt etwa
funf. Da mit der Raman-Spektroskopie aber keine, beziehungsweise nur in sehr
speziellen Fallen quantitative Aussagen getroffen werden kdnnen [152], ist nicht

feststellbar, wie stark die wirkliche ITP-Konzentrierung im Chip war.
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5.7 Verhalten der Kolloide im Chip

In den Fokussierungsversuchen (Abschnitt 5.4 und 5.6) hat sich gezeigt, dass
Silberkolloide im Laufe des Experiments Klumpen bilden. Da die Dauer der oben
genannten Experimente nur etwa eine Stunde betrug, waren die Kolloidklumpen noch
relativ klein. Fir eine langer andauernde Anwendung ist aber zu befilirchten, dass die
Kolloidklumpen den Chip komplett verstopfen und eine weitere Benutzung
unmoglich machen kdénnten. Zwar besteht die Moglichkeit, den Chip nach dessen
Benutzung mit Salpetersaure zu spiilen und so die Silberkolloidklumpen aufzul6sen,
allerdings eignet sich diese Methode nicht flr langer andauernde Experimente,

sondern vielmehr, um den Chip fiir eine Wiederverwendung zu reinigen.

In Abbildung 5.12 ist zu sehen, dass sich die Kolloidklumpen an den Pfosten in der
Kammer bildeten. Mit fortschreitender Dauer des Experiments lagerten sich immer
mehr Kolloide an die Pfosten an, bis irgendwann ,Kolloidbriicken” zwischen den
Pfosten entstanden waren. Dieses ist ebenfalls in Abbildung 5.12 zu erkennen. Die
Anlagerung an die Pfosten war hochstwahrscheinlich hydrodynamisch bedingt.
Simulationen haben gezeigt, dass sich vor und nach den Pfosten Zonen mit einer
geringeren Flussgeschwindigkeit ausbilden. Gelangt ein Kolloid in eine solche Zone
wird es langsamer und lagert sich dann auf den Kammerboden oder an den Pfosten in
der Kammer ab. Um diesen Effekt zu vermeiden, wurde ein Chip hergestellt, bei dem
die Pfostenanzahl in der Trennkammer drastisch reduziert wurde. Anstatt der tiblichen
31.104 Pfosten befanden sich nur 27 Pfosten in der Trennkammer. Ein kompletter
Verzicht auf die Pfosten war nicht mdglich, da die Trennkammer sonst wahrend des
Hochtemperaturbondens bei der Chipherstellung (siehe Kapitel 3) kollabierte. Ein
weiterer Ansatz war, nicht mehr alle Flussigkeiten im puFFE-System mit Silberkolloiden
zu mischen, sondern nur noch die Probe. Diese Kolloid-Reduzierung im System sollte
auch der Klumpenbildung entgegenwirken. Dazu wurde das Eingangsdesign des
Chips verandert. Anstatt zweier Eingangsreservoire wurden drei Reservoire benutzt.
Der Kolloidstrom sollte in der Chipmitte in die Trennkammer gelangen und auf beiden
Seiten von einem Pufferstrom begrenzt werden. AuBerdem wurde die Flussrate von
5 pl/min auf 10 pl/min erhoht. Eine héhere Flussrate resultierte in einer héheren
Flussgeschwindigkeit in der Trennkammer und damit in einer hdheren
Geschwindigkeit der Kolloide. Die hohere Geschwindigkeit sollte ebenfalls das

Absetzen der Kolloide in der Trennkammer verhindern.
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Um dieses Design zu testen, wurde ein hydrodynamisches Experiment gemacht. In
diesem Experiment wurde auf die SERS-Detektion verzichtet, es sollte nur das
Verhalten der Kolloide im Chip studiert werden. Als Probe kam eine reine

Silberkolloidldsung ohne Protein zum Einsatz.
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Abbildung 5.14: Trotz diverser Malinahmen, um ein Absetzen und Verklumpen der Kolloide in der
Kammer zu vermeiden (hohere Flussrate, weniger Pfosten in der Trennkammer, weniger Kolloide),
bildeten sich Kolloidcluster. Zur besseren Kenntlichmachung sind die Pfosten in der Kammer blau
markiert worden.

