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Kapitel: 1 Einleitung

1 Einleitung

Die Mikroelektronik hat in den letzten Jahrzehnten durch zunehmende Integration und
Verkleinerung von elektronischen Systemen einen enormen Fortschritt erreicht. Dieser
setzte sich in der Mikrosystemtechnik fort, die sich zunachst der Methoden der
Mikroelektronik bediente, um Systeme mit weiterfiihrenden Eigenschaften zu entwickeln.
So wurden, insbesondere durch die aus der Mikroelektronik gut erforschte
Siliziumtechnologie, mikroelektronische Systeme um integrierte Sensoren erweitert. Auf
diese Weise konnte eine immer preisgiinstigere Fertigung von Sensorsystemen in immer
groBeren Stickzahlen erreicht werden. Die moderne Automobiltechnik ware ohne
mikrosystemtechnische  Sensoren  nicht mehr  denkbar. So  wére der
Beschleunigungssensor, der den Airbag eines Autos ausldst, in klassischer mechanischer
Bauweise deutlich teurer und weniger zuverldssig. Auch das elektronische
Stabilitdtsprogramm ESP hatte keinen Einzug in die automobile Mittelklasse und in
Kleinwagen gehalten, ohne preisgunstige, zuverldssige Drehratensensoren der
Mikrosystemtechnik. Die Entwicklung der Mikrosystemtechnik beschréankt sich jedoch
nicht nur auf die Weiterflhrung der Methoden der Mikroelektronik. Durch die Entwicklung
vieler neuer Herstellungsprozesse, wie z.B. Dicklackprozesse oder LIGA (LIthographie
und Galvanische Abformung), wurden der Mikrosystemtechnik neue Mdglichkeiten
ertffnet. So werden beispielsweise in der chemischen Analyse und Synthese, wie auch in
der medizinischen Diagnostik, immer mehr Systeme entwickelt, die die klassische
Laboranalyse durch Integration der einzelnen Prozessschritte in mikrofluidische Systeme
ersetzen und erweitern. Diese Systeme werden als Lab-chips, Lab-on-Chip oder pTAS
(picro-Total-Analysis-Systems) bezeichnet. Durch eine Verkleinerung der Analysesysteme
kann z.B. eine Vor-Ort—Anwendung realisiert werden. In der vorliegenden Arbeit sollen die
fluidischen Grundlagen fir die Durchfihrung biochemischer Analysen am Beispiel eines
Immunoassays in einem solchen UTAS entwickelt werden. Bei einem Immunoassay
handelt es sich um eine in der medizinischen Diagnostik haufig gebrauchte
Nachweismethode fiir biologisch aktive Substanzen (Antigene [/ Antikorper). Die
Arbeitsschritte, die in einem klassischen Labor zur Durchfiihrung eines Immunoassays
notwendig sind, sollen in dieser Arbeit durch die Entwicklung geeigneter mikrofluidischer
Strukturen auf einen Fluidikchip integriert werden. Die einzelnen Komponenten des Chips
sollen dabei die Funktionen der klassischen Laborgerate Ubernehmen. So soll das
klassische Reagenzglas durch eine mikrofluidische Reaktionskammer sowie die Pipette
durch mikrofluidische Pumpsysteme ersetzt werden. Durch Integration dieser
Komponenten mit Flissigkeitsreservoirs und geeigneten Verbindungskanalen auf einen
Chip soll eine automatisierte Durchfihrung eines Immunoassays auf einem Fluidikchip
moglich werden. Bei der Entwicklung dieses Fluidikchips soll durch méglichst einfache
Herstellung des Gesamtsystems die spatere Herstellung als Einwegprodukt erméglicht
werden. Eine abschlieRende Durchfihrung von Immunoassays mit verschiedenen
Konzentrationen und Vergleich der Messergebnisse zu bestehenden Immunoassays soll
die Funktionsweise dieses Fluidikchips sowie die Nachweisgenauigkeit aufzeigen.
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2 Grundlagen

In der modernen Diagnostik tUbernehmen mikrofluidische Analysesysteme, sogenannte
Labchips oder UTAS (uicro-Total-Analysis-Systems), immer o6fter die Aufgaben von
klassischen Laboranalysen. Dies liegt zum einen an der meist preisginstigeren
Durchfihrung solcher Analysen aufgrund von verringertem Zeit-, Arbeits- und
Materialaufwand, zum anderen an der oft geringeren Fehleranfalligkeit, da das Risiko von
Querkontamination und Probenverwechslungen minimiert wird. Diese neuartigen
Analyseverfahren stecken jedoch groRRenteils noch in den Kinderschuhen. In der
klassischen Laboranalyse lassen sich verschiedene Analysemethoden dadurch variieren,
dass man die Analysegerate, wie Pipetten, Reagenzglaser und &hnliches, anders
zusammenstellt und verwendet. In der Mikrofluidik werden diese Arbeitschritte auf einem
Chip integriert, wodurch diese Flexibilitat weitestgehend eingebuif3t wird.

In der vorliegenden Arbeit soll ein mikrofluidischer Chip vorgestellt werden, der preiswert
herzustellen ist und in dem sowohl die Pumpkammern mit Ventilen als auch alle anderen
wesentlichen Komponenten und Chemikalien fir die jeweilige Analyse enthalten und steril
verschlossen sind. Dabei wird der Chip komponentenweise entwickelt und diese
Einzelkomponenten dann zu einem Gesamtkonzept verknlpft, so dass eine Variation des
Aufbaus ahnlich wie im klassischen Laborverfahren mdéglich ist. Durch diese Bauweise
soll eine Verwendung des Immunoassaychips auch flr andere Einsatzgebiete ermdglicht
werden. Die Auswertung der Analyse sowie die Antriebe der Pumpen sollen auch extern
wiederverwendbar aufgebaut werden kénnen, da diese den komplexesten und teuersten
Teil des Systems darstellen werden und deren Herstellung mit den vorgesehenen
Fertigungsprozessen (Heil3pragen, SpritzgieRen, Laserbearbeiten, photolithographische
Strukturierung) und Materialien (Kunststoffe und Glas) nicht durchzufiihren ist. Um eine
preiswerte Fertigung der mikrofluidischen Chips zu erreichen, ist ein mikrofluidischer
Aufbau mit wenigen Ebenen (moglichst nur eine) vorgesehen, der eine Serienherstellung
Uber moglichst viele Strukturierungsprozesse, wie Mikrospritzguss, Mikrohei3pragen,
Laserstrukturierung, prézisions-Frasbearbeitung oder photolithographische Herstellung, in
verschiedenen Materialien ermdglicht.

2.1 Grundlagen Immunoassay

Immunoassay ist eine aus dem Englischen (assay = Probe, Test) Ubernommene
Sammelbezeichnung fir verschiedenartige Nachweismethoden =zur Bestimmung
biologisch aktiver Substanzen. Der Immunoassay gehort zu den serologischen
Nachweismethoden fur bestimmte Stoffe (Antigene / Antikoérper). [ROKE94] Serologische
Methoden sind Antigen-Antikérper-Reaktionen, mit deren Hilfe sich Antigene lber einen
bekannten Antikorper bzw. Antikbrper Uber ein bekanntes Antigen in-vitro nachweisen
lassen. Diese serologischen Reaktionen sind also beidseitig anwendbar. Mit Hilfe eines
bekannten Reaktionspartners wird der jeweils andere unbekannte Partner gesucht.
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Die wichtigsten serologischen Methoden sind:

- Prazipitation

- Agglutination

- lytische Reaktion inkl. Komplementbindungsreaktion (KBR)

- Neutralisationsreaktion

- Markierungsmethoden: Immunofluoreszenz (IF)
Radioimmunoassay (RIE)
Enzymimmunoassay (EIA oder ELISA)

An dieser Stelle soll nur auf die Markierungsmethoden néher eingegangen werden. Fir
weitergehende Erlauterungen sei auf die einschlagige Fachliteratur verwiesen
(z.B. [PRNE97] [ROKE94] [PSCH02] [ROMPP]).

Markierungsmethoden werden meist als sogenannte Solidphasentests konzipiert, d.h.
Antigen oder Antikdrper sind auf einem Trager (z.B. Objekttrager, Plastikkugel,
Mikrotiterplatte,...) fixiert. Die Suchkomponente, als Konjugat, Marker oder Tracer
bezeichnet, besteht aus dem bekannten Antigen oder Antikérper, der markiert ist. Zur
Markierung werden verwendet:

- Chemolumineszente Reaktionen

- Fluoreszierende Farbstoffe bei der Immunfluoreszenz (IF)

- Radioaktive Molekiile wie z.B. **| beim Radioimmunoassay (RIA)

- Enzyme beim Enzymimmunoassay (EIA) oder enzyme-linked immunosorbent

assay (ELISA)

- Magnetische Partikel
Es gibt zahlreiche Varianten und Anwendungsmdoglichkeiten der Markierungsmethoden,
die sich im Wesentlichen von vier Grundtypen ableiten: direkter Test, indirekter Test,
Sandwich-Methode und kompetitive Hemmung. Der Sandwichassay stellt die dieser
Arbeit zugrunde liegende Form des Immunoassays dar. Am Beispiel dieses Assaytyps
soll daher die Funktionsweise eines Immunoassays im Folgenden erklart werden. Fir die
anderen Verfahren sei wiederum auf die Literatur verwiesen.

Durchfiihrung (Prozessprotokoll)

Immunoassay-Tests nach der Sandwichmethode beruhen darauf, dass ein spezifischer
Antikorper (vergleichbar mit einem Schliissel) mit dem Zielmolekul (dem dazu passenden
Schloss) reagiert und die Anzahl der Zielmolekiile (Schliissel-Schloss-Kombinationen),
z.B. mit Hilfe eines Farbstoffs registriert wird.
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In' einem Reak.tlonsberelch (Rea.genzglf':ls, 4 Resktionsbereich
Titerplatte, Reaktionskammer,...) wird eine
definierte  Trageroberfliche  mit  fur  die LEinlass Antikorper @asjs>
nachzuweisenden Antigene spezifischen an Flache gebunden
Antikdrpern beschichtet. Dies geschieht am Y YYY
einfachsten durch Adsorption an der \_ y
Trageroberflache.
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Die Vorgehensweise bei der Durchfuhrung einer quantitativen chemischen Analyse nach
dem Prinzip dieses Immunoassays kann also grob aufgeteilt werden in:

- Vorbereitung des Immunoassays
o Adsorption der Antikdrper an der Oberflache des ReaktionsgeféaRes
o Auswaschen der nicht gebundenen Antikérper
o Abdeckung der unspezifischen Bindungsstellen durch z.B. BSA
o Auswaschen des Uberschissigen BSA
- Durchfiihrung des Immunoassays
Probenentnahme und Vorbereitung der Probe
Quantifizierung der Probe (Dosierschritt)
Vermischung der Probe mit einer oder mehrerer Reagenzien
Reaktions- oder Inkubationszeit bei konstanter Temperatur
Spulvorgang
Zugabe von Konjugat
Reaktions- oder Inkubationszeit bei konstanter Temperatur
o Spilvorgang
- Auswertung der Reaktion
o Uber Fluoreszenz
= Bestrahlung mit Licht der Anregungswellenlénge
= Auswertung des dabei emittierten Lichtes
o Uber Lumineszenz
= Zugabe von Triggerldsungen
= Auswertung der dabei emittierten Photonen mit Photomultiplier
o Uber andere Verfahren.....

O O O O O

Auswertung (Detektionsvarianten)
Die Markierung des zur quantitativen Auswertung des Immunoassays verwendeten
Antikérpers erfolgt z.B. durch:
- Fluoreszenzmarker
o Im Fluoreszenzfarbstoff werden durch Licht einer bestimmten Wellenlange
Elektronenibergange auf ein hoheres Energieniveau induziert. Beim
Ruckfall dieser Elektronen Uber Zwischenniveaus in den Grundzustand
wird Licht einer anderen Wellenlange emittiert. Die Intensitat des
emittierten Lichtes hangt bei festgelegter Anregungsintensitat von der
Anzahl der vorhandenen Fluoreszenzmolekile ab und ist somit ein MaR flr
die Antikérperkonzentration im Immunoassay.
- radioaktive Substanzen
o Beim sogenannten Radioimmunoassay wird eine radioaktive Substanz, wie
z.B. I, an den Antikérper gebunden. Uber die Aktivitit der an das
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Tragermaterial gebundenen Antikérpermolekile lasst sich somit deren
Anzahl bestimmen.
- lumineszente Marker

o Bei lumineszent markierten Antikorpern besteht der Tracer aus einer
Substanz, die bei Auslésung (Triggerung des Tracers) Licht freisetzt. Diese
Auslosung kann beispielsweise durch Reaktion mit anderen Chemikalien
erreicht werden (Chemolumineszenz). Es gibt jedoch auch andere
Mechanismen, wie z.B. Elektrolumineszenz, wo das Aussenden von Licht
durch Anlegen eines elektrischen Feldes geschieht. Die Anzahl der
ausgesandten Photonen kann mit Hilfe eines Photomultipliers gezahlt
werden und ist proportional zur Anzahl der gebundenen Tracermolekile.

2.2 Mikrofluidik

Die Mikrofluidik als Teilbereich der Mikrosystemtechnik befasst sich mit der Physik von
Flussigkeits- und Gastransport in mikrotechnisch gefertigten Strukturen. Durch die dabei
auftretenden Dimensionen im Mikrometerbereich bietet die Mikrofluidik wie auch die
Mikrosystemtechnik eine Reihe von physikalischen Vorteilen.

2.2.1 Vorteile der Mikrofluidik fir biochemische Analysen

Einer der offensichtlichsten Vorteile der Mikrofluidik ist, dass sich durch die im Vergleich
zu klassischen Methoden stark reduzierten Dimensionen auch der Verbrauch an
Reagenzien oft um mehrere GroRenordnungen [SSHB99] reduzieren lasst. Jedoch bietet
die Mikrofluidik noch eine ganze Menge weiterer Vorteile. Bei einer Verkleinerung der
Strukturen nimmt das Volumen kubisch, die Oberflache jedoch nur quadratisch mit der
StrukturgréRe ab. Durch die daraus resultierende im Verhéltnis zum Volumen stark
vergroRerte Oberflache und durch die kurzen Weglangen ergeben sich eine Reihe von
Konsequenzen:

In Mikrostrukturen stellt sich sehr schnell thermisches Gleichgewicht ein. Dadurch lasst
sich die Temperatur einer Reaktion optimal kontrollieren, da Warme sehr gut zu- oder
abgefuhrt werden kann.

Aufgrund der kurzen Wege ist ein schneller Konzentrationsausgleich durch Diffusion
moglich, was wiederum zu kirzeren Analysezeiten fuhrt.

Oberflacheneffekte, wie z.B. die Adhasion, werden im Gegensatz zu Volumeneffekten
dominanter. Ein Beispiel ist die Kapillarkraft, die in kleinen Kanalen die Gewichtskraft
einer Flussigkeitssaule Ubersteigt und somit Flissigkeiten in einen Kanal hineinziehen
kann.

Schnell: Zu den physikalischen Vorteilen der Mikrofluidik kommen weitere Vorteile
bei deren Anwendung. Da die mikrofluidischen Systeme sehr viel kleiner sind als die
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klassischen Systeme, lassen sich vor Ort Anwendungen realisieren. Im klassischen Fall
mulssen zu untersuchende Proben oft in Labors gebracht und dort analysiert werden.
Durch den Transport entstehen dabei nicht nur Kosten und Wartezeiten, sondern auch
Risiken von Kontamination, Verlust oder Verwechselung der Proben. Aus Analysen in
mikrofluidischen Systemen am Ort der Probennahme resultieren eine verkurzte Wartezeit
auf das Ergebnis, ein geringerer logistischer Aufwand und durch eine Integration aller
Arbeitschritte in ein Gerat oft eine einfachere und fehlerreduzierte Durchfiihrung der
Analysen.

Kosteneffektiv: Durch die oben genannte Reduktion an Reagenzien, welche flr
bestimmte Analysen sehr teuer sein kénnen, und durch die Verringerung des logistischen
und personellen Aufwands ist oft eine Kostenreduzierung zu erzielen. Aber auch durch
eine kostengilnstige Fertigung der einzelnen Chips als Einwegprodukte kdnnen
Reinigungskosten, die bei einer Mehrfachverwendung von Analysegerdten entstehen,
reduziert werden.

Einweq: Durch diese Konzeption von mikrofluidischen Systemen als
Einwegprodukte ergeben sich weitere Vorteile. Die Systeme lassen sich steril fertigen und
verpacken, so dass sich beim Einsatz keine Kontaminationen oder Memoryeffekte aus
vorherigen Einsatzen ergeben.

Alle Chemie enthalten: Durch die kleinen Chemikalienmengen, welche bendtigt
werden, ist es mdglich, die Reagenzien direkt in einem Einwegchip zu integrieren. Dies
vermindert wiederum die Mdglichkeiten zur Querkontamination und erleichtert das
Handling weiter.

Da keine groBeren Mengen Chemikalien gelagert werden mussen, reduziert sich die
Gefahr und die Kosten, die von diesen Chemikalien ausgehen konnen. Bei Uberlagerung
der Chemikalien mussen auch keine grof3eren Mengen entsorgt werden, sondern nur die
einzelnen Uberalterten Chips.
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3 Zielsetzung

3.1 Anforderungen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen die Basistechnologien fir eine mikrofluidische
Durchfiihrung biochemischer Analysen am Beispiel eines Immunoassays bereitgestellt
werden. Die Anforderungen, die an einen solchen Chip zu stellen sind, sollen im
Folgenden umrissen werden.

Vielseitig: Der Grundbaustein fir den mikrofluidischen Immunoassay soll ein
mikrofluidischer Chip sein, der alle fur die Durchflhrung eines Immunoassays
notwendigen Komponenten enth&lt. Durch eine Variation des Chipdesigns und eine
eventuelle Umorganisation der Einzelkomponenten soll eine Herstellung von Chips fir
unterschiedliche Anwendungsgebiete moglich sein. Auf dem Chip sollen auch mehrere
Immunoassays parallel durchgefiihrt werden koénnen. Durch Verwendung anderer
Antikorper (,Software®) sollen im gleichen Chipdesign (,Hardware”) andere Nachweise
ermoglicht werden.

Schnell: Durch die Verkleinerung und Integration aller nétigen Arbeitsschritte auf
einen Chip sollen die Analysezeiten im Vergleich zu einem herkdmmlichen Immunoassay
verkurzt werden.

Vor Ort Assay: Mit Hilfe eines mikrofluidischen Systems soll es moéglich sein,
Immunoassays vor Ort, z.B. beim Patienten, im Krankenwagen oder im Operationssaal
durchzufihren.

Preiswerter Einwegchip + Auswertegerat: Die Plattform soll aus einem
kostengtinstigen Einwegchip bestehen. Auf diesem soll in Kombination mit einem
tragbaren Auswertegerat ein Immunoassay durchgefiihrt werden kénnen. Der Einwegchip
muss dabei alle zur Analyse benétigten Chemikalien enthalten. Das Auswertegerat soll
die Steuerung des Labchips sowie die Auswertung der Reaktion beinhalten. Die Kosten
fur einen Immunoassay sollen mit denen eines Labor-Immunoassays konkurrieren
konnen.

Einfach zu bedienen (,goofproof*): Das Auswertegerat soll zusammen mit dem
Einwegchip so leicht zu bedienen sein, dass es ohne groRe Vorkenntnisse, z.B. von der
Besatzung eines Krankenwagens oder vom Patienten selbst, bedient werden kann.

Einfache Fertigungsmethoden: Bei der Konstruktion des Chips ist bereits eine

kostengtinstige Produktionsmethode fur die Serienfertigung im Auge zu behalten. Dies
bedeutet insbesondere, dass es keine zu komplexen Funktionselemente, wie aktiv

10
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gesteuerte Pumpen, enthalten soll und mit serientauglichen Produktionsmethoden
herstellbar ist.