In Abbildung 5.14 erkennt man, dass sich trotz der genannten Veranderungen
Kolloidklumpen in der Trennkammer bildeten. Allerdings bildeten sich hier die
Ablagerungen kurz nach den Eingangen in die Trennkammer und nicht an den
Ausgangen. In der Vergro3erung in Abbildung 5.14 lasst sich erkennen, dass sich die
Kolloide nicht an den verbleibenden Pfosten festgesetzt , sondern sich in der leeren
Kammer abgesetzt haben. Simulationen haben gezeigt, dass die Geschwindigkeit der
Kolloide in den Eingangskandlen deutlich hoher ist als in der Trennkammer. In
Abbildung 5.15 ist das simulierte Geschwindigkeitsprofil im Eingangsbereich der
Trennkammer dargestellt. Kurz nach den Eingangskanalen fiir die Kolloide gibt es eine

dreieckige Zone, in der eine sehr niedrige Flussgeschwindigkeit herrscht.
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Abbildung 5.15: Simulationsergebnisse des Eingangsbereiches der Trennkammer. Vor den
Eingangskanalen ist eine Zone niedriger Geschwindigkeit zu erkennen.

Vergleicht man die Simulationsergebnisse mit der im Experiment beobachteten
Ablagerung der Kolloide in der Trennkammer (Abbildung 5.14), so zeigt sich, dass sich
die Kolloide im Experiment ebenfalls in einer dreieckigen Zone nach den
Eingangskandlen ablagern. Abgesehen von den Kolloidanlagerungen im
Eingangsbereich waren in der Trennkammer aber keine weiteren Kolloidklumpen

entstanden.

Die Experimente haben gezeigt, dass eine Reduzierung der Pfostenanzahl in der
Kammer wahrscheinlich der Kolloidklumpenbildung entgegenwirken kann. Die
Kolloidansammlungen in Abbildung 5.14 sind nur im Eingangsbereich der
Trennkammer zu beobachten, der Rest der Kammer ist klumpenfrei. Um
Ablagerungen im Chip komplett zu vermeiden, miissen aber Anderungen am
Chipdesgin gemacht werden. Die Kolloide miissen bei Ihrer Wanderung durch den
Chip immer in Bewegung bleiben. Gelangen sie irgendwo auf ihrem Weg durch die
Trennkammer in eine Zone mit keiner oder sehr niedriger Flussgeschwindigkeit,
lagern sie sich an der Oberflache an. Solche Zonen sind zum Beispiel vor und nach den
Pfosten in der Kammer und, in dem in diesem Abschnitt beschriebenen Design, am

Kammereingang zu finden.
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5.8 Optimierungsmoglichkeiten

Aus den durchgefiihrten Experimenten wird klar, dass die Silberkolloide und ihre
ungewollten Ablagerungen in der Trennkammer die Hauptprobleme wahrend der
WUFFE-SERS-Experimente darstellten. Erste Optimierungen (Abschnitt 5.7) brachten
nicht den gewiinschten Erfolg. Eine Uberarbeitung des Chipdesgins ist wahrscheinlich
notig, um das Problem [6sen zu kdnnen. Ein anderer Ansatz zur Optimierung des
Systems ist der Verzicht auf Silberkolloide in den Flussigkeiten. Stattdessen werden in
der Raman-Spektroskopie auch stationdre Silberinseln zur Signalverstarkung
verwendet [153-155]. Dazu wird Silber mit einer Dicke von circa 10 nm auf eine
Oberflache aufgedampft. Danach wird die Oberflaiche auf 200 °C aufgeheizt. Dabei
wird das Silber auf der Oberfliche fliissig und bildet Silberinseln. Durch die
Inselbildung wird die ganze Oberflaiche inhomogen und die zu untersuchenden
Molekiile kdnnen sich besser an das Silber anhaften. Sobald ein Molekil mit dem
Silberinseln in Kontakt kommt, verstarkt das Silber den Raman-Effekt, so dass SERS-
Experimente auch ohne Silberkolloide méglich sind. Die Verwendung von Silberinseln
in WFFE-Chips bringt allerdings einige Probleme, hauptsdchlich wahrend der
Chipherstellung, mit sich. Um in jedem Ausgangskanal SERS-Messungen durchfiihren
zu konnen, muss in jedem Kanal eine Detektionsflache aus Silber aufgedampft
werden. Dieses ortsgenaue Bedampfen der Silberflaichen lasst sich durch eine
Aufdampfmaske realisieren. Das Temperieren zur Inselbildung stellt ebenfalls kein
Problem dar. Allerdings gibt es im weiteren Herstellungsverlauf zwei grol3e Probleme.
Das erste Problem ergibt sich beim Hochtemperaturbonden der beiden Glasplatten.
Bei Temperaturen von (ber 500 °C verdampfen die diinnen Silberschichten. Damit ist
das Hochtemperaturbonden nicht dazu geeignet, um die beiden Glasplatten des
Chips dauerhaft miteinander zu verbinden. Um dieses Problem zu l6sen, wurde
versucht, die beiden Glasplatten mittels Klebetechnik miteinander zu verbinden (siehe
Kapitel 3). Das zweite Problem ist die Oxidation der diinnen Silberschichten.
Normalerweise werden SERS-Substrate mit besagten diinnen Silberschichten in einer
Argon-Schutzgasatmosphdre gelagert, um eine Oxidation des Silbers zu verhindern.
Da eine PFFE-Chipherstellung in einer Schutzgasatmosphare aufgrund der vielen
Prozessschritte nahezu unmaoglich ist, wurde in Erwdgung gezogen, anstatt des Silbers
Gold zu verwenden. Gold ist ebenfalls ein Material, was eine Verstarkung des Raman-