Auswertegerat soll Antriebe enthalten: Bei Einsatz von Pumpen sollten auf dem Chip
nur simple Strukturen zum Einsatz kommen. Werden komplexere Strukturen, wie
Piezoantriebe bendtigt, so sollten sich diese in das Auswertegerat integrieren lassen.

Chemikalien im Chip um Querkontamination zu vermeiden: Die fir die Durchfihrung
des Immunoassays bendtigten Chemikalien sollten komplett auf dem Chip enthalten sein,
um Querkontamination bei verschiedenen Proben zu vermeiden und einen geringen
Wartungsaufwand des Auswertegerates zu ermdglichen.

3.2 Immunoassay zur Herzinfarktdiagnose

Die Entwicklung der mikrofluidischen Strukturen soll am Beispiel eines sogenannten
Cardiacmarkers erfolgen. Ein Cardiacmarker weist durch eine Quantifizierung bestimmter
Faktoren im Blut einen Herzinfarkt (Myokardinfarkt) nach. Einer dieser Faktoren ist das
C-reaktive Protein (CRP). [INT2] CRP ist ein Eiweil3 (Protein), das in der Leber gebildet
wird und einen Entziindungsparameter darstellt. CRP reagiert bei Entziindungen
infektioser und nichtinfektioser Art, und zwar schneller und deutlicher (innerhalb weniger
Stunden) als andere Parameter (verstarkt bis 2000-fach!). Deswegen gehoért das CRP
auch zu den sogenannten Akute-Phase-Proteinen. Da die Halbwertszeit mit 24 Stunden
relativ kurz ist, machen sich Veranderungen im entzindlichen Geschehen direkt in der
CRP-Konzentration bemerkbar. Neue Studien haben gezeigt, dass ein erhdhtes CRP
neben hohen Blutcholesterinwerten oder Rauchen auch ein Risikofaktor fur die
Entstehung von Arteriosklerose ist. In den meisten Féllen ist die Arteriosklerose Ursache
von Herzinfarkt, Schlaganfall oder peripherer, arterieller Verschlusskrankheit.

Nicht infarktbedingte Konzentrationserhéhungen des CRP-Wertes kdnnen bei Meningitis,
Lungenentziindung, Pyelonephritis, akute Bronchitis, Tuberkulose, Sepsis und akuter
Pankreatitis, postoperativen Komplikationen, rheumatischen Erkrankungen, Tumoren und
Arteriosklerose auftreten.

[INT4] Gemal Physicians' Health Study ist das Risiko fur Herzinfarkt abhangig von der
basalen CRP-Konzentration:

CRP: <0,56 mgll relatives Risiko: 1,0 (1,0)
CRP: 0,56-1,14 mg/l relatives Risiko: 1,7(1,7)
CRP: 1,15-2,10 mg/l relatives Risiko: 2,6 (1,9)
CRP: >2,10 mg/l relatives Risiko: 2,9 (1,9

Durch eine genaue Bestimmung und Beobachtung des CRP-Spiegels im Blut kann also
eine Risikoabschatzung fur einen Herzinfarkt erfolgen. Fir die Diagnose eines bereits
eingetretenen Herzinfarktes ist CRP ein wichtiger Marker, da bei einem Herzinfarkt der
CRP Wert bis auf das 1000-fache ansteigen kann und so gut nachzuweisen ist. Jedoch
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mussen die zahlreichen anderen Umstdnde, unter denen eine Erhohung des CRP-
Spiegels eintritt, ausgeschlossen werden. Dies kann geschehen Uber eine Kombination
des CRP-Nachweises mit anderen Nachweisen, wie z.B. der Creatinkinase (CK), dem
Myoglobin oder dem cardialen Troponin. Die Creatinkinase (CK) [INT8] ist ein Leitenzym
fur die Diagnose von Schadigungen der Herz- und Skelettmuskulatur. Dabei kann von der
Hohe des CK-Anstiegs auf die GroRe der Schadigung geschlossen werden. Die
Gesamt-CK im Blutserum ist die Summe von vier Untertypen:

- CK-MB (Myokardtyp = Herzmuskeltyp)

- CK-MM (Skelettmuskeltyp)

- CK-BB (Hirntyp)

- CK-MiMi (Mitochondrientyp).
Entscheidend fur die Diagnose eines Herzinfarkts oder einer Herzmuskelentziindung bei
einer Erhéhung der Gesamt-CK ist die Bestimmung des Untertyps CK-MB. Liegt der
Anteil der CK-MB an der Gesamt-CK zwischen sechs und 20 Prozent, spricht das fur eine
Enzymfreisetzung aus der Herzmuskulatur. Ein Anteil unter sechs Prozent spricht fur eine
Enzymfreisetzung aus der Skelettmuskulatur. Ein Anteil der CK-MB von Uber 20 Prozent
findet sich bei Stérungen durch die anderen Enzym-Untertypen. Der Gesamt-CK-Wert
steigt bei einem Herzinfarkt nach vier bis sechs Stunden an und erreicht nach 16 bis 36
Stunden seinen héchsten Wert. Der CK-MB-Wert steigt ebenfalls nach ca. vier Stunden
an, erreicht sein Maximum jedoch bereits nach zwdlf bis18 Stunden.
Nicht infarktbedingte Konzentrationserhéhungen der Creatinkinase koénnen bei
Herzmuskelentziindung (Myokarditis), intramuskuldren Spritzen, Operationen, Unfallen,
korperlicher  Anstrengung, epileptischen Anféllen, arteriellen Gefalverschlissen,
Muskelerkrankungen, Vergiftungen, zu niedrigem Serumkaliumspiegel (Hypokaliamie),
erhdhter  Kdrpertemperatur  (Hyperthermie),  Tumorerkrankungen,  Schilddrisen-
erkrankungen, Schlafmittelvergiftung, Meningitis, Enzephalitis, spezieller
Medikamenteneinnahme (z.B.: Lithium) auftreten.
Auch das cardiale Troponin T sowie das cardiale Troponin | [INT5] sind typisch fur die
Muskulatur des Herzens. Kommt es, zum Beispiel auf Grund einer mangelnden
Durchblutung des Herzmuskels, zu einer Unterversorgung der Muskulatur mit Sauerstoff,
stirbt ein Teil des Herzmuskelgewebes ab. Es kommt zu einem Herzinfarkt. Aus diesem
abgestorbenen Gewebe entweichen die darin enthaltenen Eiweil3e und gelangen in die
Blutbahn, darunter auch das cardiale Troponin T und das cardiale Troponin I. In einer
Blutprobe kénnen nun beide bereits kurz nach einem Herzinfarkt nachgewiesen werden.
Ab dem dritten bis vierten Tag nach dem Ereignis ist es auch méglich, Rickschlisse auf
die ungefdhre GroRe des Herzinfarkts zu treffen. Cardiales Troponin T und cardiales
Troponin | kommen bei einem gesunden Menschen im Blut nicht vor! Allerdings kénnen
Werte bis 0,1 pg/l (bei T) und 0,1-0,2 ug/l (bei I) messtechnisch bedingt gefunden werden.
Die Konzentration des cardialen Troponin T und des cardialen Troponin | sind schon bei
kleinsten Sch&den des Herzmuskels erhght. Die Bestimmung dieser Konzentration liefert
einen sehr aussagekraftigen Wert bei der Beurteilung von Schaden des Herzmuskels. Bei
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Nachweis der Werte im Blut kann mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit auf eine Schadigung
des Herzmuskels geschlossen werden.

Ein weiterer Faktor fur die Diagnose eines Herzinfarktes ist der rote Muskelfarbstoff
Myoglobin. [INT3] Myoglobin kommt vorwiegend in der quergestreiften Muskulatur
(Skelett- und Herzmuskulatur) vor. Bei Herzmuskelschadigungen, wie bei einem akuten
Herzinfarkt, wird Myoglobin aus zerstdrten Herzmuskelzellen freigesetzt. Normalwerte
liegen bei Frauen zwischen ca. 7-64 ng/ml Blut und bei Mannern bei ca. 16-76 ng/ml Blut
[INT8]. Typische Nachweisbereiche eines Cardicmarkers mit Myoglobin (z.B. der Firma
Roche [INT8]) liegen in der GroRenordnung 30-700 ng/ml. Ein Anstieg der
Myoglobinkonzentration im Blut ist in der Regel 2-4 Stunden nach Schmerzbeginn und
damit friher als andere Herzmarker, wie CK, CK-MB oder Troponin, festzustellen. Die
Myoglobinkonzentration erreicht den Maximalwert zwischen 4 und 12 Stunden nach dem
Infarkt und fallt danach relativ rasch wieder auf Normalniveau ab (biologische Halbwertzeit
ca. 15 Minuten). Nicht infarktbedingte Konzentrationserhéhungen von Myoglobin kénnen
nach Muskeltrauma, Crush-Syndrom, Myopathie, Muskellberbeanspruchung und -stref3,
Schockzustand, = Rhabdomyolyse oder durch  verminderte Elimination bei
Niereninsuffizienz auftreten.
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4  Funktionsgrundlagen

4.1 Der Flussigkeitstransport

In dem zu entwickelnden Immunoassay-Chip, wie auch in mikrofluidischen Systemen im
Allgemeinen, spielt bei Transport und Dosierung, Reinigung und Vermischung von
Chemikalien und Reagenzien eine geeignete Wahl der Transportmechanismen fur diese
Flussigkeiten eine entscheidende Rolle. Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene
Transportmechanismen untersucht und beziglich ihrer Eignung flr dieses Projekt
bewertet. Die grundlegenden Mechanismen, die fir den zu entwickelnden
Immunoassaychip in Frage kommen, werden im Folgenden vorgestellt.

Pumpe: Der Flussigkeitstransport Uber eine im Labchip integrierte Pumpe ist eine
Moglichkeit, Flussigkeiten kontrolliert in den Kanélen zu bewegen. Bedingt durch das
vorgesehene Einsatzgebiet in planar aufgebauten, kostengiinstig zu fertigenden
Mikroanalysegeréten ergeben sich bestimmte Anforderungen an die Pumpen: Sie sollten
mit planar aufgebauten Fertigungsprozessen, wie nasschemischer Strukturierung,
Photolithografie, Heil3pragen, Spritzguss, kompatibel sein. Sie missen mdglichst einfach
und kostenguinstig zu fertigen sowie einfach in der Handhabung sein. Dies bedeutet unter
anderem, dass die Strukturen so beschaffen sind, dass eine Vermeidung von Luftblasen
im System vereinfacht wird. Es sollen verschiedene Fertigungsprozesse fur
unterschiedliche Materialien bereitgestellt werden. Die Pumpen missen an die
Anforderungen der entsprechenden Medien und Pumpcharakteristiken (Druck,
Durchfluss, Partikeltoleranz) angepasst sein. Eine in dieser Form geeignete Pumpe spielt
fur die Konzeption mikrofluidischer Systeme eine entscheidende Schliisselrolle.

Elektroosmose: Der Flussigkeitstransport durch den Elektroosmotischen Fluss (EOF)
gehort zu den elektrohydrodynamischen Pumpprinzipien. In Glas- oder Siliziumkanalen
sind die Silanol-Gruppen an der Oberflache der Kapillarinnenseite aufgrund ihrer
Dissoziation (teilweise Deprotonierungen schon bei pH-Werten Uber 2,5) negativ geladen.
Daher kénnen sich die als Gegenionen fungierenden Puffermolekile anlagern und somit
eine Doppelschicht erzeugen, die wie ein Schlauch diese Zonen umhillt. Im elektrischen
Feld wandert dieser "Schlauch”, durch die positive Ladung der Gegenionen in Richtung
Kathode. Dieser "Schlauch” zieht die im Kanal weiter innen befindlichen
Flussigkeitsteilchen  durch  Kohasionskréafte mit  sich. Ein  Vorteil dieses
Transportmechanismus liegt in der geringeren Bandenverbreiterung als es bei
hydrodynamischen Flissen der Fall ist, denn es bildet sich durch die Elektroosmose ein
flaches Stromungsprofil aus. Entscheidend fir den elektroosmotischen Fluss sind die
Konzentration des Elektrolyten und dessen pH-Wert. Steigt die Konzentration, so sinkt der
EOF, steigt jedoch der pH (mehr Oberflachen-Silanolgruppen sind dissoziiert), erhéht er
sich. Die Abhé&ngigkeit der Mobilitat vom pH ahnelt dabei einem Hystereseverhalten. Mit
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steigendem pH vergroRert sich die Mobilitat, sinkt jedoch bei fallendem pH nicht in
gleicher Weise ab. Das kann zu Problemen beziglich der Reproduzierbarkeit fuhren.
Zusatzlich wird die Elektroosmose von der Elektrophorese Uberlagert. Dabei gilt fur die
kationischen Bestandteile eine in jedem Falle erhohte Geschwindigkeit in Richtung der
Kathode, fur die neutralen Molekile, dass Uberhaupt eine gerichtete Bewegung erfolgt,
und fir die negativen Substanzen, je nach Starke der elektrophoretischen Bewegung,
eine Bewegung in Richtung Anode oder Kathode. In den meisten Fallen jedoch wird der
elektroosmotische Fluss die Richtung bestimmen. Ein weiteres Problem der
Elektroosmose ist die Joule-Erwarmung und die daraus resultierende
Bandenverbreiterung und im Extremfall auch Blasenbildung durch Aufkochen der
Flussigkeiten.

Statischer Druck: Eine der einfachsten Mdoglichkeiten, Flissigkeiten durch ein
Kanalsystem zu transportieren, ist, sie mit einem statischen Druck von auf3en durch die
Kanale zu pressen. Dabei ist jedoch zu beachten, dass durch den Kontakt zur AuZenwelt
die Flussigkeiten nicht kontaminiert werden und auch beim Transport nicht aus dem Chip
auslaufen durfen. Eine Mdglichkeit, dies zu realisieren, ist, einen Druck auf eine Membran
auszuuben, die mit einem im Chip integriertem Flissigkeitsreservoir verbunden ist. Eine
solche Membran muss jedoch so konstruiert sein, dass sie bei Lagerung und Transport
des befullten Chips nicht gedruckt werden kann und eine unkontrollierte Bewegung der
Flussigkeiten verhindert wird. Des Weiteren darf die in dem Membranreservoir enthaltene
Flussigkeit weder durch Beschleunigungskrafte (Fallenlassen des Chips) noch durch
Luftdruckschwankungen unbeabsichtigt transportiert werden. Alternativ kann der Druck
auch auf einen in den Chip integrierten Kolben erfolgen, der die Flissigkeit dann durch
die Kanalstrukturen presst. Die Realisierung eine solchen Transportmechanismus wird in
Patent DE10057895A [ICB 02] beschrieben. Ein Flussigkeitstransport durch integrierte
(Spritzen-) Kolben sowie die Integration von bewegten Einzelteilen im Allgemeinen
bedeutet jedoch in der Regel einen zusatzlichen Herstellungsaufwand und damit
verbundene Kosten. Der auf den ersten Blick sehr einfach zu realisierende
Flussigkeitstransport durch den Druck auf eine Membran oder einen (Spritzen-)Kolben ist
daher als technologisch problematisch einzuschatzen.

Kapillar: Ein weiterer Mechanismus, der Flussigkeiten durch Kanale beférdern kann, ist
die Kapillarkraft. Diese Kraft ist abh&ngig vom Durchmesser des Kanals, von der
verwendeten Flussigkeit und der Benetzbarkeit der Kanaloberflache. Bei Verwendung von
Wasser wird durch eine hydrophile Oberflache ein Sog in den Kanal und bei einer
hydrophoben Oberflache ein Druck aus dem Kanal ausgelibt. Die Affinitdt der Oberflache
ist vom Material, von der verwendeten Flussigkeit und von der Vorbehandlung abhéngig.
Dieser Pumpmechanismus ist jedoch nur einmal in einer Richtung anwendbar. Wenn die
Kanale erst einmal befullt (hydrophiler Fall) oder entleert (hydrophober Fall) sind, kommt
die Bewegung der Flussigkeit zum Stillstand. Fur einen Prozessablauf, bei dem
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verschiedene FlUssigkeiten zu verschiedenen Zeitpunkten beférdert werden sollen, ist die
Kontrolle des Transportes ausschlie3lich tUber die Kapillaritat der Flussigkeiten schlecht
zu realisieren. Die Starke der Kapillarkraft ist stark von der verwendeten Flussigkeit
abhangig und kann sich bereits bei einer Zugabe von kleinen Mengen bestimmter Stoffe
(z.B. Tenside) dramatisch andern. Der Vorteil dieses Transportmechanismus ist allerdings
der simple Aufbau ohne bewegte Teile oder sonstige Funktionselemente. Die Kapillarkraft
kann allerdings gezielt eingesetzt werden, um Flissigkeiten in bestimmten
Kanalbereichen festzuhalten.

Zentrifugalkraft: Eine elegante Mdglichkeit, Krafte auf eine in einem Chip befindliche
Flussigkeit auszuiiben, ohne bewegte Strukturen in den Chip zu integrieren, ist, den Chip
in eine Zentrifuge zu bringen und die Flussigkeiten durch die Zentrifugalkraft zu steuern.
Dabei ist die auf das Flussigkeitsvolumen wirkende Zentrifugalkraft F, = m-@”-r von
der Umdrehungsgeschwindigkeit @ der Zentrifuge und dem Abstand r des
Flussigkeitsvolumens von der Drehachse abhangig. Auf diese Weise kann durch eine

<"~ geschickte Wahl des Kanallayouts die

Wash 1 ' Flussigkeitssteuerung in einem
fea! . . Mikrokanalsystem durch die
22> 1 Drehzahlsteuerung  einer  Zentrifuge
- - kontrolliert werden. Ein solcher Ansatz zum

& Aufbau eines Immunoassays, Lab on a CD

genannt, wird beispielsweise in [INT1]
gezeigt. Der Aufbau einer solchen
Flussigkeitssteuerung ist in Abbildung 4-1
zu erkennen. Der Nachteil bei dieser Art der
Flissigkeitssteuerung ist, dass man fiir eine
gute Reproduzierbarkeit der Kréfte einen
relativ groRen Radius bendtigt. Daher wird ein solches System nur mit hohem Aufwand
auf eine GroRRe, kleiner als eine herkdbmmliche Compact Disc, zu verkleinern sein. Da sich

Abbildung 4-1: Flussigkeitssteuerung durch
Zentrifugalkraft (Lab on a CD) [INT1]

der gesamte Chip dreht, muss nach der Durchfilhrung der Prozessschritte die
Reaktionskammer wieder exakt zum Auswertegerat ausgerichtet werden.