Signals bewirkt. Der Verstarkungsfaktor von SERS-Messung mit Goldsubstraten ist
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allerdings etwa 50-mal schlechter als SERS-Messungen mit Silbersubstraten [146].
AuBerdem miussen fir SERS-Messungen mit Gold einige Parameter des Raman-
Systems verandert werden. Absorbtionsmessungen haben gezeigt, dass das
Absorbtionsmaximum von 9 nm dicken Gold bei einer Wellenldange von etwa 900 nm
liegt (Abbildung 5.16).
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Abbildung 5.16: Bestimmung des Absorbtionsmaximums von 9 nm dicken Gold auf einer Glas-

oberflache. Das Maximum liegt bei einer Wellenldange von etwa 900 nm.

Das bedeutet, dass ein Laser mit einer solchen Wellenlange als Anregungslaser
verwendet werden sollte, um einen mdglichst grof3en Energielibertrag in das Molekdl
zu gewahrleisten. Daflir mlssen aber neben einem neuen Laser auch diverse Filter im
Raman-System verandert und neu justiert werden. In dieser Arbeit wurden bereits
erste Experimente mit Gold als SERS-Material in einem Mikrokanal durchgefiihrt,
allerdings konnte bisher keine Verstarkung des Raman-Signals aufgrund des Goldes
gemessen werden. Hier besteht also weiterhin Optimierungsbedarf, um eine SERS-

Detektion in uFFE-Chips ohne die Verwendung von Silberkolloiden zu ermdglichen.
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5.9 WFFE-SERS - Zusammenfassung und Ausblick

Die Experimente und Ergebnisse, die in diesem Kapitel prasentiert wurden, haben
gezeigt, dass eine markerfreie Detektion mit Hilfe der SERS-Technik in uFFE-Systemen
moglich ist. Eine Fokussierung des Myoglobins konnte durch SERS-Spektren eindeutig
detektiert werden. Die SERS-Detektion eignet sich sehr gut als Online-
Detektionsmoglichkeit, da die Proben fir die Detektion nicht verandert werden
mussen und auch kein direkter Kontakt mit den Flussigkeiten im pFFE-System notig
ist. Eine Marker-Entfernung von den Probemolekiilen nach der Detektion entfdllt, so
dass die Proben nach Durchlaufen des pFFE-Systems direkt weiterverarbeitet werden

kénnen.

Allerdings hat sich gezeigt, dass die Verwendung von Silberkolloiden als SERS-Substrat
mit einigen Schwierigkeiten behaftet ist. In den Experimenten haben sich die Kolloide
in der Trennkammer abgesetzt und Kolloidklumpen gebildet. Vermutlich hangt dies
mit Zonen geringer Flussgeschwindigkeit und damit mit dem Chipdesign zusammen.
Eine Design-Optimierung konnte hier das Problem der Klumpenbildung verringern
und eventuell 16sen. Ein weiterer Ansatz zur Losung des Kolloidklumpen-Problems ist
die Verwendung von stationdren SERS-Substraten in den Ausgangskandlen. Damit
konnte auch insgesamt auf die Silberkolloide verzichtet werden, da die Detektion
dann an diesen stationdren SERS-Substraten stattfinden wiirde. Die Verwendung von
Silber als stationares SERS-Substrat ist aber durch die bendétigte Schutzgasatmosphare
sehr komplex beziehungsweise aufgrund des Herstellungsprozesses der uFFE-Chips
nahezu unmaglich. Erste Experimente mit Goldsubstraten in den Ausgangskandlen
haben bisher keine Verstarkung des Raman-Signals gezeigt, allerdings stehen die

Experimente hier noch ganz am Anfang.
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Zusammenfassung und Ausblick

Die Weiterentwicklung und Optimierung der miniaturisierten Free-Flow-
Elektrophorese stand im Mittelpunkt dieser Arbeit. Besonderes Augenmerk wurde
dabei auf die Herstellung und Anwendung von miniaturisierten Free-Flow

Elektrophorese-Systemen und die Detektion in solchen Systemen gelegt.

Im Bereich der Chipherstellung wurde ein neuer Herstellungsprozess fiir uFFE-Chips
entwickelt. Die mit diesem Prozess hergestellten Chips ermdglichten einen
Uberdruckinduzierten Flissigkeitstransport durch den Chip und besaBen mehrere,

voneinander getrennte Ausgangskanale.

Vor der Weiterentwicklung des Herstellungsprozesses besal3 ein pFFE-Chip nur einen
Ausgangskanal. An diesem Ausgang wurde durch eine Pumpe ein Unterdruck erzeugt
und so die Flussigkeit durch den Chip transportiert. Vorteil dieser Methode war, dass
der ganze Chip mit nur einen Pumpensystem betrieben werden konnte. Allerdings
blockierte die Pumpe den Chipausgang, so dass es nicht moglich war, getrennte
Proben einzeln aus dem Chip zu entnehmen. Zusatzlich wurden bei diesen Chips die
in der Trennkammer getrennten Proben am Chipausgang wieder vermischt, so dass
eine weitere Verwendung der im Chip getrennten Proben nicht moglich war. Eine
weitere Einschrankung ergab sich aus der Tatsache, dass alle Strukturen in den pFFE-
Chips die gleiche Tiefe besaen. Durch den Unterdruck am Chipausgang wurde nicht
nur Flissigkeit aus dem Eingangsreservoir in die Trennkammer gesaugt, auch aus den
Seitenreservoiren wurde durch die Seitenkandle Flissigkeit in die Trennkammer
transportiert. Diese durch die Seitenkandle in die Trennkammer einflielende
Flussigkeit ,driickte” den Probenstrom in der Kammermitte zusammen. Dadurch
ergab sich eine hydrodynamische Fokussierung der Probe in der Trennkammer.
Experimente haben auch gezeigt, dass durch diesen Effekt die Probe verdiinnt wird.
Simulationen ergaben zusatzlich, dass die Flussgeschwindigkeit in der Trennkammer
nicht gleichmaBig ist. Sie nimmt in Richtung Kammerausgang zu. Aufgrund der
einheitlichen Strukturtiefe in den Chips war es auch nicht méglich, diese mit Hilfe von
Pumpen an den Eingangen zu betreiben und so am Ausgang die getrennten Proben