4.2 Dosierung

Die Dosierung der Flussigkeiten, insbesondere die der Probe, erfordert eine mdglichst
hohe Prézision, da die Genauigkeit der Probendosierung direkt in die Genauigkeit des
Immunoassays eingeht. Bei einer konstanten Stromung im Kanal bietet sich eine
Dosierung der Flussigkeiten Uber die Zeit an. Dabei stellt das Dosiersystem nach der
allgemeinen Definition eine bestimmte Flussigkeitsmenge (Dosierrate Vg) Uber die Zeit
bereit, wobei der momentane Durchfluss Qy(t) als Dosierrate bezeichnet wird [FRAN98].
Hierbei wiirden sich jedoch Unterschiede in der Strémungsgeschwindigkeit, verursacht

16



Kapitel: 4 Funktionsgrundlagen

z.B. von Schwankungen in der Viskositat der verwendeten Flissigkeiten (z.B. durch
Temperaturanderungen), direkt als Fehler in der Dosierung auswirken.
Viskositatsschwankungen durch Temperaturanderungen lassen sich evtl. durch eine gute
Temperierung des Aufbaus reduzieren. Unterschiede in der Viskositat der verwendeten
(Blut-) Proben lassen sich jedoch nicht ausschlie3en, so dass eine Dosierung uber die
Stromungsgeschwindigkeit und die Zeit problematisch erscheint. Im klassischen
Laborassay wird die Dosierung der Probe mit Hilfe einer Pipette erreicht. Eine
pipettendhnliche Struktur auf dem Chip, also ein Kanal, der bis zu einem definierten Punkt
beflllt und anschlieBend ab einer definierten Stelle wieder entleert wird, ist eine
Madoglichkeit, die Flussigkeit Gber einen diskontinuierlichen Prozess zu dosieren. Der
Vorteil dabei ist, dass der Dosiervorgang (bei konstanter Temperatur) nur vom Volumen
der verwendeten ,Pipettenstruktur® abhéangt. Eine andere Mdglichkeit der
Flussigkeitsdosierung ist, die Reaktionskammer in sehr kurzer Zeit mit der (Blut-) Probe
zu befullen und dann eine im Verhaltnis zu dieser Befiillzeit lange Zeit inkubieren zu
lassen. Dabei werden nur die im Volumen der Reaktionskammer vorhandenen Antikérper
gebunden. Die (weiter von der Reaktionskammer entfernt) in den Kapillaren vorhandenen
Antikorper kénnen die Reaktionskammer aufgrund ihrer geringen
Diffusionsgeschwindigkeiten nicht erreichen.

4.3 Auswertung

Die Auswertung des Immunoassays erfolgt bei dem hier verwendeten Sandwichassay
Uber einen markierten Antikérper, das sogenannte Konjugat. Die Anzahl der aus einer
bestimmten Probenmenge gebundenen Antikorper ist dabei abh&éngig von der
Konzentration der Targetmolekile in der Probe. Um die gebundenen Antikorper zu
.Zzahlen", werden diese mit einem makroskopisch auswertbaren Tracer markiert. Diese
Auswertung stellt verschiedene Anforderungen an den Auswertemechanismus.

Radioaktiv: Bei den radioaktiven Immunoassays (RIA) wird das Konjugat mit einem
radioaktiven Marker versehen, so dass uber die Aktivitdit der Probe die Anzahl der
gebundenen Molekile bestimmt werden kann. Dieses Verfahren ist zwar sehr
empfindlich, wird jedoch durch den problematischen Umgang mit den radioaktiven
Substanzen in der Praxis nur noch selten verwendet. Es ist dadurch auch fur die
Anwendung in einem einfach zu verwendenden Labchip ungeeignet.

Lumineszent: Bei lumineszent markierten Antikbrpern besteht der Tracer aus einer
Substanz, die bei Auslosung (Triggerung des Tracers) Licht freisetzt. Fur diesen Zweck
wird z.B. Isoluminol verwendet. Die Auslésung wird dabei durch Reaktion mit anderen
Chemikalien (bei Isoluminol 2 Triggerldsungen) erreicht (Chemolumineszenz). Die Anzahl
der ausgesandten Photonen wird mit Hilfe eines Photomultipliers gezahlt und ist
proportional zur Anzahl der gebundenen Tracermolekile. Die Auswertung eines
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Immunoassays mit Hilfe einer Chemolumnineszenzreaktion ist eines der wichtigsten
Standardverfahren. Die notwendigen Reagenzien sind leicht verfugbar. Dieser
Auswertemechanismus bietet eine geringes Untergrundsignal und eine gute Sensitivitat.
Dieses Verfahren ist zwar im klassischen Immunoassay das empfindlichste.
Problematisch ist jedoch bei einer Auswertung auf dem Chip, dass die Triggerlésungen
zugefuhrt werden mussen. Dies bedeutet, es missen 2 zusatzliche Flussigkeiten samt
Transportmechanismen auf dem Chip integriert werden. Dadurch wirde der Chip groRer,
komplexer und teurer. Des Weiteren neigen die Triggerlésungen dazu, nach einiger Zeit
zu kristallisieren. Eine Aufmischung im Chip ist schwierig, so dass der fertig befillte Chip
nur eine geringe Aufbewahrungszeit zulassen wuirde. Eine der Triggerldsungen
(4 % NaOH) hat zudem aufgrund ihres hohen pH-Wertes einen denaturierenden Effekt
auf das an der Wand befestigte Immunsandwich. Dadurch werden bei Zugabe der
Triggerldsungen die markierten Antikbrper von der Wand geldst. Die frei in der
Reaktionskammer vorliegenden Antikbper kénnen so durch eine Bewegung der
Flussigkeit aus der Reaktionskammer herausgespllt werden. So kann ein Teil des
Signals in der Ablaufleitung aus der Probenkammer verloren gehen. Die lumineszente
Auswertung mit Lumi-Phos 530 stellt eine Alternative zur Auswertung mit Isoluminol dar.
Bei dieser Methode wird nur eine Triggerldsung bendtigt, was den Aufwand zur
Integration der Triggerlosungen in den Chip halbieren wirde. Dieser
Auswertemechanismus bietet im herkdmmlichen Immunoassay ebenfalls einen geringen
Signaluntergrund. Die Triggerlésung muss dunkel aufbewahrt werden, da sie durch Licht
zerstort  wird.  AuRerdem sind fur diesen  Auswertemechanismus  sterile
Arbeitsbedingungen zwingend erforderlich, da die Triggerlésung schnell verunreinigt
werden kann. Bei richtiger Anwendung hat diese Triggerl6sung jedoch eine gute Stabilitat.
Eine Alternative zur Chemolumineszenz stellt die Elektrolumineszenz dar. Hier wird durch
Anlegen eines elektrischen Feldes der Tracer zum Aussenden von Licht angeregt. Im
Falle der Elektrolumineszenz muissen zuséatzliche Elektroden im Bereich der
Reaktionskammer angebracht werden.

Fluoreszent: Bei fluoreszent markierten Antikbrpern wird der Tracer mit Licht einer
bestimmten Wellenlange zur Fluoreszenz angeregt. Das bedeutet, dass der Tracer das
Licht der Anregungswellenlange absorbiert (und damit in der Elektronenkonfiguration des
Tracers Elektronen auf hdhere Energieniveaus angehoben werden) und Licht einer
anderen Wellenlange emittiert (durch Rickfall der Elektronen tber ein Zwischenniveau in
das Grundniveau). Die Differenz zwischen absorbierter und emittierter Wellenlange wird
als Stokesshift bezeichnet. Die gemessene Lichtintensitét ist abhangig von der Intensitat
des anregenden Lichtes und von der Anzahl der vorhandenen Fluoreszenzmolekile. Ein
mdglichst hoher Stokesshift erleichtert die Auswertung bzw. steigert die Messgenauigkeit,
da sich das emittierte Licht Gber optische Filter besser vom anregenden Licht trennen
lasst. Der Vorteil bei dieser Methode besteht darin, dass die Auswertung auf dem Chip
sehr einfach ist und die Empfindlichkeit durch Aufintegration des Signals Uber eine
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langere Messzeit gesteigert werden kann. Der grof3e Vorteil der Fluoreszenz ist, dass
keine Triggerldsungen bendtigt werden. Da die verwendeten Kunststoffsubstrate jedoch
grofdtenteils auch eine Eigenfluoreszenz zeigen, wird bei dieser Methode ein hdheres
Untergrundsignal erwartet als bei der Chemolumineszenz. Durch eine Fluoreszenz im
nahen Infrarot (Near Infra Red Fluoreszenz) sollte dieses Problem vermieden werden, da
die Eigenfluoreszenz der Kunststoffe eher im UV-Bereich liegt. Die Sensitivitdt dieses
Auswertemechanismus sollte etwa an die Grol3enordnung von Chemolumineszenz
reichen. Versuche haben gezeigt, dass bei dieser Auswertemethode die Eigenschaft des
Untergrundes, an den die Antikérper angebunden sind, einen starken Effekt auf die
Qualitat des Signals hat, da das Immunsandwich an deren Oberflache angebunden bleibt
und nicht, wie bei der Chemolumineszenz, durch die Denaturierung frei in der Lésung
vorliegt. Das NIR-Label (NIR-isothiocyanat indotricarbocyanin) zeigte in Vorversuchen
Probleme bei der Ankopplung an den Antikdrper, da nach Inkubation des Labels mit dem
Antikorper das ungebundene Label sich nicht von dem mit Label markierten Antikorper
trennen lasst. Als besser geeignet erscheint der Fluoreszenzmarker Streptavidin mit Alexa
Fluor® 750. Dieses Label hat einen zweistufigen Fluoreszenzprozess, welcher einen
breiteren Stokesshift (Unterschied zwischen adsorbierter und emittierter Wellenlénge)
bewirkt. Die Anregungswellenlange fiir dieses Label wird mit A = 650 nm angegeben, die
emittierte Wellenldange mit A = 775 nm. Die Auswertung eines Fluoreszenzlabels kann
beispielsweise in einem Fluoreszenzscanner erfolgen.

Zeitaufgeldste Fluoreszenz (TRF Time Resolved Flourescence): Dies ist eine weitere
sehr sensitive Methode, bei der das Fluoreszenzsignal Uber einen kurzen Lichtpuls
angeregt und erst kurz nach Erléschen dieses Pulses gemessen wird. Durch diese
Methode kann der Hintergrund durch die anregende Wellenlange vermieden werden. Die
Label, die dafiir verwendet werden, haben einen grof3en Stokesshift. Des Weiteren kdnnte
man den Filterprozess fir die Blutprobe vereinfachen, da der Hintergrund der Probe
theoretisch sehr klein ist. Bei dieser Methode wird jedoch wieder ein Trigger benotigt
(Enhancement solution genannt). Dieser Trigger enthalt Triton X-100 und Essigsaure, um
das Lanthanidion vom Sandwich zu trennen. Dies ist ein sehr kritischer Prozess, da auch
hier das Signal wie bei der Chemolumineszenz aus der Probenkammer herausgespllt
werden kann.

Magnetisch: Magnetische Partikel als physikalische Label bendtigen keine
Triggerldsungen. Es ist jedoch schwer zu kontrollieren, ob die magnetischen Partikel
gebunden werden. Es ist zwar moglich, einzelne Partikel nachzuweisen, jedoch kann man
nicht sicher sagen, ob dieser gebunden ist. Diese Methode sollte eine hohe Sensitivitat
besitzen und ein geringes Untergrundsignal aufweisen. Ein grof3es Problem ist jedoch,
dass sich die magnetischen Partikel im Chip nicht in Emulsion halten lassen (besonders
bei auReren magnetischen Feldern) und bei Verwendung des Chips aufemulgiert werden
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mussen. Bei der Fa. Quantum Design wird der Magnetic Assay Reader (MAR) entwickelt,
welcher die Nutzbarkeit der magnetischen Partikel als Label zeigt.

5 Fertigungsgrundlagen
5.1 Materialwahl

Bei der Auswahl des geeigneten Materials fur eine Fertigung des mikrofluidischen
Immunoassays gilt es, eine Vielzahl von Randbedingungen zu beachten, die sich auf die
spatere Produzierbarkeit sowie auch auf die Funktionalitdt des Immunoassays auswirken.
So sollten fur das Material ein adéquater Fertigungsprozess fur eine schnelle
Prototypenfertigung der ersten Chips sowie ein wirtschaftlicher Fertigungsprozess fir eine
spatere Serienfertigung verfligbar sein.

Glas: Glas ist preisgunstig und weitgehend chemisch inert. Somit sind keine Probleme mit
den zu verwendenden Reagenzien zu erwarten, da die klassischen Immunoassays
ebenfalls unter Verwendung von Glasgeraten durchgefuhrt werden konnen. Durch die
Wabhl eines transparenten Materials lasst sich der Durchfluss der Reagenzien durch die
Kanale gut kontrollieren, und es wird kein separates Auswertefenster fir die optische
Auswertung bengotigt.

Kunststoff: Kunststoff bietet die Vorteile, dass eine Vielzahl von verschiedenen
Kunststoffen verfiigbar ist, deren Eigenschaften sich auf die Anforderungen der
Anwendung anpassen lassen. Kunststoffe kénnen ebenfalls preisglinstig und inert
bezlglich der zu verwendenden Reagenzien gewdahlt werden. Eine gute
Serienproduzierbarkeit durch Spritzguss oder HeiBpragen findet bereits in vielen
Bereichen Verwendung. Durch die Auswahl eines transparenten Kunststoffes ergeben
sich die oben genannten Vorteile wie bei der Verwendung von Glas.

Silizium: Silizium ist das klassische Material der Mikrotechnik und das wahrscheinlich am
besten erforschte Material der Welt. Es lasst sich gut nasschemisch strukturieren
(anisotropes Atzen) und ist chemisch sehr bestandig. Durch anodische Bondprozesse
lassen sich Siliziumkanalstrukturen gut mit Glas verdeckeln. Problematisch sind jedoch
der hohe Preis und die hohen Fertigungskosten (bezogen auf die benétigte Flache). Da
Silizium nicht transparent ist, ist eine optische Prozesskontrolle und Auswertung nur in
Verbindung mit einer transparenten Deckelschicht (z.B. anodisch gebondete Glasschicht)
moglich.

Sonstige: Diverse andere Materialien, wie z.B. die meisten Metalle, sind aufgrund von
Korrosion oder Reaktion mit den verwendeten Chemikalien problematisch. Viele
Materialien sind aufRerdem nicht gut mikrotechnisch zu strukturieren, teuer und bieten bei
nicht transparenten Materialien den Nachteil der schlechteren Kontrollierbarkeit des
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Prozessverlaufs bzw. der optischen Auswertung. Jedoch eignen sich metallbasierte
mikrotechnische Verfahren, wie z.B. der LIGA Prozess, fir eine Herstellung der Prage-
oder Spritzgusswerkzeuge fur die Herstellung von Kunststoffstrukturen.

5.2 Fertigungsmethoden

Die fur die Herstellung von Kunststoff- oder Glasstrukturen am besten geeigneten und in
dieser Arbeit verwendeten Methoden werden im Folgenden vorgestellt.

5.2.1 Strukturierung von Glas

Ein Verfahren zur Herstellung von Kanalstrukturen in Glassubstraten ist die
nasschemische Strukturierung mit Flusssdure. Bei der nasschemischen Strukturierung
werden auf das Glassubstrat zunachst eine dinne Haftschicht aus Chrom (oder Titan)
und dann eine Maskierungsschicht aus Gold aufgebracht, die anschlie3end mit Photolack
beschichtet wird. Dieser Photolack wird durch eine Maske hindurch belichtet, so dass die
Stellen, an denen die Kandle entstehen sollen, in einer Entwicklerlésung und
anschlieBender Metallatze freigelegt werden kénnen. Auf das so behandelte Substrat wird
Flusssaure getraufelt, die das Glas anatzt, die Schutzschicht aus Metall und Photolack
jedoch nicht angreift. Durch das Auftrdufeln der Saure ist, im Gegensatz zum Eintauchen
des Substrates in die Saure, keine Rickseitenmaskierung notwendig. Der Nachteil dieser
Methode ist allerdings, dass aufgrund der geringen verwendeten Sauremenge und der
nicht vorhandenen Bewegung der Fliissigkeit im Atzbereich die Saure schnell gesattigt ist.
Dies bewirkt eine mit der Zeit abnehmende Atzgeschwindigkeit. Es wurden Substrate aus
Borsilikatglas (Pyrex / Borofloat) und aus normalem ,Fensterglas® (Natriumglas)
verwendet. Die Atzraten firr die beiden verwendeten Glassorten sind in Abbildung 5-1
aufgetragen. Durch eine Kontrolle der Atzzeit wird die Kanaltiefe kontrolliert. Aus
Abbildung 5-1 ist ersichtlich, dass Borsilikatglas deutlich geringere Atzraten aufweist. Die
groRen Fehlerindikatoren bei der Atzrate fir Natriumglas beruhen auf der sehr rauhen
geatzten Oberflache, die eine genaue Bestimmung der Atzrate stark erschweren.
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Abbildung 5-1: Messwerte der Atzraten fiir Borsilikatglas und Natriumglas mit 48% Flusssaure
(die Linien stellen einen polynomischen Trend dar)

Die Substrate aus Natriumglas sind deutlich preisgiinstiger, liefern aber bei den geatzten
Strukturen eine raue Oberflache, so dass sie nur flr Versuche, bei denen es nicht auf
glatte Oberflachen ankommt, verwendet wurden. Die Substrate aus Borsilikatglas sind
zwar teurer, liefern aber sehr homogene Atzergebnisse und sind zudem auch noch
anodisch bondbar, so dass im Wesentlichen diese Substrate zur Anwendung kamen. Die
Vergleiche der Atzresultate sind in Abbildung 5-2 dargestellt.

Abbildung 5-2: Atzergebnisse fir Borsilikatglas (links) und Natriumglas (rechts)
Da das Glas als amorpher Werkstoff nasschemisch nur isotrop geétzt werden kann, wird

der Kanal durch Unteratzung der Maskierung um die doppelte Atztiefe verbreitert und es
lassen sich somit nur abgerundete Kanalquerschnitte herstellen.
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Abbildung 5-3: Atzprofil bei isotroper Atzung [TWENO02]

Eine unabhangige Steuerung von Strukturbreite und —tiefe ist somit nicht moglich.
(Weiteres dazu z.B. in [KOHL98]) Die Dauer fiir einen Strukturierungsprozess liegt bei
manueller Fertigung, unabhangig von der Grof3e der Struktur, im Bereich einer Stunde,
was fur eine Prototypenfertigung durchaus akzeptabel ist.

5.2.2 Prototyp Masken

Um Prototypen der Glasstrukturen herstellen zu kénnen, wird ein Verfahren benétigt, das
eine kostenglnstige Fertigung dieser Glas-Kanalstrukturen in kurzer Zeit ermdglicht. In
der herkdmmlichen Photolithographie ist die Herstellung der Photomaske einer der
teuersten und zeitaufwendigsten Schritte. Um eine schnellere und kostenginstigere
Strukturierung zu erreichen, wird ein Verfahren zur Maskenherstellung mittels
Reproduktionsfotografie verwendet. Dabei werden die zu fertigenden Strukturen am
Rechner mittels CAD-Programmen oder bei weniger komplexen Geometrien mit
einfachen Mal- oder Zeichenprogrammen entworfen und in stark vergroRerten Maf3stab
ausgedruckt, so dass die kleinsten Strukturen noch gut im Drucker wiedergegeben
werden kdnnen. Diese Vorlagen werden dann mittels einer Reprokamera auf einen
Kunststofffilm verkleinert abfotografiert. Der so entstandene Film dient als Maske fur die
Fotolithografie. Dieses Verfahren eignet sich vor allem bei Prozessen mit nur einer
Strukturierungsebene und StrukturgréfRen mit mehr als ca. 20 pm.

5.2.3 Strukturierung von Kunststoffen

Kunststoffstrukturen lassen sich aufgrund Ihrer vielfaltig variierbaren Eigenschaften auch
mit einer Vielzahl von Prozessen fertigen. Die in dieser Arbeit verwendeten Prozesse
werden im Folgenden ndher beschrieben.