entnehmen zu kdnnen. Grund hierfiir war, dass ein Grof3teil der Flussigkeit durch die
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Seitenkanale aus der Trennkammer gedriickt wurde, selbst der Probenstrom gelangte
nicht bis zu den Ausgangskanalen. Diese Tatsachen fiihrten zur Weiterentwicklung des
Chipdesign und des Herstellungsprozesses. Ziel war es, den hydrodynamischen
Widerstand der Seitenkandle soweit zu erhéhen, dass ein Chipbetrieb durch Pumpen
am Chipeingang mdglich war, ohne dass die Flussigkeit die Trennkammer durch die
Seitenkandle verlieB. Fir PDMS-Chips wurde dazu eine Vorform mit zwei
verschiedenen Strukturhéhen mit Hilfe des Multi-Layer Prozesses hergestellt und
abgeformt. Im Herstellungsprozess fiir Glaschips wurden durch eine zusatzliche
Goldschicht als Atzmaske und einen zweiten Atzschritt zwei verschiedene
Strukturtiefen in einer Glasplatte realisiert. Dabei waren die Trennkammer und die
Eingangs- und Ausgangskandle elf Mal tiefer als die Seitenkandle, was den
hydrodynamischen Widerstand der Seitenkandle um mehr als das 4000-fache im
Vergleich zum den ersten uFFE-Chips ansteigen liefl3. Mit diesen Chips war es moglich,
Pumpen am Eingang zum Flissigkeitstransport zu nutzen und mehrere, getrennte
Ausgadnge zu integrieren, so dass eine separate Entnahme der getrennten Proben aus
dem Chip mdglich war. Experimente und Simulationen zeigten, dass weder ein hydro-
dynamisches Fokussieren, noch eine Probenverdiinnung in diesen Chips auftrat. Auch
die Flussgeschwindigkeit in der Trennkammer war nun gleichmaflig. Allerdings wurde
durch die geringe Strukturtiefe und dem daraus stark angestiegenen elektrischen
Widerstand der Seitenkanale eine etwa zehnfach hohere elektrische Spannung nétig,
um ein gentigend starkes elektrisches Feld zur Trennung in der Kammer zu erzeugen.
Durch den hohen Widerstand der Seitenkandle tritt auch eine erhohte
Warmeerzeugung aufgrund von Joulescher Warme auf. Durch weitere

Designoptimierungen sollten sich diese Effekte aber minimieren lassen.

Durch die Weiterentwicklung des Fertigungsprozesses ist nun die Herstellung von
UFFE-Systemen maoglich, die mit Uberdruck betrieben werden kénnen, keine
hydrodynamische Fokussierung erzeugen und die es ermdglichen, die im Chip
getrennten Proben separat, ohne nachtrdagliche Vermischung aus dem Chip zu

entnehmen und weiterzuverwenden.

Im Bereich der Anwendungsentwicklung wurde erstmals das Temperature Gradient
Focusing (TGF) in Kombination mit der miniaturisierten Free-Flow Elektrophorese

angewendet. Das TGF ist ein fiir die Kapillarelektrophorese (CE) entwickelter
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Trennmodus. In der CE wird er als Alternative zum isoelektrischen Fokussieren (IEF)
verwendet, da es mit Hilfe des TGF mdglich ist, auch Analyte ohne isoelektrischen
Punkt zu trennen und zu fokussieren. Beim TGF wird zusatzlich zum elektrischen Feld
auch ein Temperaturgradient an die Kapillare angelegt. Dadurch verandert sich die
Leitfahigkeit des temperaturabhdngigen Puffers, so dass es Uber die Kapillare zu
einem Gradienten der elektrophoretischen Mobilitdt der Analyte kommt. An einer
Stelle in der Kapillare entspricht die aktuelle elektrophoretische Geschwindigkeit der
Geschwindigkeit des elektroosmotischen Flusses, der in die entgegengesetzte
Richtung wirkt. Beide Geschwindigkeiten heben sich auf, so dass die resultierende
Analytgeschwindigkeit null betragt. Der Analyt wird an dieser Stelle fokussiert. Um
diese Methode erfolgreich im Bereich der UFFE anzuwenden, wurde ein spezieller
Aufbau zur Erzeugung des Temperaturgradienten im einem pYFFE-Chip entwickelt und
charakterisiert. Auch die Temperaturabhangigkeit von Fluoreszenzfarbstoffen wurde
untersucht. Dabei zeigte sich, dass bei allen untersuchten Farbstoffen die
Fluoreszenzintensitat mit steigender Temperatur abnahm. Mit Hilfe von Thermometrie
erfolgte die experimentelle Messung des Temperaturgradienten innerhalb der
Trennkammer. Um die Anwendbarkeit und Stabilitat des TGF auch bei héheren
Flussraten zu untersuchen, wurde die Stabilitdit des Temperaturgradienten in
Abhdngigkeit von der Flussrate in der Trennkammer bestimmt. Die Ergebnisse zeigten,
dass der Gradient bis zu einer Flussrate von 100 pl/min stabil ist, erst bei hoheren
Flussraten bildete sich der Temperaturgradient nicht mehr vollstandig in der
Flussigkeit in der Trennkammer aus. Da die uFFE-Chips normalerweise bei Flussraten
von 5 pl/min bis 10 pl/min betrieben wurden, konnte von einem stabilen Temperatur-
gradienten in der Trennkammer ausgegangen werden. Mit Hilfe des FF-TGF wurden
dann Farbstoffe und fluoreszenzmarkierte Proteine getrennt und fokussiert. Es zeigte
sich, dass durch Anlegen des Temperaturgradienten an den Chip die Fokussierung
verstarkt werden konnte. Allerdings war durch die Temperaturabhangigkeit der

Farbstoffe eine nachtragliche Korrektur der Ergebnisse nétig.