Laserstrukturierung: Eine Mdoglichkeit, Kunststoffe zu strukturieren, ist die Abtragung
des Materials mittels Excimerlaserstrukturierung. Der Begriff Excimer entstand aus der
Bezeichnung ,excited dimer* und beschreibt zweiatomige Verbindungen, die nur im
angeregten Zustand stabil sind (z.B. Edelgas-Halogenide) [BURH94]. Die Pulsleistung
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dieser Ultraviolett-Laser liegt typischerweise bei einigen 10 MW bei Pulsdauern von 10 ns
bis 500 ns und einem Puls-Pausen-Verhéltnis von kleiner 10* [SCHU93][WEHN91]. Der
zu erwartende Wirkungsgrad eines Excimerlasers liegt bei unter ca. 1-2 % [SCHU93]. Fur
die Bearbeitung von Polymeren werden Energien von ca. 10-100 mJ/cm? benétigt. Die mit
einem Excimerlaser erreichbare Leistungsdichte ermdglicht dabei eine Strukturierung
relativ groRer Oberflachen (ca. 2 cm?) in einem Arbeitsschritt [LIPP93]. Durch die Energie
des Excimerlasers werden die langen Polymerketten aufgebrochen und gezwungen, sich
neue Bindungspartner zu suchen. Dieses passiert vornehmlich mit Teilen der
umgebenden Atmosphéare (Wasser, Sauerstoff) oder mit einem zugefiihrten Gas. Dabei
werden diese neuen Verbindungen aus dem Bearbeitungsbereich herausgeschleudert
und nehmen die Ubertragene Warmemenge mit. Die herausgeschleuderten Polymerreste
lagern sich dann in der Umgebung ab [PFLE97] oder werden aus der Umgebungsluft
abgesaugt. Im Gegensatz zur klassischen Laserstrukturierung, die auch das Material in
der naheren Umgebung des auftreffenden Laserstrahls verdampft, wird bei der
Polymerbearbeitung mit Excimerlasern nur der vom Laser getroffene Bereich abgetragen.
Durch einen fein fokussierten Laser lassen sich dabei Strukturierungen bis in den
sub - um Bereich realisieren. Die Strukturen lassen sich entweder Uber eine genaue
Steuerung des Lasers oder Uber Schattenmasken herstellen. Die Steuerung des Lasers
und die damit resultierende serielle Fertigung der einzelnen Strukturen nacheinander ist
sehr zeitintensiv und damit teuer. Durch Verwendung von Schattenmasken kann ein
grol3erer Bereich in einem Arbeitsschritt strukturiert werden. Das spart zwar Zeit in der
Fertigung, jedoch ist die Herstellung der Masken aufwendig und entsprechend teuer.
Dieses Verfahren ist geeignet fur eine Herstellung von Prototypen, da sich Strukturen mit
hoher Genauigkeit in kurzer Zeit fertigen lassen. Fur eine Serienfertigung von
grof3flachigen Strukturen ist dieses Verfahren aufgrund der hohen Betriebskosten des
Lasers jedoch als zu teuer einzuschatzen. Der fur die Laserstrukturierung der ersten
Ventilstrukturen verwendete Excimerlaser LPX305 der Firma Lambda-Physik kann durch
verschiedene Gasfillungen bei Wellenlangen von 193 nm (ArF) oder 248 nm (KrF)
genutzt werden. Bei einer Wiederholungsrate von 50 Hz und einer Pulsdauer von 30 ns
liegt die durchschnittliche Energie pro Puls bei 1 J.

Spritzguss: Die Herstellung der Strukturen mittels Mikrospritzguss erfordert geeignete
Spritzgussmaschinen, die Wahl des richtigen Kunststoffes, sowie eine Fertigung des
Spritzgusswerkzeuges. Die geometrischen Bedingungen der Struktur missen so
beschaffen sein, dass die hergestellte Struktur problemlos aus dem Spritzgusswerkzeug
ausgeworfen werden kann. Insbesondere darf es keine Hinterschneidungen geben.
Kanéle sollten sich nach unten leicht verengen, so dass das Werkzeug einfach entfernt
werden kann. Da die Herstellung eines Spritzgusswerkzeuges sehr aufwendig ist, eignet
sich dieses Verfahren kaum zur Prototypenfertigung. Die Mikrostrukturen im
Spritzgusswerkzeug konnen sich Uber eine mikrogalvanische Strukturierung generativ
oder Uber ablative Verfahren wie Elektroerosion oder Mikrofrsbearbeitung herstellen
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lassen. Durch die Strukturierungszeiten im Sekundenbereich und die bei grol3en
Stlickzahlen sehr geringen Kosten ist dieses Verfahren sehr gut fir eine Serienfertigung
geeignet.

HeiBpragen: Eine Mdoglichkeit ist die Fertigung der Mikrostrukturen durch Heil3pragen.
Bei diesem Prozess wird der Kunststoff auf eine Temperatur kurz oberhalb der
Glassubergangstemperatur erhitzt. Bei dieser Temperatur wird der Kunststoff weich und
verformbar. In den erhitzten Kunststoff wird ein Stempel mit negativen Kanalstrukturen
gepresst und anschlieRend auf eine Temperatur unterhalb der Glastemperatur gekihlt
und somit verfestigt. Die Dauer dieses Fertigungsprozesses ist im Wesentlichen von der
Dauer fur das Aufheizen und Abkihlen bestimmt. Jedoch ist flr eine Produktion einzelner
Prototypen auch der Aufwand fir die Fertigung des Pragestempels einzubeziehen. Die
Herstellung dieses Pragestempels kann analog zum oben genannten Pragewerkzeug fir
den Mikrospritzguss erfolgen. Auch hier sind nur Strukturen ohne Hinterschneidungen
zulassig.

Lichthartende Polymere: Eine weitere Mdglichkeit, Kanalstrukturen in Kunststoff zu
erhalten, ist die direkte Strukturierung in einem lichthartenden Polymer, wie z.B. SU-8-
Photolack oder MMA. Bei SU-8 Photolack handelt es sich um einen fllissigen Epoxy-
Monomer, der durch Belichtung mit ultraviolettem Licht polymerisiert und so bestandig
gegen die meisten Losungsmittel wird. Fur diesen Strukturierungsprozess wird der Lack in
der gewinschten Dicke auf einen Trager aus Glas oder Kunststoff aufgeschleudert und
durch eine Maske hindurch belichtet. Die unbelichteten Stellen kdnnen mit einem
Losungsmittel entfernt werden, so dass man die gewinschten Kanalstrukturen erhélt.
Durch diese Art der Strukturierung lassen sich Kanalstrukturen mit sehr hohem
Aspektverhéaltnis erzeugen. Die Dicke der herzustellenden Lackschicht lasst sich tber die
Drehgeschwindigkeit beim Aufschleudern des Photolackes (Spinkurve) und Uber die
Viskositat des Lackes variieren. Sehr dicke Schichten konnen aus mehreren
Lackschichen Ubereinander hergestellt werden. Der groRe Vorteil dieses Prozesses ist,
dass sich nahezu rechtwinklige Kanalquerschnitte ergeben, wobei sich die Strukturh6he
(durch die Lackschicht vorgegeben) unabhéangig von der Strukturbreite (durch die Maske
vorgegeben) variieren lasst. Die Masken kdnnen fur diesen Prozess ebenfalls mit dem
weiter oben beschriebenen Reprokamera-Prozess angefertigt werden, so dass diese
Strukturierungsvariante  ebenfalls  sehr  schnell  durchfihrbar ist. Bei der
Photopolymerisation handelt es sich im Gegensatz zur oben erwahnten nasschemischen
Strukturierung jedoch um einen Negativprozess. Daher mussen die Masken entweder
schon im Rechner beim Ausdruck ins Negativ invertiert oder beim Abfotografieren mit der
Reprokamera muss ein Negativfilm benutzt werden. Probleme bereiten allerdings die mit
zunehmender Lackdicke zunehmenden Spannungen innerhalb der Lackschicht. Diese
entstehen durch die unterschiedlichen thermischen Ausdehnungskoeffizienten des
Photoresists und des Substratmaterials. Um ein Durchbiegen des Substrates zu
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vermeiden, bietet sich die Verwendung von dicken Substratwafern an (z.B. Glaswafer,
100 mm Durchmesser, 2 mm Dicke). Die Spannungen in der Schicht lassen sich durch
geeignete Relaxations- und Temperierungsprozesse stark reduzieren. Um reine
Kunststoffstrukturen ohne Substratmaterial zu bekommen, wird auf das Substratmaterial
zunéachst eine Opferschicht aus z.B. Kupfer aufgebracht. Auf diese Opferschicht wird eine
erste Schicht SU-8-Photoresist aufgebracht, vollstandig belichtet und somit komplett
gehartet. Diese Unterschicht bildet spater den Boden der Strukturen. Auf diese
Unterschicht wird dann die eigentliche SU-8-Schicht aufgebracht und strukturiert. Sind die
SU-8 Strukturen gefertigt und die Schichtspannungen durch Relaxations- und
Temperierungsprozesse reduziert, kann die Opferschicht in einem
(ultraschallunterstiitztem, geheiztem) Atzbad entfernt und damit die SU-8 Struktur vom
Substrat geldst werden. Aufgrund der hohen Preise des SU-8 Lackes ist dies jedoch fur
eine Serienfertigung sehr teuer, und das Material kann nicht variiert werden. Der
Strukturierungsprozess mit SU-8-Resist benotigt relativ viel Zeit, da diverse Ruhezeiten
zum Abbau von Spannungen innerhalb des Lackes einzuhalten sind.

Prazisions-Frasbearbeitung: Die klassische Materialbearbeitung durch CNC-
Frasmaschinen ermoglicht durch die immer praziser werdenden Gerate und standig
verkleinerte Werkzeuge einen Vorstol3 zu immer kleineren Dimensionen. So lassen sich
durch Fraser mit Durchmessern im Bereich von 30 um und Positioniergenauigkeiten im
unteren Mikrometerbereich mittlerweile auch Strukturen mit Abmessungen von wenigen
Mikrometern reproduzierbar herstellen. Durch solche Prazisions 5-Achsen Frasmaschinen
ist eine automatisierte Fertigung von Mikrostrukturen maoglich.

5.3 Verschliel3en der Kanéle

Bei allen oben beschriebenen Strukturierungsprozessen entstehen Kanale, die zu einer
Seite (der Bearbeitungsseite) hin geotffnet sind. Dies ist auch nétig, um die Oberflache der
Kanale an bestimmten Stellen gezielt zu modifizieren und mit den bendétigten Reagenzien
zu belegen. Um die Strukturen zu verschlieRen, wurden verschiedene Methoden
untersucht.

Kleben: Das Verkleben von Mikrostrukturen stellt besondere Anspriiche an das
Aufbringen, die Dosierung und Verteilung der Klebstoffe. Ein Problem beim Kleben von
Mikrokanélen ist, das Eindringen von Klebstoff in die Kanale zu vermeiden. Um dies zu
erreichen, kann z.B. ein lichthartender Klebstoff auf die Deckelseite diinn aufgeschleudert,
anschlieRend auf die strukturierte Kanalplatte gelegt und mittels UV-Licht ausgehartet
werden. Ist die aufgeschleuderte Klebstoffschicht deutlich dinner als die
Kanaldimensionen, kann ein guter Verschluss der Strukturen erreicht werden. Eine
weitere Mdoglichkeit, den Kleber aufzubringen, ist, die Kanalplatte und den Deckel
aufeinander zu legen und einen sehr dunnflissigen (lichthartenden) Kapillarkleber (z.B.
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DELO Photobond 4302 UV-hartend) an den Rand zu tropfen. Da die Kapillarkraft mit
zunehmendem Kapillardurchmesser kleiner wird, zieht sich der Kleber schnell zwischen
Kanalplatte und Deckel, dringt jedoch nur sehr langsam in die Kandle ein. Der Kleber
kann nachdem er gleichmalig zwischen den zu verklebenden Strukturen verteilt ist, unter
UV-Licht ausgehéartet werden.

Adhasionsfolie: Eine sehr einfache Methode zur Verdeckelung der Kandle ist das
Verkleben der Kanalplatte mit Adhé&sionsfolie (,Klebeband®). Fur die verwendeten
Klebefolien gelten jedoch dann dieselben Grundanforderungen wie fur das
Kanalplattenmaterial. Die Folien missen eine ausreichende Klebkraft haben, um den im
Prozess auftretenden Driicken standzuhalten, sie durfen nicht mit den bendgtigten
Chemikalien reagieren und missen auch in ihren mechanischen Eigenschaften den
Anforderungen genugen.

Anodisches Bonden: Das anodische Bonden ist eine Methode, um eine Glasplatte aus
einem natriumoxidhaltigen Glas mit einer Siliziumscheibe zu verbinden. Bei diesem
Prozess werden eine Siliziumscheibe auf eine geheizte Elektrode, die Glasplatte auf die
Siliziumscheibe und eine zweite Elektrode auf die Glasplatte gelegt. Ab einer
Grenztemperatur in der GréRenordnung von 200° C-300° C wird die Glasscheibe zum
lonenleiter, da sich die im Glas enthaltenen positiven Natriumionen sowie die negativen
Oxidionen frei bewegen kénnen. Wird an die Siliziumscheibe eine positive- und an die
Glasscheibe eine negative Spannung der GréRenordnung 1 KV angelegt, so bewegen
sich die Natriumionen von der Grenzschicht weg, die Oxidionen zur Grenzschicht hin und
es flieBt ein Strom durch dieses ,Sandwich®. Durch eine Verbindung der Oxidionen mit
den Siliziumatomen des Substratwafers wird eine feste Siliziumoxidbricke zwischen Glas
und Siliziumwafer aufgebaut und verbindet die beiden Scheiben an der Grenzschicht
miteinander. Naheres zu diesem Prozess findet sich in der Literatur. Ein leicht
abgewandelter Prozess kann auch verwendet werden, um 2 Glasscheiben miteinander zu
verbinden. Dabei ist eine der Glasscheiben sehr dinn mit Silizium beschichtet und tritt
anstelle der Siliziumscheibe. Gute Bondergebnisse konnten ebenso mit einer mit
Siliziumnitrid beschichteten Glasscheibe erzielt werden. Die im Immunoassay
verwendeten Chemikalien denaturieren allerdings bereits bei Temperaturen von mehr als
ca. 36° C und werden damit unbrauchbar. Da fir den anodischen Bondprozess jedoch
Temperaturen von Uber 100° C ndétig sind, kann ein mit Immunchemie beschichtetes
Substrat nicht anodisch gebondet werden. Ein gezieltes Aufbringen der Antikorper in
verschlossenen Kanalen ist jedoch kaum (bzw. nur mit groRem Aufwand) mdglich. Eine
Madoglichkeit des Aufbringens von temperaturempfindlicher Biochemie wird in [ZIMMO02]
vorgestellt. Die Biochemie wird dabei in eine Matrix eines lichthartenden wasserldslichen
Polymers eingebettet. Dieses Polymergemisch kann dann in die (z.B. durch anodisches
Bonden) bereits verschlossenen Mikrostrukturen gefillt und tber eine Photomaske an
den Stellen, an denen die Biochemie lokalisiert werden soll, belichtet werden. Dabei
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vernetzt die Polymerldsung an den belichteten Stellen. Die unbelichtete Losung kann
anschlieend durch Spilen mit Pufferlésung ausgewaschen werden. Der
Auswaschprozess dauert jedoch mehrere Stunden. Dieser Zeitaufwand ist fir eine
Serienfertigung zu hoch. AuRerdem ist der gesamte Prozess fir eine Serienfertigung sehr
aufwendig und voraussichtlich in der gegenwartigen Form zu teuer.

Losungsmittelbonden: Bestehen sowohl Deckel als auch Kanalplatte aus Kunststoffen,
so kdnnen diese durch das Losungsmittelbonden verbunden werden. Dabei werden beide
Seiten durch Aufbringen eines Ldsungsmittels leicht angeldst und anschlieBend unter
erhohter Temperatur zusammengepresst, bis das Losungsmittel verdampft ist und die
Teile sich verbunden haben. Durch den Kontakt mit LOsungsmitteln konnen die
Chemikalien allerdings denaturiert werden.

Thermisches Bonden: Beim thermischen Bonden werden die Kanalplatte und die
Deckelplatte zusammengepresst und kurzzeitig soweit erhitzt, dass die Materialien leicht
aufweichen und sich verbinden kénnen, ohne die Strukturen stark zu verformen. Fir die
Verwendung des thermischen Bondens ergeben sich fur die Immunchemie jedoch
analoge Probleme wie bei anodischem Bonden (hohe Temperatur).

Ultraschallschweil3en: Kanalplatte und Deckel aus Kunststoff lassen sich auch durch
einen Ultraschallschweil3prozess verbinden. Bei diesem Prozess wird das Material an den
gewunschten Stellen durch Einleitung von Ultraschallenergie lokal aufgeschmolzen und
verschweil3t, wohingegen die Stellen, an denen das Material nicht verformt werden soll,
kalt bleiben. Damit kann ein Schweil3prozess entwickelt werden, der in die Bereiche der
Biochemie keine Warme einbringt. Der SchweiRprozess verlangt jedoch eine speziell
geformte Struktur der SchweiRkante und ist fur eine Prototypfertigung schwer zu
realisieren.

5.4 Oberflachenmodifizierung der Materialien

5.4.1 Wozu Oberflachenmodifizierung?

Durch eine Modifikation der Kanalstrukturoberflachen ist es mdglich, die Eigenschaften
dieser Strukturen im Hinblick auf die Benetzbarkeit und somit auf die Kapillarkrafte zu
modifizieren (siehe Kapitel 4.1). So lasst sich die Stromung durch die Kanéle aufgrund
von Benetzungskraften gezielt kontrollieren. Durch hydrophile Bereiche wird eine
Befullung der Kandle ohne Verwendung von Pumpen erreicht. Durch hydrophobe
Teilbereiche ist es moglich, ein Einstromen von Flussigkeiten in bestimmte Teilbereiche
der Kanalstrukturen zu verhindern. Durch die Affinitat der Oberflachen
(hydrophob/hydrophil) kann auch die Anbindung von Antikdrpern an die Oberflache des
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Auswertebereiches kontrolliert werden. Ublicherweise werden die Antikérper an
hydrophoben Oberflachen am besten angebunden.

5.4.2 Modifizierungsverfahren

Abscheiden von diinnen Schichten: Durch Abscheiden von diinnen Schichten auf den
Oberflachen der Strukturen werden die Oberflacheneigenschaften der abgeschiedenen
Schicht ausgenutzt. Dabei konnen durch Maskierungen an verschiedenen Stellen
unterschiedliche Schichten aufgebracht und die Oberflacheneigenschaften gezielt lokal
variiert werden. Die Schichten werden dabei so dinn abgeschieden, dass die
geometrische Veranderung der Kandle zu vernachlassigen ist. Die fir diese Art der
Oberflachenmodifikation benutzten Materialien sind im Wesentlichen Metalle (durch
Kathodenzerstaubung oder Aufdampfverfahren aufgebracht). Nichtmetallische Schichten,
wie Siliziumnitrid und —oxid, lassen sich mit einem CVD-Prozess abscheiden. Die dabei
bendtigten Temperaturen liegen jedoch im Bereich von einigen 100° C, was ein
Aufbringen auf die meisten Kunststoffe verhindert.

100

— —e— AICu
5 —8— Au

V4

% —a—Cr

£ —a— SiNitrid
‘g ——Si02
x ——Ti

Zeitdauer [Tage]

Abbildung 5-4: Messwerte der Benetzungswinkel von Wasser auf verschiedenen Oberflachen und
dessen Anderung mit der Zeit (u.a. durch Oxidation)

Plasmabehandlung: Durch eine Behandlung der Oberflachen im Plasma lassen sich die
Oberflacheneigenschaften gezielt verandern, die Oberflachen reinigen und teilweise
aufrauhen. Dazu werden die Oberflachen im Barreletcher bzw. in der PECVD-Anlage
einer Plasmabehandlung in einer Gasatmosphare des gewlnschten Gases ausgesetzt.
Die hierbei verwendeten Gase sind im Wesentlichen Sauerstoff [O;], Argon [Ar], Freon
[CF4). Die Einflisse einer  solchen Gasplasma-Behandlung auf  die
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Oberflacheneigenschaften werden in [PUNTO2] beschrieben. So lasst sich Uber eine
Plasmabehandlung sowohl der Kontaktwinkel von Flissigkeiten zur Oberflache in einem
breiten Spektrum veré&ndern als auch die Bondstarke fir bestimmte Bondprozesse, wie
z.B. thermoplastisches Fusionsbonden, optimieren. Die in [PUNTO02] beschriebenen
Kontaktwinkel reichen bei einer Plasmabehandlung eines COC-Polymers (Cyclic Olefin-
Copolymer), welches zu Wasser normalerweise einen Kontaktwinkel von 92° hat, von ca.
5° bis 136°. Siehe Tabelle 5-1

02 flow Contact
Case Ar flow rate rate CF4 flow Power Duration angle
# (sccm) (sccm) rate (sccm) (Watts) (seconds) (degree)
1 20 0 0 200 120 ~5°
2 10 0 0 150 120 21°
3 10 0 0 100 120 48°
4 10 0 0 25 120 78°
5 0 0 10 100 120 100°
6 0 2 10 150 120 109°
7 0 3 10 150 120 122°
8 0 4 10 200 120 136°

Tabelle 5-1: Plasmaprozessbedingungen fir die Oberflachenmodifikation [PUNTO02]
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6 Entwicklung des Immunoassay-Chips
6.1 Mikrofluidische Reaktionskammern

Fur die Durchfihrung eines Immunoasays wird ein Reaktionsbereich bendtigt, in dem die
als Fangermolekile verwendeten Antikérper an der Wand befestigt sind (biologisch
aktiver Bereich). Diesen Reaktionsbereich kann man mit dem Reagenzglas oder mit den
Titerplatten in der klassischen Laboranalytik vergleichen. Um die Durchfuhrbarkeit eines
Immunoassays in einem mikrofluidischen Kanalsystem zu untersuchen, werden
mikrofluidische Reaktionskammern aus Glas oder Kunststoff hergestellt. Diese
Reaktionskammern kdnnen zunachst Uber externe peristaltische Schlauchpumpen mit
den Reaktionsflussigkeiten durchspult werden. Das Einbringen der Antikorper in die
Reaktionsbereiche soll vor dem VerschlieBen der Strukturen erfolgen, da ein spateres
gezieltes Einbringen der Antikbrper zu aufwendig ist. Deshalb muss der
Verdeckelungsprozess so beschaffen sein, dass die Antikdrper nicht durch Hitze oder
chemische Einwirkung denaturieren und somit zerstort werden. Eine einfache Methode ist
das VerschlieBen der Kanadle mit Adhasionsfolie (,Klebeband®). Das Klebeband muss so
beschaffen sein, das es durch seine chemischen und physikalischen Eigenschaften die
Durchfiihrung des Immunoassays in den Mikrostrukturen nicht negativ beeinflusst. Das
Anbringen der Antikorper in den Reaktionskammern vor dem Verdeckeln der Kanale
bietet im Wesentlichen 3 Madglichkeiten, die Antikdrper zu immobilisieren. Die erste
Mdglichkeit ist, die Antikorper auf dem Boden der Reaktionskammer zu verankern.
AnschlieRend werden die Strukturen verschlossen (Abbildung 6-1).

Deckel

Kana strukturen \

Antikorper

Abbildung 6-1: Verdeckelte Kanalstrukturen. (Antikdrper am Kanalboden angebracht)

Eine Alternative zur Methode 1 ist das Anbringen der Antikbrper am Deckel der
Reaktionsbereiche: Auf die Adhasionsfolie werden die fir den Immunoassay bendtigten
Antikérper im Bereich der Reaktionskammern direkt aufgebracht und mittels z.B. BSA die
unspezifischen Bindungen reduziert (Abbildung 6-2).
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Antikorper

Abbildung 6-2: Verdeckelte Kanalstrukturen. (Antikdrper am Deckel angebracht)

Die dritte Alternative ist, die Antikdrper zunachst auf ein Tradgermaterial aufzubringen und
Sticke von diesem Tragematerial in die Reaktionskammer einzukleben. Bei dieser
Variante besteht der Vorteil, dass groRe Sticke des Tragermaterials mit Antikdrpern
beschichtet werden kénnen, aus denen dann die Reaktionsbereiche ausgeschnitten und
auf die Adhasionsfolie im Bereich der Reaktionskammern aufgeklebt werden. Mit dieser
Adhésionsfolie werden die Kanalsysteme dann verschlossen (Abbildung 6-3).

Tragermaterial

ry

Deckel

NN

N
Kanalstrukturen \

Antikorper

Abbildung 6-3: Verdeckelte Kanalstrukturen. (Antikdrper auf Tragermaterial am Deckel
angebracht)

Durch diese Methode lasst sich die Eigenschaft des biologisch aktiven Bereiches, an
denen die Antikorper befestigt sind, unabhangig von den Oberflacheneigenschaften der
Adhéasionsfolie wahlen. Neben der daraus resultierenden groReren Freiheit in der
Materialwahl reduzieren die eingeklebten Tragermaterialsticke die Hohe und damit das
Totvolumen der Reaktionskammern. Zudem besteht die Mdoglichkeit, die biologisch
aktiven Bereiche nach der Durchfiihrung des Immunoassays wieder aus den fluidischen
Strukturen zu entnehmen und einzeln extern auszuwerten.

6.1.1 Anbringen der Antikdrper auf Adhéasionsfolien
Erste Immunoassay-Versuche sollten Aufschluss uber die Durchfihrbarkeit eines

Immunoassays in mikrofluidischen Kuivetten geben. Dazu wurden Immunoasssays
zunachst auf der Oberflache verschiedener Adhasionsfolien durchgefihrt. Die jeweiligen
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Reaktionschemikalien wurden mit einer Pipette auf kleine Sticke der Adhésionsfolie
aufgetropft und inkubiert. AnschlieRend wurden die Folienstlicke in einer Waschlésung
gewaschen. Das Signal der zunachst mit Chemolumineszenz markierten Antikorper
wurde in einem Luminometer (Berthold Tubeluminometer LB953) ausgewertet. Die
Auswertungen in diesem Luminometer erfolgen in 96-Well-Titerplatten, in die die
Foliensticke eingelegt werden. Dabei ist darauf zu achten, dass die Folienstiicke flach auf
den Bdden der Wells aufliegen, um eine reproduzierbare Anzahl an Photonen im Detektor
(Photomultiplier) nachzuweisen. Die Ergebnisse dieser Tests zeigten, dass sich die
Antikorper prinzipiell an der Oberflache der Adhéasionsfolien anbringen lassen, dies jedoch
stark abhangig von der jeweils verwendeten Folie ist. Abbildung 6-4 zeigt in der linken
Spalte die CRP-Immunoassay-Versuche, bei denen keine CRP-Molekile in der Probe
vorhanden waren (Blindversuche). Das Signal der Blindversuche ist ein Mal3 fur die
Anzahl der unspezifisch an die Folie gebundenen Tracermolekiile und damit fir den zu
erwartenden Signaluntergrund. In der rechten Spalte sind die Ergebnisse von CRP-
Immunoassay-Versuchen aufgetragen, bei denen eine CRP-Losung mit einer
Konzentration von 10 pg/ml als Probe diente. Das Diagramm zeigt den direkten Vergleich
zwischen Signal und Untergrund fiir die jeweilige Folie. Diese Ergebnisse zeigen somit die
Starke des Signals bei Vorhandensein des Zielmolekils an.

A " 1000000
Blind Positiv =
RLU's * |Pufferldsung|CRP-Z Probe %100000 ———
Fol!e 1 41 4859 z 10000 |
Folie 2 37 73289 g M
Folie 3 41 53893 b= 1000 -
o
Folie 4 37 295090 3 100
. q') |
Folie 5 27 224809 2
Folie 6 40 344121 % 10 @+ H H H L i i L
Folie 7 35 455444 & i 118 110 11N 0N 0N 060 AR N
Folie 8 38 313930 mBlindwerte |1 2 3 4 5 6 7 8

*RLU = Relative Light Units [arb.] O Positivwerte Foliennummer

Abbildung 6-4: Ergebnisse von Immunoaassays auf verschiedenen Folien®.

! Folie 1: Wafer-Sagefolie, UV-Curable, Ultron Systems, Inc. Adhesive Plastic Film 1042R
Folie 2: Wafer-Sagefolie, UV-Curable, Ultron Systems, Inc. Adhesive Plastic Film 1043R
Folie 3: Wafer-Sagefolie, UV-Curable, Ultron Systems, Inc. Adhesive Plastic Film 1044R
Folie 4: schwarze Folieprobe, Fa. Nitto, Dicke 90-100 pm
Folie 5: rote PVC Folieprobe, Fa. Nitto, Dicke 90-100 um
Folie 6: gelbe Folie, PVC21, Fa. Nitto, Dicke 190-200 pm
Folie 7: hellgelbe Folienprobe, (Baumarkt)

Folie 8: Mikrotiter-Klebeband, Permacel, NeoLab Migge Laborbedarf, Art.-Nr.: 20005082
Auswerung: Berthold tubeluminometer LB953

Fangermolekil: CRP-Z Antikorper, Fa. Future Diagnostics, Wijchen (NL)

Tracer: CRP-Isoluminol-markierte Antikérper, Fa. Future Diagnostics, Wijchen (NL)
Waschlésung: 10-System 2C-UVL-00

33



Kapitel: 6 Entwicklung des |mmunoassay-Chips

6.1.2 Immunoassays in Glasstrukturen

Als nachste Versuche wurden Immunoassays in mikrofluidischen Kivetten durchgefiihrt.
Die mikrofluidischen Kivetten wurden zunachst nasschemisch in Glas geatzt und mit
Schlauchanschliissen versehen (siehe Abbildung 6-5).

Abbildung 6-5: geéatzte Glaskivetten, Kammerlange 4mm Kammerbreite 1Imm Kammertiefe 38um

Die Kuvetten wurden mit einer Adhasionsfolie (Folie 7 Abbildung 6-4) verschlossen, auf
die im Bereich der Pumpkammer vorher die Antikdrper aufgebracht wurden. Nachdem die
Reaktionschemikalien durch externe peristaltische Schlauchpumpen durch die Kammern
gedriickt wurden, wurde die Adhasionsfolie von den mikrofluidischen Kiivetten abgezogen
und der biologisch aktive Bereich wieder im Luminometer ausgewertet. Der Vorteil der
direkten Aufbringung der Antikérper auf die Adhésionsfolie besteht in der einfachen
Durchfiihrung. Der Nachteil ist jedoch, dass die auf die Folie aufgebrachten Chemikalien
fur eine gute Reproduzierbarkeit stets den gleichen Tropfendurchmesser und somit die
gleiche Flache des biologisch aktiven Bereiches haben mussen. Dies ist unter
Laborbedingungen bei manuellem Auftropfen der Flussigkeiten schwierig, da eine leichte
Bewegung beim Auftropfen bereits einen grof3eren Tropfendurchmesser und damit eine
geringere Flachendichte der Antikdrper zur Folge hat. Des Weiteren sind die Folien so auf
die Reaktionskammern aufzukleben, dass die aufgebrachten Antikdrper sich genau in der
Reaktionskammer befinden. Ein Uberlappen tber den Rand der Reaktionskammer hat
eine durch die Chemikalien verringerte Haftkraft der Folie und damit oft ein Ablésen der
Folie im Experiment zur Folge. Zudem ergibt sich eine verdnderte Reaktionsflache in der
Kammer. Das Ergebnis dieser Tests mit einem CRP-Immunoassay zeigt, dass der
Immunoassay im Mittel eine lineare Abhéangigkeit des Signals von der
Antikérperkonzentration in der Probe aufweist (Abbildung 6-6).
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RLU's 0 1 3 30 300 3000
40 ug/ml | 687 | 1490 | 2135 | 7246 | 15712 | 21331
40 ug/ml | 518 | 2127 | 1957 | 10837 | 13005 | 18269
Mittelw. |602,5|1808,5|2046,0|9041,5|14358,5|19800,0

Stabw. |119,5| 450,4 | 125,9 |2539,2| 1914,1 | 2165,2

CV (%) 19,8 | 24,9 6,2 28,1 13,3 10,9
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Abbildung 6-6: Ergebnis einer Durchfihrung von CRP-Immunoassays in mikrofluidischen
Glaskiivetten?

Die Durchfiihrung eines Immunoassays mit isoluminolmarkierten Antikérpern
(Chemolumineszenz) funktioniert also prinzipiell in den mikrofluidischen Kivetten und
zeigt die Realisierbarkeit eines Immunoassays im Chipformat. Jedoch haben die
Ergebnisse noch eine grol3e statistische Schwankung, die auf die oben erwahnten
Einflusse bei der Durchfihrung des Assays (sowie beispielsweise auch auf Luftblasen in
der Reaktionskammer) zurtckzufihren ist. Bei hoheren Konzentrationen der Probe tritt
zudem teilweise eine Art Sattigungseffekt auf, das bedeutet, dass das Signal bei einer
Erhéhung der Konzentration nur noch wenig ansteigt. Als gut geeignete Geometrie stellte
sich eine Kammer mit einer Kanalbreite von 1 mm und einer Lange von 4 mm heraus. Bei
dieser Geometrie kann die Probe bzw. die Tracerflissigkeit leicht wieder ausgewaschen
werden. Luftblasen kénnen die Kammer passieren. Anhand eines
Myoglobinimmunoassays mit dem Lumineszenzlabel Lumiphos 530 wurde der
Unterschied zwischen der Durchfiihrung eines Immunoassays in den mikrofluidischen
Glaskivetten und auf der Folie untersucht. Bei Durchfiihrung des Immunoassays durch
Auftropfen der einzelnen Reagenzien auf die Folie zeigte sich das in Abbildung 6-7
dargestellte Verhalten.

2 Fangermolekil: CRP-Z Antikdrper 40 ug/ml, Fa. Future Diagnostics, Wijchen (NL)
Waschlésung: 10-System 2C-UVL-00
Tracer: CRP-Isoluminol-markierte Antikérper, Fa. Future Diagnostics, Wijchen (NL)
Auswertung im Berthold Tubeluminometer LB953
Klvetten aus Abbildung 6-5
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Abbildung 6-7: Myoglobinassay auf Adhasionsfolie (Immunchemie direkt aufpipettiert)®

Die Nachweisgrenze eines auf diese Weise durchgefiihrten Immunoassays ist besser als
ca. 1 ng Myoglobin pro ml Probenfliissigkeit. Bei einer Durchfihrung eines Immunoassays

in mikrofluidischen Kivetten verschlechterte sich das Signal in der in Abbildung 6-8
gezeigten Weise.
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Abbildung 6-8: Myoglobinassay auf Adhasionsfolie in mikrofluidischen Kiivetten (Chemikalien mit
peristaltischer Pumpe von auf3en zugerhrt)4

Die Nachweisgrenze fur Myoglobin ist in den Kivetten etwa um den Faktor 10 schlechter.
Bei hohen Konzentrationen zeigt der Immunoassay sowohl auf den Folien (Abbildung 6-7)
als auch in den Kivetten (Abbildung 6-8) den bereits erwéhnten Sattigungseffekt. Grund
fur diesen Sattigungseffekt kénnte die durch die kleine Folienflache begrenzte Anzahl von
Fangermolekilen auf der Oberflache sein. Um die Oberflache, an der die FAngermolekiile
befestigt sind, zu vergroRern, wurde ein Myoglobinassay auf einer mit Nitrozellulose
beschichteten Kunststofffolie durchgefiihrt (Abbildung 6-9).

® Folie 6: gelbe Folie, PVC21, Fa. Nitto, Dicke 190-200 pm
Marker: Lumiphos 530,
Myoglobin Antikdrper, Fa. Medix Biochemica, Kauniainen Finnland
Auswertung im Lucie Plate Luminometer

* Wie in ?, Kiivetten aus Abbildung 6-5
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Abbildung 6-9: Myoglobinassay auf Nitrozellulosefolie (Immunchemie direkt aufpipettiert)®

Die Nitrozellulose hat eine faserartige Struktur und dadurch eine sehr grof3e Oberflache.
Die Nachweisgrenze des auf der Nitrozellulosefolie durchgefiihrten Immunoassays ist,
ahnlich wie bei dem auf der Folie durchgefiihrtem Immunoassay besser als ca. 1 ng
Myoglobin pro ml Probenflissigkeit. Die Ergebnisse sind bei allen Konzentrationen gut
reproduzierbar und zeigen keinen Sattigungseffekt. Die Durchfiihrung der Immunoassays
auf der Nitrozellulosefolie bietet neben den Vorteilen des besseren Signals auch noch die
im vorhergehenden Kapitel beschriebenen Vorteile beim Einbringen der Antikdrper in die
Reaktionsbereiche.

6.1.3 Kunststoffstrukturen, Antikérper auf Nitrozellulosefolie

Durch das Aufbringen der Antikorper auf eine mit Nitrozellulose beschichtet Kunststofffolie
als Tragermaterial lassen sich, wie bereits gezeigt, viele Probleme vermeiden. Die
homogene Beschichtung dieses Tragers mit Antikdrpern kann, unabhéngig von anderen
Fertigungsprozessen, durch Eintauchen grol3er Nitrozellulosesticke in eine
Antikdrperldsung erfolgen. Aus dieser Folie werden gleich grofR3e Stlicke ausgeschnitten
und auf die Klebefolie in den Bereichen der Reaktionskammern aufgebracht. Durch die
Tauchbeschichtung mit den Antikérpern wird eine Variation der Flachendichte der
Antikorper vermieden. Ein Uberlappen liber die Randbereiche der Reaktionskammern
kann durch die Dicke der Nitrozellulosefolie ebenfalls verhindert werden. Um die
Nitrozellulosefolie mdglichst einfach ausschneiden zu kénnen und ein Einpassen in die
Reaktionskammern zu vereinfachen, ist eine runde Geometrie der Reaktionskammer von
Vorteil. Die runden Nitrozellulosestiicke konnen einfach mit einer Lochstanze
zugeschnitten und in die Reaktionskammern eingelegt werden. Senkrechte
Kammerwénde erleichtern dabei das reproduzierbare Einlegen der Nitrozellulose. Solche
runden Reaktionskammern mit ausreichender Kammerhéhe und senkrechten
Kammerwéanden lassen sich photolithografisch gut aus SU-8 Photoresist fertigen.