Durch die Adaption des TGF fiir die Free-Flow Elektrophorese ist ein weiterer
Trennmodus flir yFFE-Systeme entwickelt worden, der eine Alternative zu bereits
bekannten Trennmodi bietet und die Einsatzmdglichkeiten der miniaturisierten Free-

Flow Elektrophorese erweitert.
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Neben der Herstellung und der Anwendung von PFFE-Systemen wurde auch die
Detektion in diesen Systemen weiterentwickelt. Bisher ist die Fluoreszenzdetektion die
Standarddetektionsmethode in pFFE-Systemen. Durch das Labeling mit dem
Fluoreszenzmarkern werden aber die Eigenschaften der Probenmolekiile verdandert,
zum Beispiel MolekiilgréBe oder Molekiilladung. Diese Veranderungen kdnnen die
Free-Flow Elektrophoretische Trennung beeinflussen. Die Trennung erfolgt nicht mehr
nur aufgrund der urspriinglichen Molekileigenschaften. Um diese Probleme zu
vermeiden, wurde durch Verwendung der Ramanspektroskopie eine markerfreie
Detektion flr PFFE-Systeme entwickelt. In der Ramanspektroskopie wird die
inelastische Streuung eines zuvor angeregten Molekiils gemessen. Diese Streuung ist
mit einem spektroskopischen Fingerabdruck vergleichbar und ermdoglich eine
qualitative Detektion. Damit mit dem normalerweise sehr schwachen Raman-Effekt
eine Detektion mdglich ist, muss das Signal verstarkt werden. Dazu bringt man raue
metallische Oberflaichen in die Nahe des zu detektierenden Molekiils. Diese
oberflacheninduzierte Verstarkung wird Surface-Enhanced Raman Scattering (SERS)
genannt. Um nun SERS als Detektionsmethode fiir UFFE-Systeme anwenden zu
konnen, mussten einige Vorexperimente gemacht werden. Zum einen musste die
Grol3e der Collide an die KanalgréBe im Chip angepasst werden. Durch Zugabe von
Ascorbinsaure war es moglich, Kolloide mit einem Durchmesser zwischen 5 um und
10 um herzustellen. Damit Silberkolloide Uberhaupt in einem Free-Flow
Elektrophoretischen System verwendet werden konnten, durften sie von dem
elektrischen Feld in der Trennkammer nicht beeinflusst werden. Experimente zeigten,
dass dies nicht der Fall ist. Zusatzlich wurden die Laserleistung des Anregungslasers
und die Integrationszeit wahrend der Messung optimiert. Zur Detektion wurden an
den Ausgangskandlen des Chips nacheinander SERS-Messungen durchgefihrt. Die
Detektion der Fokussierung von Myoglobin war deutlich anhand der SERS-Spektren
moglich. Allerdings lagerten sich die Kolloide innerhalb der Trennkammer ab und

bildeten Klumpen.

Durch die Kombination der uFFE-Chips mit der SERS-Detektion ist eine markerfreie,
qualitative Detektionsmethode fiir miniaturisierte Free-Flow Elektrophorese Systeme
entwickelt worden. Die SERS-Detektion eignet sich auch zur Online-Detektion
wahrend einer Trennung. So ware es moglich, direkt zu bestimmen, welcher Analyt