®> Wie in ®, Nitrocellulose: Fa. Whatman (5 um supported)
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6.1.4 Auswertung durch Fluoreszenz

Die Auswertung der Immunreaktion durch Chemolumineszenz bietet in den bisherigen
Versuchen nur die Méglichkeit, die Folien von den Kammerstrukturen abzuziehen und
,Off-Line* im  Luminometer auszuwerten. Eine ,On-Line“-Auswertung der
Lumineszenzreaktion wirde fir den spateren Assaychip eine Integration der zusatzlichen
Flussigkeitsreservoirs  flr die Triggerlosungen sowie der damit verbundenen
Flissigkeitssteuerung in den Chip bedeuten. Eine wesentlich einfachere ,On-line“-
Auswertung auf dem Chip ist durch Markierung des Tracers mit einem Fluoreszenzlabel
besser zu realisieren, da auf dem Chip keine zuséatzlichen Komponenten integriert werden
missen. Die Mdglichkeit ein Fluoreszenzlabel zu verwenden wurde durch die
Durchfiihrung von Immunoassay-Versuchen auf Nitrozellulosefolien untersucht. Als
Fluoreszenzlabel dient dabei der Fluoreszenzmarker Streptavidin mit Alexa Fluor® 750.
Durch die Streptavidinbindung dieses Fluoreszenzlabels ist es relativ einfach, dieses an
einem biotinierten Antikérper anzubringen. Dieses Fluoreszenzlabel besitzt durch einen 2-
stufigen Fluoreszenzprozess einen sehr breiten Stokesshift und scheint daher fir eine
Messung mit hoher Genauigkeit gut geeignet. Das Anregungs- und Emissionsverhalten
dieses Markers wurde in einem Spektrometer vermessen. Dazu wurde der Farbstoff mit
Wellenlangen zwischen 550 nm und 650 nm angeregt und die entsprechende Emission
aufgenommen. Abbildung 6-10 zeigt die Intensitat der Emission, aufgetragen Uber der
Anregungswellenlange.
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Abbildung 6-10: Darstellung der Fluoreszenz-Emission abhéngig von der Anregung [LRE 03]
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Der dunkele Bereich in Abbildung 6-10 demonstriert die Detektion des anregenden
Signals. Der rote Bereich der maximalen Emission zeigt, dass der Farbstoff bei einer
Anregung mit Wellenlangen von etwa 630-640 nm ein Fluoreszenzsignal um 775 nm hat.
Um eine quantitative Auswertung eines Immunoassays mit diesem Fluoreszenzfarbstoff
durchfiihren zu kénnen, wurde ein Fluoreszenzdetektor PROFIParaMeter der Firma LRE
(im Folgenden nur noch kurz LRE-Reader genannt) verwendet. Dieser LRE-Reader dient
normalerweise der Auswertung von Streifentests (z.B. Schwangerschaftstests). Ein
auszuwertender Teststreifen wird in einen Halter (im folgenden LRE-Slide genannt)
eingelegt, der in den LRE-Reader eingezogen und in einer Richtung abgescannt wird.
Ausgegeben wird die Signalhtéhe des Fluoreszenssignals in Abhangigkeit vom Ort auf
dem LRE-Slide. Dieser Reader wurde durch die Firma LRE mit geeigneten Filtern (IR1013
Abbildung 6-11) und einem geeigneten Anregungslaser (642nm Abbildung 6-11) fir die
Detektion des Fluoreszenzlabels Alexa Fluor® 750 ausgeriistet.
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Abbildung 6-11: Absorptions- bzw. Emissionskurven verschiedener Filter und Laser [LRE 03]

Auf runden Nitrozellulosesticken wurden Immunoassays mit verschiedenen
Myoglobinkonzentrationen durchgefuhrt und im modifizierten LRE-Reader abgescannt.
Die Signalhdhe des Fluoreszenzsignals der einzelnen Nitrozellulosestiicke zeigt
Abbildung 6-12 (links). Durch Mittelung der Peakhohe dieser Fluorszenzsignale und nach
Abzug des Mittelwertes des Untergrundsignals ergibt sich fiir die Signale die in Abbildung
6-12 rechts gezeigte Abhangigkeit des Signals von der Myoglobin-Konzentation. Die
Werte zeigen noch relativ hohe statistische Schwankungen.
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Abbildung 6-12: Myoglobinassay mit Fluoreszenzlabel auf Nitrozellulose®
(Konzentrationen je 2-mal 0, 10, 100 und 1000 ng Myoglobin/ml). Rechts: aus dem Diagramm
errechnete mittlere Peakhdhe Uber der Konzentration aufgetragen.

6.2 Entwicklung einer integrierbaren Pumpe

Im vorherigen Abschnitt wurden fir die Steuerung der Reaktionsfliissigkeiten durch die
mikrofluidischen Kivetten externe peristaltische Schlauchpumpen verwendet. Geeignete
Pumpen sollen im nachsten Arbeitsschritt in einen Chip mit den Kivettenstrukturen
integriert werden. Die Reaktionsflissigkeiten konnen dabei noch aus externen
Flussigkeitsreservoirs zu den Pumpen gefuhrt werden. Eine geeignete in den Chip
integrierbare  Pumpe stellt eines der entscheidenden Konstruktionselemente des
mikrofluidischen Immunoassays dar.

Stand der Technik

Die ersten Mikropumpen basierten oft auf der Nachahmung der Konzepte von
vorhandenen Grof3pumpen. Dabei stellt die Férderung von Flussigkeiten oder Gasen im
Wesentlichen eine Umwandlung von mechanischer in hydraulische Energie dar. Dies
kann auf unterschiedliche Arten geschehen. So wird das Foérdergut durch Verdrangung
(z.B. oszillierende oder kontinuierlich-periodisch Pumpen) mechano-dynamisch (z.B.
durch rotierende und Strahlpumpen) oder Uber elektrohydrodynamische und
magnetohydrodynamische Prinzipien in einen bestimmten Volumenabschnitt verdrangt.
Die mechanischen Pumpen enthalten dabei zum Transport von Flussigkeiten meistens
ein oder mehrere bewegliche Teile, wie z.B. Ventile, oszillierende Membranen oder
Turbinen. Die Verkleinerung makroskopischer Pumpen hat jedoch physikalische Grenzen,
da bei fortschreitender Miniaturisierung Oberflacheneffekte an Bedeutung gewinnen,
wahrend volumenbedingte Eigenschaften an Bedeutung verlieren. Eine Ubersicht tiber die
zur Anwendung kommenden Pumpprinzipien findet sich in Abbildung 6-13.

® Marker: Alexa Fluor® 750
Myoglobin Antikdrper, Fa. Medix Biochemica, Kauniainen Finnland
Nitrocellulose: Fa. Whatman (5 um supported) (Immunchemie direkt aufpipettiert)
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Pumpprinzipien

Verdrangung (statisch)

* oszillierende Membran
(Schwmgkolben)
elektro-motorisch
- elektrostatisch [ZUKR95]
- elektromagnetisch
- pneumatisch [RSMS94]
- thermo-pneumatisch
[PLEF90]
- bimetallisch [ZLLT96]
- piezokeramisch
[GEWU95] [GERL94]
- memo-metallisch
[BKHH97]
- (explosiv-chemisch)
- (muskular-kontraktil)

* kontinuierlich-periodisch
(transportierte definierte Volumina)
- peristaltisch [SMIT84]
- Zahnrad [SDEH99]
- Drehschieber
- Walzkolben
- Schnecke

Verdrangung (dynamisch)

e rotierend
- Strémungsrichtung radial
- Strémungsrichtung zentrifugal
- axial (z.B. Propeller)
- tangential

« Strahlpumpe
- Ejektion [KHGS92]

* Blasenpumpe
- oszillierend [NAOS98]
- transportierend- verdrangend
[JHUU99][TMOP94] [OZAKI5]
[JUKI96] [JUKI98] [BOOBO0]
- explosiv [ETHZ]

Andere

- elektro-hydrodynamisch (EHD)
[BTML90] [RPHS91] [FHMB92]
[FUSW94] [FSMS96]

- magneto-hydrodynamisch
[LLMMOO]

- elektrokinetisch [HSMF92]

- akustisch (Ultraschall)
[MOWH91][NMBWO0O0] [MIKA91]

- elektrowetting [MACO90]
[LEKI98]

- indirektes elektrowetting

Abbildung 6-13: Ubersicht iiber dokumentierte Pumpprinzipien [KAMPO01]

Beispiel fur eine mechanische Pumpe stellt eine piezoelektrisch angetriebene Pumpe mit
Ruckschlagventil dar, die bereits 1978 vorgestellt wurde [SPEN78]. 1980 folgte eine
weitere (peristaltische) Mikropumpe [SMIT83], die aus drei piezoelektrisch betriebenen
Ventilen besteht. Diese Mikropumpe erreichte Pumpleistungen von 100 pl/min und eine

Pumphohe von 60 cm.

t

monomorph
AR

Abbildung 6-14: eine der ersten Mikropumpen [SMIT83]
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Weiterentwicklungen fuhrten 1988 zu einer Mikropumpe [LIPB88] aus einem
piezoelektrischen Verdranger und zwei passiven Ruckschlagventilen, die in einem Si-
Wafer durch zweiseitige Lithographie- und Atzprozesse hergestellt wurden.

pump chamber
piezo disc

inlet

Abbildung 6-15: Mikropumpe mit zwei passiven Ventilen [LIPB88]

Bei dieser Ausfuihrung besteht der Verdranger aus einer 190 pm starken Glasmembran,
welche von aufRen mit einer Piezokeramik beklebt ist. Wird die Piezokeramik mit einer
elektrischen Spannung betrieben, verbiegt sich die Glasmembran. Dadurch wird das
inkompressible flissige Medium verdrangt, das Pumpvolumen vergrof3ert sich und das
Einlassventil des Pumpmediums wird angesaugt. Infolge der Verbiegung wird das
Pumpkammervolumen verkleinert und bewirkt das Ausstromen des Mediums durch das
Auslassventil. Wird ein periodisches Signal an den Aktor angelegt, erhdlt man eine
zyklische Anderung des Pumpkammervolumens, wobei die Pumprichtung durch die
passiven Riickschlagventile vorgegeben ist. Die Abmessungen der Pumpe betragen 30
mm x 15 mm. 1994 wurde eine Mikropumpe mit elektrostatischem Antrieb und passiven
Ruckschlagventilen vorgestellt, die erstmals eine Pumprichtungsumkehr erlaubt
[ZENG94]. Dabei arbeitet die Pumpe bei einer Antriebsfrequenz von 800 Hz im
Vorwartsmodus und kehrt die Pumprichtung im Bereich von 2-6 kHz um. Die Pumpen
werden oberhalb der Resonanzfrequenz der Ventile in ihrem Medium betrieben, wobei es
zu einer Phasenverschiebung zwischen Ventil- und Pumpkammerdruck kommt, der das
Pumpmedium und die Ventile bewegt. Somit ist das Einlassventil noch ged6ffnet, wahrend
das Medium aufgrund der hohen Frequenz bereits einen Druckanstieg hat. Das
Auslassventil offnet durch Resonanz bei negativer Amplitude des Mediumdruckes. Die
Phasenverschiebung zwischen Resonanzfrequenz der Ventile sowie des Mediums
bewirken die Riickstromung.
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Antrieb Pumpmembran
/ Gegenelektrode _Pumpkammer

Isolatorschicht

R

1 Antriebsteil
I.—-"

e \]Ventilteil
E"\ | z

outhet l

Abbildung 6-16: Mikropumpe mit Méglichkeit der Pumprichtungsumkehr [ZUKR95]

Die in Silizium gefertigte Pumpe wurde durch einen anisotropen Atzprozess strukturiert
und ist dreilagig aufgebaut. Die unteren beiden Wafer enthalten die Ventilstrukturen und in
den oberen ist die Pumpkammer geatzt. Durch den kompakten Aufbau besitzt die Pumpe
Abmessungen von 7 mm X 7 mm X 2 mm. Um eine selbstbefillende Mikropumpe zu
erhalten, wurde das Kompressionsverhdltnis der Pumpe so gestaltet, das ein Druck
aufgebaut wird, welcher auf einen kritischen Wert von 70 hPa steigt und somit eine
Selbstbefillung der Pumpe erreicht [RICH97]. Eine Optimierungsmdoglichkeit stellt die
Verwendung von anderen Materialen dar, wie z.B. Polyimid, Polyester und
Polymethylmetacrylat. Peristaltische Pumpen bendétigen keine Rickschlagventile und
basieren auf dem Prinzip der Verdrangung. Die darauf aufgebauten Pumpen besitzen
jedoch mindestens 3 Pumpkammern, um eine Druckwelle zu erzeugen, welche das
Pumpmedium durch die Kanéle vor sich herschiebt. Der Aufbau einer peristaltischen
Mikropumpe besteht aus drei hintereinander geschalteten Ventilen, die durch Steuerung
von aulRen geotffnet oder geschlossen werden. Werden die Ventile mit einem
Dreiphasentakt angesteuert, entsteht eine Druckwelle, deren Richtung durch die
Anderung des Taktregimes umkehrt werden kann. Bei einer GréRe von 30 mm x 15 mm x
2 mm betragt die Pumprate 100 ml/min. Ein gut miniaturisierbares Funktionsprinzip stellt
die elektrohydrodynamische Pumpe dar. Bei dieser Pumpenart werden keine beweglichen
Elemente bendtigt, da die Fluidmolekiile in einem elektrischen Feld beschleunigt werden
[RPHS91]. Die Pumpe besteht aus zwei sich gegentiber stehenden Gitterelektroden, die
in Silizium hergestellt sind. An die Elektroden wird eine Antriebspannung angelegt, und es
tritt eine Stromung des Mediums durch die Gitter ein. Fur die Bewegung der lonen
zwischen den Elektroden ist die Coulombsche Kraft verantwortlich. Die lonen werden
durch elektrochemische Reaktionen an den Elektroden freigesetzt. Ein wesentlicher
Nachteil besteht in der Verwendung des Pumpmediums, da es sich dabei um eine
hochisolierende Flussigkeit handeln muss. Der beachtlichen Pumprate von 14 ml/min liegt
eine PumpengrofRe von 4 mm x 4 mm x 0,7 mm zu Grunde. In einer elektrisch leitenden
Lésung kann man mit Hilfe der Lorenz-Kraft eine magnetohydrodynamische Pumpwirkung
erzielen. Ebenso werden elektrokinetische Mikropumpen zum Transport von elektrisch
leitenden Flussigkeiten genutzt. Dabei kommen zwei Effekte in Betracht, zum einen
Elektrophorese und zum anderen Elektroosmose (siehe Kapitel 4.1).
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Eine weitere Mikropumpenentwicklung wurde 1993 vorgestellt [STEM93]. Dabei handelt
es sich um eine ventillose Pumpe, die durch einen piezoelektrischen Aktor angetrieben
wird. Durch die Kombination der Stromungselemente Diffusor und Dise lasst sich eine
Durchflussvorzugsrichtung erzeugen.

Piezoelectric disc (& 16 mm)

Pump diaphragm

- }'-,f.xlﬂf/

’ "-_"J‘Ourlrﬂ

SR i = L o
Inlet Jc‘\ A A T T A A o T S
Diffuser’nozzle . Pump Chamhber
element housing (6 19 mm)

Abbildung 6-17: Mikropumpe mit Diffusor und Diise [STEM93]

Der Diffusor stellt dabei eine sich 6ffnende und die Dise eine sich verjingende Rohre
dar. Infolge der geometrischen Gestaltung wird bei gleicher FlieRgeschwindigkeit ein
geringerer Druckabfall in Richtung des Diffusors als in Richtung der Dise erzeugt.
VergroRert sich das Pumpkammervolumen, arbeitet das Einlassventil als Diffusor,
wodurch bei kleinerem FlieBwiderstand das Auslassventil als Duse wirkt. Der groRRere
Volumenstrom findet somit durch den Einlass statt. Wird das Pumpvolumen verkleinert
und das Auslassventil arbeitet jetzt als Diffusor, ist ein gréRerer Volumenstrom am
Auslass zu verzeichnen. Der erste Prototyp erreichte somit einen Maximaldruck von 100
hPa und einen Durchfluss von 3,3 ml/min bei einer Pumpkammergréf3e von 19 mm
Durchmesser. Eine verbesserte Version wurde in der Silizium-Technologie realisiert,
wobei die Strémungselemente weiter optimiert und eine Pumprate von 2,3 ml/min und ein
Druck von 740 hPa erreicht wurden. Dynamische passive Ventile finden eine breite
Anwendung in Mikropumpen. Durch die einfachen Strukturen der Strémungselemente
kdnnen neben Flissigkeiten auch Gase transportiert werden. Ein Beispiel dafir ist auch
eine Mikropumpe mit pyramidenférmigen Mikrokanalen aus Silizium (siehe Abbildung
6-18), die einen Stromungswiderstand besitzt, welcher von der Stromungsrichtung
abhangig ist [GERL93].

embran mit Piezoantrieb

Pumpkammer

dynamisch-passi\}e Ein- Iund Auslassventile

Abbildung 6-18: Skizze einer Silizium-Mikropumpe mit dynamisch-passiven Ventilen [GERL96]



Kapitel: 6 Entwicklung des |mmunoassay-Chips

Der Offnungswinkel der Ventile betragt ca. 70°, wodurch sich eine Strémungsgrenzschicht
in der negativen Stromungsrichtung ausbildet. Die AbmalRe dieses Prototypen erreichen
5 mm x 5 mm x 1 mm bei einer Pumprate von 300 pl/min. Diese Ubersicht Gber bisher
konstruierte Mikropumpen kann natirlich noch endlos fortgesetzt werden und zeigt die
Vielfalt der bisher entwickelten  Mikropumpen fir die verschiedensten
Anwendungsgebiete.

Die meisten dieser bisher vorgestellten Mikropumpen sind durch einen relativ
komplizierten Aufbau (oft in mehreren Ebenen) gekennzeichnet, der einen hohen
Fertigungs- und Montageaufwand erfordert. Die vorgesehene Verwendung der Pumpe in
einem preiswert herzustellenden (Einweg-) Produkt schliel3t eine Verwendung der
klassischen Ventilmikropumpen sowie auch der anderen vorgestellten Pumpen fir diese
Anwendung aus.

Es soll daher eine Pumpe entwickelt werden, die einen fir die Serienfertigung guinstigen
und einfachen Aufbau in nur einer Ebene hat und durch eine Optimierung der
dynamischen Eigenschaften der Pumpe eine hohe Pumpleistung ermdglicht. Dass sich
viele dieser geforderten Eigenschaften mit einer Mikropumpe mit hydrodynamischen
Ventilen erfiillen lassen, ist z.B. in der Dissertation von Thorsten Gerlach 1996 [GERL96]
anhand einer in Silizium hergestellten Mikropumpe gezeigt worden. Jedoch wird diese
Pumpe durch ihren dreidimensionalen Aufbau und durch die Einschrankung der
Materialwahl auf Silizium den oben erwéhnten Anforderungen flr die Integrierbarkeit in
einen Einwegchip nicht gerecht.
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Mikropumpen im Vergleich

Abbildung 6-19 fasst die Daten einiger aktueller Mikropumpen zusammen:

Pumprate maximaler Abmessungen
Pumpe Antrieb Ventilart bei Frequenz Gegendruck (LxBxH) [mm]
Piezo- passiv- 500ul
[SDEH99] monomorph dynamisch 0-70Hz 200000Pa 12x12x3
passiv- 2000ul/min
[STEH99] pneumatisch dynamisch - 17000Pa -
Piezofolien- passiv- 14pl/min
[STEH99] aktor dynamisch - 17000Pa TXTXT
Piezo- passiv- 100-500ul/min
[GERL96] monomorph statisch 100Hz 2000-7000Pa (13-7)"2 x1
passiv- 250-850pl/min
[ZUKR95] elektrostatisch dynamisch ca. 1kHz 31000Pa TXTX2
Piezo- passiv- 2,3ul/min
[AWNEO1] monomorph statisch 700Hz - -
indirektes passiv- 60pl/min
[KIIG] elektrowetting dynamisch 15Hz 600Pa - -
Piezo- passiv- 170-1900pl/min
[OLHO98] monomorph statisch 0,41-2,02kHz 1100-7700Pa D3-5x0,2
Piezo- passiv- 3000ul/min
[NGHUOQ] monomorph statisch 100Hz - D15x8

Abbildung 6-19: Ubersicht der Daten von Mikropumpen mit oszillierendem Antrieb [KAMPO01]

6.2.1 Aufbau

Die Pumpe soll in den Chip integrierbar sein. Die dabei verwendeten Ventile sollten robust
und tolerant gegeniber Durchfluss von Partikeln sein, so dass sie zum Transport von
partikelbeladenen Fluiden, wie z.B. Blutproben, geeignet sind. Sie sollten nach
Mdoglichkeit keine bewegten Teile enthalten. Dies kann beispielsweise durch eine
Funktionsweise realisiert werden, deren Grundprinzip auf einem Patent von Nikola Tesla
[TESL20] von 1920 beruht. Die sogenannte Tesladiode stellt ein fluidisches Kanalsystem
dar, dessen Fluidikwiderstand sich bei Umkehr der Strémungsrichtung andert. Dies wird
durch eine Kanalgeometrie erreicht, welche in der einen Durchflussrichtung mehr
Verwirbelungen als in der anderen erzeugt und somit in der einen Richtung mehr Energie
dissipiert als in der anderen (Grundlagen dazu in [KOEBOO]). Eine Pumpe mit einem
ahnlichen Pumpprinzip wird in [GERL94] [GEWU95] [GERL96] beschrieben. Jedoch ist
die dort beschriebene Pumpe nur in Siliziumtechnik zu fertigen, da die Ventile dieser
Pumpe durch anisotropes Atzen von Diffusorstrukturen in Silizium hergestellt werden. Fiir
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eine Integration in einen Chip soll eine Pumpe mit hydrodynamischen Ventilen, mdglichst
als planarer Aufbau, bei flexibler Materialwahl (z.B. verschiedene Kunststoffe oder Glas)
mit stromungstechnisch optimiertem Aufbau entwickelt werden. Die Funktionsweise einer
solchen hydrodynamischen Pumpe beruht darauf, dass einer durch eine schwingende
Antriebsvorrichtung  erzeugten, alternierenden Stromung, mit  Hilfe  von
richtungsabhangigen Stromungswiderstinden, eine Richtung aufgepragt wird.

Die grundlegenden Funktionselemente dieser Pumpen sind im Wesentlichen:

- Die Ventile

o das Einlassventil
o das Auslassventil

- die Pumpkammer

- der Pumpenantrieb
Das Einlass- und das Auslassventii sollen durch Strémungskandle mit
richtungsabhéangigen Stromungswiderstdnden realisiert werden. In der einen
Stromungsrichtung soll sich eine laminare Strdomung ausbilden und somit einen geringen
Stromungswiderstand verursachen, wohingegen in der anderen Stromungsrichtung
aufgrund von Verwirbelungen ein moglichst grof3er Stromungswiderstand erreicht werden
soll. Dies kann zum Beispiel durch Diffusoren oder Dusen erfolgen. Daher muss zunéchst
durch die Entwicklung und Charakterisierung verschiedener hydrodynamischer
Ventilstrukturen ein Ausgangspunkt fir die Entwicklung einer Pumpe mit diesen
Strukturen gefunden werden. Basierend auf diesen Grundlagen soll eine in den Chip
integrierbare Pumpe entwickelt und optimiert werden. Dazu wurden die Ventilstrukturen
sowohl in ihrem statischen als auch in ihrem dynamischen Verhalten mit der
Computersimulationssoftware Ansys CFX-5 simuliert. Mit Hilfe dieser Simulation(en)
sollen optimierte Ventilstrukturen entwickelt werden. Da die Ausbildung von Wirbeln in der
Stromung neben der geometrischen Struktur der Kanale stark von den viskosen
Eigenschaften der verwendeten Flissigkeit und deren FlieRgeschwindigkeiten abhangt,
ist ein Vergleich der Funktionsweise verschiedener Strukturen bei unterschiedlichen
Dricken zu untersuchen. Fir die ersten Voruntersuchungen wurde ein Prifstand
aufgebaut, auf dem die Ventile bezlglich ihres statischen Sperr- / Durchlassverhaltens
untersucht werden konnten. Die Strukturen sollten mit verschiedenen Fertigungsverfahren
(nasschemisch, laserstrukturiert, heiRgepragt,...) in verschiedenen Materialien (Glas,
verschiedene Kunststoffe) hergestellt werden, um maoglicht flexibel fur die spatere
Integration in den Chip zu sein. An die Entwicklung der Ventile schlie3t sich dann die
Entwicklung der Pumpkammer an. Die Pumpkammer soll ein Flissigkeitsvolumen mit
Hilfe einer Membran einschliel3en. Auf diese Membran soll durch einen Piezoaktor oder
einem externen Antrieb eine Druckschwingung auf die Flissigkeit Ubertragen werden.
Durch die dynamischen Ventile wird diese Druckschwingung in einen gerichteten
Flussigkeitsstrom durch die Kammer umgewandelt. Solche Pumpkammern sollen
hergestellt und mit den Ventilen verbunden werden, um die dynamischen Eigenschaften
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der Ventile zu untersuchen. Eine Optimierung der Strukturen soll durch
Computersimulation erfolgen, wobei die Ergebnisse aus den ersten praktischen
Versuchen die Eingangsbedingungen fur die Simulation festlegen sollen. Die mit der
Simulation entwickelten und optimierten Strukturen sollen wieder hergestellt und die
praktischen Ergebnisse anschliefend mit den Ergebnissen der Simulation verglichen
werden. Fur Anwendungen, bei denen sich der Pumpenantrieb aus oben genannten
Fertigungs- und Kostengriinden nicht wirtschaftlich in die Pumpstruktur integrieren Iasst,
solite die Moglichkeit bestehen, eine Standardschnittstelle zwischen Antrieb und
Pumpenmembran definieren zu kdnnen, um einen geeigneten externen Antrieb, z.B.
piezoelektrisch, zu entwickeln.

6.2.2 Die Ventile

Energiebetrachtung und Fluidwiderstand

Da die Ventile sich moglichst dicht an die Pumpkammer anschlieBen sollen, werden ihre
pumpkammerseitigen Eingangsdricke P;, und P, durch die in der Pumpkammer
erzeugte periodische Druckschwankung P~ bestimmt. Die Gesamtenergie des
stromenden Fluids ist:

2
E cecamt :m-g-h+m- p+m-v7+m-u

Gleichung 6-1: Gesamtenergie des stromenden Fluids [SIGL96]

Die Aufstellung des Energieerhaltungssatzes fur das Ventl als ein Element der
Mikropumpe fuhrt zu E; = E; + Ey (Bernoulli-Gleichung), mit E;, E, als Eingangs- bzw.
Ausgangsenergie und Ey als die im Ventil ,verbrauchte" Verlustenergie. Einsetzen von
Gleichung 6-1 mit Indizes fur die Einzelterme, umstellen auf Ey und um die Masse kiirzen
bringt:

2 2
5: g.hl+&+VL+ul_[g.h2+&+VL+u2J
m p 2 p 2

Gleichung 6-2: Energieverlust pro Masse innerhalb eines Ventils

Aufgrund der geringen Abmessungen der Ventile kann die Hohendifferenz vernachlassigt
werden (h; = h,). Weil ferner kein Volumen innerhalb des Ventils gestaut oder gespeichert
werden kann und Ein- und Ausgangsoffnung des Ventils gleich grof3 sind

(Kontinuitatsgleichung: v, - A =v,-A, ), kébnnen Vv, und V, gleichgesetzt werden.

Weiterhin kdénnen die thermischen Anteile bei Annahme eines adiabatischen Systems
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unbeachtet bleiben. Damit ergibt sich die Verlustenergie eines bestimmten
Flussigkeitsvolumens bei Durchstromen des Ventils aus:

m
E, =;'(p1_ p,) oder E,=V-(p,—p,)

Gleichung 6-3: Vereinfachter Energieverlust innerhalb eines Ventils

Damit das Ventil bei einer Druckschwankung in der Pumpenkammer zwischen positiven
und negativen Werten unterschiedliche Energieverluste verursacht, muissen die
Energieverluste des Ventils richtungsabhangig sein. Damit sind die Druckverluste bei
einer Druckschwankung in der Pumpenkammer zwischen positiven und negativen Werten
unterschiedlich. Somit ergibt sich ein Netto-Volumentransport von V; nach V, und damit
ein Pumpeffekt. Anstelle der Angabe der Verlustenergie fur die Ventile kann als
anschaulichere Interpretation der Begriff des fluidischen Widerstandes, analog zur
Elektrotechnik, verwendet werden. Der fluidische Widerstand wird dabei in Abbildung 6-20
analog zum Ohmschen Gesetz gesehen.

Analogie zwischen elektrischem
und fluidischem Widerstand

elektrisch fluidisch
SpannungU Druckunterschied Ap
Strom | Volumenstrom ®
U A
= R=— =R :—p
| ()

Abbildung 6-20: Analogie zwischen elektrischen und fluidischen Widerstanden

Der Energieverlust bzw. der Widerstand kann damit als ein elektrischer Schaltplan
veranschaulicht werden. Die Veranschaulichung der Ventile in einem solchen Schaltplan
beinhaltet jeweils eine Diode und je einen ohmschen Widerstand parallel und in Reihe
geschaltet. Der Widerstand Rparaiel Stellt den ,,Grund®-Fluidwiderstand bei minimaler
Stromung in beiden Richtungen dar. Die Diode D zusammen mit dem Widerstand Ryeihe
reprasentiert den richtungsabhangigen Widerstand. Abbildung 6-21 zeigt diesen
Schaltplan.
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Abbildung 6-21: Ersatzschaltbild der Ventilkonstellation

Der ,Grund“-Fluidwiderstand des Ventils tritt in beiden Richtungen auf. Der
richtungsabhéangige Widerstand der Diode erhdht den Gesamtwiderstand des Ventils
gegen die Stromung. Damit kann das Ventil in Analogie zu einer elektrischen Diode
betrachtet werden.

Statisches Verhalten der Ventile

Erste Versuche zum Verhalten der Ventile wurden mit excimerlaserstrukturierten
Ventilstrukturen aus Polycarbonat durchgefiihrt. Die ersten Experimente zum statischen
Verhalten sollten dabei Werte fir den Volumenstrom je Durchflussrichtung bringen. Durch
einen einfachen experimentellen Aufbau wurde die Messung des Volumenstroms auf eine
reine Volumen- bzw. Zeitmessung reduziert. In der ersten Variante wurden die Driicke
dabei hydrostatisch durch Variation der HOhe eines Flussigkeitsbehélters erzeugt. Der
unter Laborbedingungen praktikable maximale Eingangsdruck lag mit diesem Aufbau bei
0,22 bar. Um die Strukturen auch bei htéheren Dricken zu vermessen, wurde ein
Spritzenkorper verwendet, aus dem die Testflissigkeit mittels Luftdruck durch die
Kanalstrukturen gepresst wurde. Bei Messungen Uber 1,4 bar begann das
Schlauchsystem undicht zu werden. Alle mit dem Laser strukturierten Ventilstrukturen
wurden unter Verwendung einer Maske hergestellt. Mit der Maske fir den Laserprozess
waren alle GroRRen bis auf die Tiefe der Strukturen festgelegt. Der experimentelle Aufbau
sah die Messung der Zeit bei der Flllung eines Messkolbens vor. Die dabei auftretenden
Messunsicherheiten

- bei der Zeitmessung ca.0,2s
- bei der Volumenmessung ca. 0,2 ml
- bei der Druckmessung ca. 0,1 bar

bewirken bei den kleinsten Messwerten einen maximalen relativen Fehler der
Durchflussmessungen von ca. 50 %. Der typische relative Fehler liegt bei ca. 12 %.
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Messergebnisse:

Die Ventilstrukturen, mit denen die besten Ergebnisse erreicht wurden, sind in Abbildung
6-22 dargestellt.

Nummer

Bezeichnung

Abbildung der Struktur

Beschreibung

1

BD a z

m——)

Borstendiode:

Dunne, von den Seiten in den
Strémungsweg hineinreichenden
Stege sollen dem Fluid ein
richtungsabhangiges
Strémungsbild aufzwingen.
Dabei ist die gegeniiberliegende
Stegreihe um den halben
Abstand in Strdmungsrichtung
versetzt. Von den einfachen
Borstendioden gibt es zwei
Versionen mit a = 250 um und a
=140 pm.

BDU a z

o

= T“ﬁ Rf%jf g i

Borstendiode, Uberlappend:
Variante von BD. Die Stegenden
reichen Ubereinander, der
Abstand a = -50um

BDRU a_z

A AYAYAYAY

Borstendiode, rund,
Uberlappend:

Variante von BD. Die Stege sind
gebogen und reichen wie bei
BDU ubereinander.

Abbildung 6-22: Die wichtigsten vermessenen Ventilvarianten’ und ihre Bezeichnungen (z=Tiefe
der Strukturen; bei den BD-Versionen: a= senkrechter Abstand der gegeniberliegenden

Borstenenden) [KAMPO1]

Neben den in Abbildung 6-22 dargestellten Strukturen wurden noch verschiedene andere
Varianten untersucht. Diese Varianten zeigten jedoch entweder geringere Differenzen der
Stromungswiderstédnde beider Durchlassrichtungen oder erwiesen sich anderweitig als
unbrauchbar. Es zeigte sich, dass Strukturen mit parallel verlaufenden Kanalen oder
grol3en eingeschlossenen Volumina kaum blasenfrei zu befillen sind. Einige dieser
weiteren untersuchten Diodenvarianten sind in Abbildung 6-23 dargestellt.

" Laserstrukturiert (Fa. Bartels , Dortmund) mit Excimerlaser LPX305 (Lambda-Physik)
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Nummer

Bezeichnung

Abbildung der Struktur

Beschreibung

4

TD z

Iﬁl}_l}

Tesladiode:

Die klassische Tesladiode
[TESL20] sollte der
Vergleichsmessung dienen.

SD_z

Schneckendiode:
Eine Abwandlung der
Tesladiode.

KD _z

Kéferdiode:

Eine weitere Variante der
Tesladiode, mit weit voneinander
getrennten Stromungspfaden.
Die hier zu sehende Version ist
nicht wie die anderen Ventile mit
dem Excimerlaser erstellt
worden, sondern lithografisch
nass-chemisch in Glas geétzt

Abbildung 6-23: Weitere vermessene Ventilvarianten und ihre Bezeichnungen® [KAMPO1]

Die statische Messung der Volumenstrome sollte bei einem funktionierenden Ventil

unterschiedliche Werte fur beide Durchflussrichtungen ergeben.

Stromungswiderstande und Durchlassrichtung

in Sperr-

Die gemessenen
fur die verschiedenen

Diodenvarianten der Form Borstendiode (BD) sind in Abbildung 6-24 dargestellit.

® Strukturen 4 und 5 laserstrukturiert (wie in 7), Struktur 6 nasschemisch in Borsilikatglas strukturiert
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Abbildung 6-24: Vergleich der Stromungswiderstande der BD_a_z Ventile.
(Dargestellt sind Messwerte fiir den statischen Volumenstrom der BD-Dioden bei
Druckénderung.)

Das Verhaltnis des Volumenstroms in Durchlassrichtung zum Volumenstrom in
Sperrichtung (im Folgenden Diodizitat oder Sperr-Durchlass-Verhéltnis genannt) wurde
aus den Volumenstrémen ermittelt (Abbildung 6-25). Bei Ventilen gleicher Strukturtiefe,
bewirkt ein engerer Borstenabstand a eine gré3ere Differenz der Volumenstrome beider
Richtungen.

2001 o
1,75 -
1,50 -

1,25

:

o

\‘

o1
|

Sperr-Durchlass-Verhaltnis

o

a

o
|

° ® BD100_250
® BD100_140
® BD150_250
® BD150_140

0,25 T T T T 1

0 20 40 60 80 100 120 140
Ap[kPa]

Abbildung 6-25: Vergleich der Sperr-Durchlass-Verhaltnisse der BD_a_z Ventile bei
Druckénderung
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Der in Abbildung 6-26 gezeigte Vergleich der Diodenvarianten mit geraden
uberlappenden Borsten (BDU = a = -50) zu den mit runden uberlappenden Borsten zeigt
ein erstaunliches Verhalten: Die Stromungswiderstande der runden Borstenvariante
(BDRU = a = -50) sind in der angenommenen Sperrrichtung (entgegen der Borsten)
geringer als in der angenommenen Durchlassrichtung (mit den Borsten).

9
8 &
M@
7 m .0
= (m| O ..e- - - -0
£ e .
Esg ¥ . O )
= I
= 5 Ehe o P
g e .87 e
> - .- .
s, . 'E.— . ; ® @ BDU_150 Durch
Le E ) oBDU_150 Sperr
.8 -0 -
3 E 2 g @ BDRU_150 Durch
® 0 BDRU_150 Sperr
2 T T T T f I
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14
Ap [kPa]

Abbildung 6-26: Vergleich der Stromungswiderstéande der Ventilversionen BDU_z und BDRU_z.
(Dargestellt sind Messwerte flr den statischen Volumenstrom.)

Noch deutlicher wird dieses inverse Stromungsverhalten im Vergleich der Diodizitaten
der beiden Diodenvarianten und spiegelt sich in Diodizitatswerten kleiner als 1 wieder
(siehe Abbildung 6-27: BDRU150), die zeigen, dass der Volumenstrom entgegen der in
den anderen Dioden vorherrschenden Stromungsrichtung lauft. Eine Invertierung der
Diodizitatswerte (siehe Abbildung 6-27: 1 / BDRU150) ermdglicht den direkten Vergleich
zu den Dioden mit geraden Borsten und zeigt ein deutlich besseres Sperr-Durchlass-

Verhaltnis.
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Abbildung 6-27: Vergleich der Sperr-Durchlass-Verhéltnisse der Ventilversionen BDU und BDRU.
(Dargestellt sind Messwerte fiir das Sperr Durchlass-Verhaltnis bei Druckanderung. Fur den direkten
Vergleich sind zudem die invertierten Werte der BDRU-Diode (1/BDRU) aufgetragen)

Obwohl alle sonstigen Parameter gleich blieben, &nderte die blof3e Form der Borsten das
komplette Verhalten.

angenommene Durchlassrichtung

- e

tatséchliche Durchlassrichtung

- e

Abbildung 6-28: Stromungsrichtung der Diode BDRU150

Das Modell der fluidischen Diode kann sehr gut anhand des in Abbildung 6-29
dargestellten Kennlinienverlaufs Gberprift werden. Beide Volumenstréme entwickeln sich
unterschiedlich stark und lassen auch einen Grundwiderstand erkennen. Eine
Untersuchung bei kleinen Druckwerten muisste den ,Sprung“ auf diesen Widerstand
besser erkennbar machen.
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Abbildung 6-29: Darstellung der gemessenen Volumenstrome des Ventils BDRU150 in der Form
eines Kennlinienfeldes einer elektrischen Diode (die Linien stellen einen polynomischen Trend dar).

In Abbildung 6-30 ist eine Aufstellung aller untersuchten Ventile mit den gemessenen
Extremwerten aufgefihrt.

Sperr-Durchlass-Verhéltnis (i) Volumenstrom [pl/min]
Bezeichnung bei Druckwert bei Bemerkung
imin imax 20 kPa | 80 kPa | 130 kPa
0,939 1,098 i relativ konstant
BD 250 150 10,2 kPa 50 kPa ~20 ~ 45 ~50 um 1
1,036 1,146 i relativ konstant etwas
BD 140 150 3,7 kPa 50 kPa ~9 ~19 ~25 Uber 1
0,931 1,253
BD 250 100 21,9 kPa 90 kPa ~20 ~ 48 ~53 i schwankend tber 1
0,988 1,225 i relativ konstant
BD 140 100 3,7 kPa 90 kPa ~9 ~18 ~22 unter 1,25
1,006 1,079 i sehr linear mit leicht
BDA 150 120 kPa 20 kPa ~3,3 ~ 6,6 ~ 8,7 fallender Tendenz
1,027 1,135
BDU 150 20 kPa 60 kPa ~27 | ~54 ~6,9 i relativ konstant tiber 1
0,858 0,768 invertierte Richtung
BDRU 150 20 kPa 130 kPa ~25 ~5,3 ~7,1 linear ansteigend
relativ konstant
1,012 1,499 steigendes i, mit Spitze
TD 100 20 kPa 110 kPa ~12 ~43 ~53 bei 110 kPa
relativ konstant
1,005 1,178 steigendes i, mit Spitze
TD 150 20 kPa 110 kPa ~4 ~16 ~19 bei 110 kPa
1,064 1,250
SD 150 20 kPa 130 kPa ~3 ~9 ~12 linear steigendes i

Abbildung 6-30: Ubersicht der Messwerte (Extremwerte) der Ventilversionen aus den
Experimenten zum statischen Verhalten der Ventile
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6.2.3 Die Pumpe (dynamischer Messaufbau)

Aus den Ergebnissen der Tests zum statischen Verhalten der Ventile wurden die
Versionen, die sich gut befillen lieBen und gute Sperr-Durchlass-Verhaltnisse aufwiesen
(Borstendiode BD_100_ 140, Borstendiode iiberlappend BDU_150, Borstendiode rund
tiberlappend BDRU_150), fiir einen Aufbau einer Pumpe ausgewahlt. Um bei der
Vermessung des dynamischen Verhaltens der Ventile einen reproduzierbaren Einfluss der
Pumpkammer Zu gewaéhrleisten, wurde eine wieder verwendbare
Pumpkammerkonstruktion mit Piezoaktoren aufgebaut. Die Piezoaktoren wurden aus
einer dinnen Glasscheibe und einer Piezokeramik aufgebaut. Durch Variation der
Durchmesser von Piezokeramik und Glasscheibe konnte der Hub des Piezoaktors
maximiert werden. In Tragern aus Polycarbonat wurden mit dem Laser die zu
untersuchenden Ventile strukturiert. Der Anschluss der Flissigkeiten geschah Uber
Schlauchanschlisse, die Uber vorbereitete Bohrungen eine Verbindung zu den Zu- bzw.
Ruckleitungen der Ventilstrukturen herstellten. Eine Deckelfolie, mit einem Zugang zur
Pumpkammer Gber den pumpkammerseitigen Anschlusskanal der Ventilstrukturen, zwingt
die Strdomung durch die Ventile. Beide Trager wurden verschraubt, somit konnten
Pumpenkammer und Ventile Uber die Verschraubung getauscht werden. Fir jedes Ventil
wurde ein solcher Trager vorbereitet. Eine Skizze dieser Hilfskonstruktion ist in Abbildung
6-31 zu sehen.