durch welchen Ausgangskanal den Chip nach der Trennung verlasst.
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Trotz der erwahnten Weiterentwicklungen besteht allerdings immer noch
Optimierungsbedarf. Im Bereich der Herstellung ist es noétig, den elektrischen
Widerstand der flachen Seitenkandle zu senken. Gleichzeitig muss aber der nétige
hydrodynamische Widerstand beibehalten werden, um auch weiterhin die Vorteile
eines druckbetrieben PUFFE-Chips nutzen zu kénnen. Im Bereich der SERS-Detektion
muss die Ablagerung der Silberkolloide in der Trennkammer verhindert werden.
Hierzu gab es in dieser Arbeit bereits erste Experimente. Dabei wurde komplett auf
Silberkolloide verzichtet. Die SERS-Detektion sollte an Nanometer dicken, metallischen
Inseln in den Ausgangskanalen stattfinden. Allerdings konnten bis jetzt nur einige
Vorexperimente realisiert werden. Zusatzlich wurden erste Schritte unternommen, um
die Anzahl der Ausgangskanadle eines PuFFE-Chips zu erh6hen. Chips mit 64 Ausgangs-
kanalen, jeder einzeln liber ein separates Ausgangsloch kontaktierbar, wurden bereits
hergestellt. Aufgrund des geringen Abstandes zwischen den einzelnen
Ausgangslochern ist es allerdings sehr schwierig, jedes dieser Lécher separat zu
kontaktieren. Die Modifizierung und Anpassung eines am ISAS - Institute for Analytical
Sciences entwickeltes, wiederverwendbares Chipinterface [156] stellt hier eine

vielversprechende Mdglichkeit dar.
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Anhang A

Das folgende MATLAB-Programm wurde fiir die Division der Grauwertpixel in den
Kammerbilder in Kapitel 4.5 verwendet. AuBerdem fand es auch bei der
Stabilitatsmessung des Temperaturgradienten in Abhdngigkeit von der Flussrate

(Kapitel 4.6) Verwendung.

Temperaturverteilung.m:

% Temperaturverteilung
function T = Temperaturverteilung

%Einlesen der ersten Bilddatei
[filenamel,pathnamel] = uigetfile("*.omp’, 'Offne RhB-File");
if ((filenamel == 0) & (pathnamel == 0))
fprintf(1, 'FEHLER: Kein bmp-filel\n")
return
end

%Einlesen der zweiten Bilddatei
[filename2,pathname?2] = uigetfile(*.omp', 'Offne RhB Referenz-File (22Grad)");
if ((flename2 == 0) & (pathname2 == 0))
fprintf(1, 'FEHLER: Kein bmp-file'\n")
return
end

%Division der Bilder

filel = strcat(pathnamel,filenamel);
file2 = strcat(pathname2,filename?2);
fprintf(1, 'Lese %s\n/, filel);

B = imread(filel);

fprintf(1, 'Lese %s\n/, file2);
H = imread(file2);
H=49.114;

B = double(B)./255;
H = double(H)/255;

B=0.299*B(:,:,1)+0.587*B(:,:,2)+ 0.114*B(:,:,3);
H=0.299*H(;,:,1)+0.587*H(:,:,2)+ 0.114*H(;,:,3);

R=B ./ H;

%Falls die Temperaturbestimmung nicht durch Division eines
%Referenzbildes sondern durch eine Kalibrationsgleichung
%erfolgt, ist die folgende Zeile zu aktivieren und die
%entsprechende Kalibrationsgleichung einzusetzen.

%T =-369.09*R."3+812.38*R."2-664.1*R+241.43;
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%Erzeugung der Temperaturscala
Tmin = min(min(T));

T=T-Tmin;

Tmax = max(max(T));
T=T. Tmax;

T = uint8(T * 120);

T = uint8(T);

%Speichern des Divionsergebnisses

[filename3,pathname3] = uiputfile(*.bmp’, 'Result);

if ((filename3 == 0) & (pathname3 == 0))
fprintf(1, 'FEHLER: Kein bmp-file'\n")
return

end

map = gray(120);

file3 = strcat(pathname3,filename3);
fprintf(1, 'Schreibe %s\n’, file3);

imwrite(T,map,file3)
image(T);
colormap(map);

colorbar(0,120);

return






Lebenslauf

Name:
Geburtsdatum:
Geburtsort:
Familienstand:
Staatsangehorigkeit:

Wohnort:

Schulbildung:

Studium:

Berufliche Laufbahn:

Marco Becker
16.06.1980
Dortmund
ledig

deutsch

Dortmund

07/1986-
06/1990

08/1990-
06/1999

10/1999-
03/2006

seit 07/2006

Steinhammergrundschule Dortmund

Bert-Brecht Gymnasium Dortmund
Abschluss: Allgemeine Hochschulreife

Diplom-Informationstechnik, TU Dortmund
Abschluss: Diplom-Ingenieur

Wissenschaftlicher Mitarbeiter am Leibnitz-
Institut fur Analytische Wissenschaften -ISAS- e.V.
in der Arbeitsgruppe Miniaturisierung