Abbildung 6-31: Skizze der Hilfskonstruktion fir den Tausch der Einzelteile

Um mit diesem Aufbau das dynamische Verhalten der Ventilstrukturen bzw. die
Forderrate der Pumpe zu bestimmen, wurden je eine dinne Glaskapillare Uber einen
kurzen Schlauch mit den Zuleitungsanschliissen der Hilfskonstruktion verbunden. Um das
Pumpverhalten ohne Gegendruck zu ermitteln, wurden beide Kapillaren waagerecht auf
einer Hohe angebracht. Mit einer spateren senkrechten Aufstellung der Ausgangskapillare
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konnte die maximale Pumphohe, d.h. der maximale Gegendruck, erfasst werden. Die
Ansteuerung des Piezoaktors bewirkte bei funktionierenden Ventilen eine Wanderung des
Flussigkeitsstandes innerhalb der Kapillaren. Aus der zuriickgelegten Strecke pro Zeit liel3
sich damit ein Volumen pro Zeit ermitteln. Um eventuelle Flussigkeitsverluste zu
bemerken, wurde die Wanderung in beiden Kapillaren gemessen und daraus der
Mittelwert genommen. Eine Prinzipskizze dieses Aufbaus ist in Abbildung 6-32 dargestellt.

Pumpenkonstruktion Flussigkeitsstand

am Ausgang
I—_—l
L ]
1]

Eingangskapillare

) Ausgangskapillare
Verbindungsschlauche

Flissigkeitsstand ’
am Eingang

angenommene Pumprichtung

Abbildung 6-32: Messaufbau zum dynamischen Verhalten der Ventile (Pumpentest)

6.2.4 Forderrate / Frequenzverhalten

Uberlegung zur Pumpfrequenz

Der Piezoaktor wandelt eine elektrische Spannung in eine mechanische Spannung im
Piezomaterial um. Durch diese mechanische Spannung wird in der Pumpkammer durch
den Piezoaktor ein Druck auf das Flussigkeitsvolumen ausgetbt. Durch diesen Druck
entweicht das Flussigkeitsvolumen durch die mit der Kammer verbundenen Kanéle. Diese
Bewegung kommt zum Erliegen, wenn die mechanische Spannung des Piezoaktors
abgebaut ist und eine neue Ruhelage erreicht wurde. Bei Anregung des Piezoaktors mit
einer Rechteckspannung ergibt sich damit fur jede Periode eine StrOmung aus der
Kammer bzw. in die Kammer mit exponentiell abnehmender Strdomungsgeschwindigkeit.
Die optimale Arbeitsfrequenz ist dann erreicht, wenn der Piezo mit einer Frequenz
angeregt wird, die nahezu ein gesamtes Ausstromen der FlUssigkeit aus der Kammer
ermoglicht. Bei kleineren Frequenzen entstehen Totzeiten, in denen keine Bewegung der
Flussigkeiten stattfindet. Bei héheren Frequenzen kann der Piezoaktor seinen maximalen
Hub nicht erreichen. Damit hangt die optimale Arbeitsfrequenz f direkt mit der
Ausstromzeit T, des Flissigkeitsvolumens aus der Pumpkammer zusammen f ~ 1/T,. Der
Piezoaktor kann bei einer bestimmten angelegten Spannung eine bestimmte Kraft und
damit, bezogen auf den Durchmesser der Pumpkammer, einen bestimmten maximalen
Druck auf die Flissigkeit ausiiben. Die Geschwindigkeit dieses Druckabbaues ist eine
Konstante flr einen gegebenen Pumpenaufbau.

Fir einen gegebenen Pumpaufbau hangt die Ausstromgeschwindigkeit T, ab von

- der maximalen Kraft F(U,X) des Piezoaktors (und damit vom maximalen Druck)
o abhangig von der angelegten (elektrischen) Spannung U
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o abhangig von den Eigenschaften X des Piezoaktors (Durchmesser, Dicke,
Materialkombination, Materialkonstanten)
- dem zu verdrangenden Flissigkeitsvolumen V(U,X)
o abhéngig von der Auslenkung des Piezoaktors und damit von der
angelegten (elektrischen) Spannung U
o abhéngig von den Eigenschaften X des Piezoaktors (Durchmesser, Dicken,
Materialkombination, Materialkonstanten)
- dem gesamten Stromungswiderstand der Ein- und Auslasskanale
Ryges(Guenti, Gkanal) = [1/(Rein(Guentit, Gkanait) + Raus(Gventizs Granalz))]™
o abhéangig von der Geometrie Gyeny der Ventile
o abhangig vom gesamten Kanalsystem an der Pumpe Gyanal

Die Stromungsgeschwindigkeit vs ist in erster Naherung proportional zum Druck P und
damit zur Kraft F

vs ~ F.

Fir ein bestimmtes Volumen V ist die Ausstrémzeit T, ~ 1/vs und damit
T.~1/F

Des Weiteren ist bei einer bestimmten Kraft die Ausstromzeit fur dieses Volumen
T.~ V.

Weiterhin sind die Ausstromzeiten in erster Naherung proportional zum gesamten
Stromungswiderstand Rges = [1/(ReintRaus)] * der an die Kammer angeschlossenen Kanéle
Ta - Rges

Damit stellt sich die Gesamtabhéangigkeit der Ausstromzeit dar als

Ta ~ V*Rges/F

Die optimale Arbeitsfrequenz &ndert sich damit bei jeder Anderung des verwendeten
Kanalsystems, der verwendeten Piezoaktoren und der angelegten Spannungen. Die
Gesamtwiderstande sind dabei durch den jeweiligen Aufbau des Kanalsystems festgelegt.
Die maximale Amplitude der angelegten Spannung wird durch die maximale Belastbarkeit
des Piezoaktors vorgegeben. Damit ist die maximale Pumpleistung der Pumpe bei einem
bestimmten Aufbau nur noch abhéngig von der verwendeten Frequenz. In den
Experimenten zum dynamischen Verhalten der Ventile wurden die Piezoaktoren mit einer
Rechteckspannung mit fester Amplitude angetrieben. Die Frequenz der
Rechteckspannung wurde schrittweise erhéht und der jeweilige Volumentransport
gemessen. Die Werte der Forderrate ergeben mit den zugeordneten Frequenzen das
Frequenzverhalten dieser Pumpenkonstellation. Die dynamischen Tests zeigten, dass nur
die Ventile mit hohem Sperr-Durchlass-Verhdltnis in den unteren Druckbereichen einen
Pumpeffekt erzielten. Von allen getesteten Ventilversionen zeigten nur die Versionen
Borstendiode uberlappend BDU_150, und Borstendiode rund iiberlappend BDRU_150
gute Pumpeigenschaften. Die Diagramme des Frequenzverhaltens der funktionstichtigen
Pumpkonstellationen sind in Abbildung 6-33 und Abbildung 6-34 dargestellt. Die
Bezeichnungen einer Konstellation beinhaltet den Namen des verwendeten Ventils, den
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Durchmesser der Piezoscheibe [mm], deren Dicke [um] und den Durchmesser der
Pumpenkammer [mm].
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Abbildung 6-33: Frequenzverhalten der Pumpenkonstellation BDU_150 16-025_ 18
(=>Strukturtiefe der Ventile 150 um, Durchmesser der Piezokeramik 16 mm, Dicke der
Glasmembran 25 pm, Durchmesser der Pumpkammer 18 mm, Rechtecksignal, O bar Gegendruck).
(Aufgetragen sind Messwerte der Forderrate tUber der Frequenz)

Die Konstellation BDU_150 16-025 18 hatte bei einer Ansteuerung von 300 V und einer
Frequenz von ca. 10 Hz die maximale Foérderrate von ca. 34 pl/min. Die Ansteuerung mit
einer 150 V Amplitude erbrachte nur ca. 19 pl/min bei einer Frequenz um die 20 Hz.
Damit spiegelt sich die Halbierung der Amplitude auch in der Halbierung der Forderrate
wieder. Ab einer Frequenz von 90 Hz begann bei beiden Amplituden eine starke
Gerauschentwicklung, die wahrscheinlich auf Resonanzeffekten beruht. Dieses ist an der
300 V Kurve auch an der leichten Erhdhung der Forderrate zu erkennen. Die starker
werdenden Gerausche sind auch der Grund dafiur, dass die Frequenz nur bis 200 Hz
erhoht worden ist. Ein vorhergehender Test mit hoheren Frequenzen fuhrte zu noch mehr
Gerauschen und wahrscheinlich zu einem Haarriss in der Glasschicht des Piezoaktors.
Dieser machte sich durch eine Abnahme der Forderrate und der Undichtigkeit an der
Aktorseite des Tragers bemerkbar. Die Kurve der 150 V Ansteuerung wurde nicht bis
200 Hz untersucht, da schon mit 110 Hz kein Pumpeffekt mehr in Erscheinung trat.
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Abbildung 6-34: Frequenzverhalten der Pumpenkonstellation BDRU_150 16-025_18
(Rechtecksignal, 0 bar Gegendruck). (Aufgetragen sind Messwerte der Forderrate Uiber der Frequenz)

Das in den statischen Experimenten bereits beobachtete inverse Stromungsverhalten der
Ventilvarianten BDRU_150 (Borstendiode rund uberlappend) zeigte sich auch bei den
dynamischen Tests. Die Amplitude von 300 V fuhrte zu einer Forderrate von fast 55 pl/min
bei einer Frequenz von 12 Hz. Gerauschentwicklung ab 110 Hz fuhrte wie bisher zu einer
leichten Erhdhung der Forderrate bei 130 Hz und einer weiteren Erhéhung bei 190 Hz.
Um eventuelle stérkere Erhéhungen zu erfassen, wurde kurzzeitig mit Frequenzen Uber
200 Hz gearbeitet. Mit einer Amplitude von 150 V wurde die maximale Férderrate bei
30 Hz mit 15 pl/min festgestellt. Wahrend der Variation der Frequenz war es sehr
schwierig, kontinuierliche Werte zu erhalten, was auch anhand der Kurve ersichtlich wird.

Gegendruck

Nachdem fur die Pumpenkonstellationen die optimale Frequenz herausgefunden war,
wurde der Messaufbau etwas verandert. Die Ausgangskapillare wurde senkrecht
aufgestellt, um bei der folgenden Ansteuerung mit der optimalen Frequenz die maximal
erreichbare Pumphohe bzw. den hochsten noch zu pumpenden Gegendruck
herauszufinden. Die erreichten Gegendricke sind in der Abbildung 6-35
zusammengefasst. Alle Gegendriicke wurden mit einem Rechtecksignal erzeugt. Ein
Wechsel der Signalform auf Sinus oder Dreieck fuihrte zu einem sofortigen Verlust an
Steighthe, da die maximal erreichten Stromungsgeschwindigkeiten bei diesen
Signalformen niedriger sind.
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erreichte Erreichter

Pumpenkonstellation Amplitude | Pumphdhe | Gegendruck
150V 29cm 284,5Pa
BDU 150 16-025_18 300V 9,1cm 892,7Pa
150V 2,1cm 206,0Pa
BDRU_150 16-025_18 300V 13,8 cm 1353,8Pa

Abbildung 6-35: Maximal erreichte Steigh6hen und Gegendriicke der Pumpenkonstellationen

Um den Aufwand bei der Optimierung der Diodenstrukturen zu reduzieren, soll die weitere
Optimierung nur noch mit einer Diodenstruktur durchgefihrt werden. Die Diodenstruktur
mit den besten Vorraussetzungen ist dabei die Diode BDRU150
Sie besitzt:

- eine gute Diodizitat

- beste Pumpleistungen (siehe Abbildung 6-34)

- hdchste erreichbare Gegendriicke (siehe Abbildung 6-35)

- gute Parametrisierbarkeit fur die Optimierung mittels Computersimulation

- einfache Beflllbarkeit (da keine parallel verlaufenden Kandle vorhanden sind, in

denen sich Luftblasen fangen)

6.3 Optimierung der Pumpe durch Computersimulation

Da eine Optimierung der Pumpen auf experimentellem Wege &ulerst zeitaufwandig und
kostenintensiv ist, sollen die einzelnen Strukturen auf mathematischem Weg optimiert
werden. Betrachtet man das Ventil analog zu einer elektrischen Diode, so entspricht der
elektrische Strom dem Volumenstrom, und die Spannung entspricht dem
Druckunterschied. [KAMPOQ1] Damit sollte (mit den Gleichungen aus Abbildung 6-20) der
Volumenstrom @ aus den Parametern des Ventils bei gegebenem Druck berechnet
werden konnen. Der Volumenstrom innerhalb einer Leitung wird durch das Gesetz von
Hagen- Poiseuille beschrieben:

4
(@=)v="_ 74P
81l

Gleichung 6-4: Hagen-Poiseuille Gesetz fiir Rohrstromung [SIGL96].

Das Gesetz gilt fur kreisformige Querschnitte mit dem Radius r und muss in der
Herleitung auf die tatsachlich vorliegenden Querschnitte verédndert werden. Da die
Gleichung von der Annahme einer rotationssymmetrischen Geschwindigkeitsverteilung
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innerhalb der Leitung ausgeht, scheitert dies bereits bei rechteckigen Durchmessern. Hier
ist die Geschwindigkeitsverteilung nur je Richtung symmetrisch (siehe Abbildung 6-36)

Abbildung 6-36: Geschwindigkeitsverteilung innerhalb eines fluiddurchstrémten rechteckigen
Kanals

Eine einfache Berechnung des fluidischen Widerstandes Uber das ,fluidische Ohmsche
Gesetz" ist also nicht moglich. Dies liegt unter anderem auch daran, dass Fluide ein
wesentlich komplexeres Verhalten aufweisen als der elektrische Strom. In der Fluidik
andern z.B. Viskositat sowie Stromungseffekte bei unterschiedlichen Reynoldszahlen
deutlich das Verhalten. Die geometrischen Maf3e des Ventils erzeugen lokal begrenzte
Verwirbelungen, Rickstromungen und/oder Ruhezonen, die eine Bestimmung der
Reynoldszahl fur die einzelnen Abschnitte notwendig machen wirde. Dadurch ist auch
der Durchmesser an jeder Stelle des Ventils neu zu bestimmen. Somit sind die meisten
Geometrien, die von einer reinen Kanalform abweichen, kaum auf klassische Weise
rechnerisch erfassbar. Eine rechnerische Erfassung komplexerer Probleme wird erst
durch Computersimulationen moglich. In diesen Computersimulationen werden die
Geometrien durch Generation eines Gitters in kleine Zellen unterteilt, in denen die Navier-
Stokes-Gleichungen mittels eines iterativen Verfahrens gelést werden kénnen. Diese
Gleichungen beschreiben mathematisch die durch alle Krafte verursachte allgemeine
Bewegung realer Fluide.

op d°c, d°c d°c
=f-—+n- st — t—
di ox* dy° oz

Abkirzungen: i =x;y; z

Gleichung 6-5: Navier-Stokes-Gleichungen (Kurzform-Indexschreibweise) [SIGL96]
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Die Anderung einer Zelle beeinflusst dann alle Nachbarzellen, die daraufhin ihrerseits alle
weiteren Nachbarzellen beeinflussen. Auf diese Weise werden die oben genannten
geometrischen Einflisse mit einbezogen. Bei mehrkomponentigen Systemen l&sst sich
der Rechenaufwand reduzieren, indem man zunéchst die Einzelkomponenten untersucht
und optimiert. Im Fall der Pumpe sind das im Wesentlichen die Dioden, da sich hier das
Stromungsverhalten der Pumpe ausbildet. Die Diodenstrukturen sollen zunachst, analog
zu den statischen Durchflussversuchen (siehe Kapitel 6.2.2 Statisches Verhalten der
Ventile), mit einer stationdren Simulation abgebildet werden. Die Simulation der
Pumpkammer sowie der gesamten Pumpe, in Analoge zu den dynamischen Versuchen
aus Kapitel 6.2.3 stellt ein transientes (zeitabhangiges) Problem dar und erfolgt im
Anschluss daran.

6.3.1 Simulation der Ventile

Fur die Simulation der Strukturen wurde die CFD-Software (CFD = Computational Fluid
Dynamics = rechenbare Fluiddynamik) CFX-5 der Firma Ansys verwendet. Um die
Eignung der Software CFX-5 in Bezug auf die Simulation von Strdbmungen in
mikrofluidischen Systemen zu untersuchen, wurden zunachst die bereits vorhandenen
experimentellen Ergebnisse fir die Diode BDRU150 (aus Abbildung 6-26 und Abbildung
6-27 auf Seite 55 ) simuliert. Der Vergleich zwischen experimentellen und simulierten
Werten sollte zudem als Basis fur die Fehlerabschatzung der Simulation dienen. Die Wahl
des Rechenmodells spielt eine wesentliche Rolle bei der Simulation von Strémungen. Vor
jeder Stromungsberechnung ist es noétig, bzw. vorteilhaft, sich Gedanken uber die
vorliegende Stromungsart zu machen. Hierbei sind hauptsachlich turbulente, laminare
oder Grenzschichtstrémungen zu unterscheiden [SCGE97]. Auch spielen die erwiinschte
Rechengenauigkeit und die Rechenzeit eine grof3e Rolle. Unter Berlicksichtigung dieser
Gesichtspunkte sollte das zu verwendende Rechenmodell gewéhlt werden. Aufgrund der
kleinen Stromungsgeometrien in der Mikrofluidik Uben die Begrenzungswande der
Geometrie einen erheblichen Einfluss auf das Stromungsprofil aus. Das Strémungsbild
wird also stark von der Grenzschichtstromung mitbestimmt [SCHW96]. Aus diesen
Grunden wurde fiir die Simulation der Strémungsdiode BDRU sowie fiir die weiteren
Simulationen das Shear-Stress-Transport-Modell gewéhlt, da dieses die Einflisse der
Begrenzungswande am besten berlicksichtigt. Um eine moglichst gute und trotzdem
schnelle Simulation der Strukturen zu erreichen, muss ein optimales Rechennetz Uber die
Strukturen gelegt werden. Die Anzahl der finiten Elemente dieses Netzes sollte moglichst
gering gehalten werden, denn je mehr Elemente vorhanden sind, desto mehr Werte
missen vom Rechner ermittelt werden. Ein zu feines Netz kann zudem durch
Rundungsfehler wieder zu schlechteren Ergebnissen filhren. Boundary-Inflation
(strukturiertes Netz an der Strukturbegrenzung, siehe Abbildung 6-38) und Mesh-Control
(Verfeinerung des Netzes an kritischen Bereichen) bieten die Moglichkeit, das Netz zu
verbessern. Aufgrund der geringen Abmessungen der Diodenstrukturen wurde auf die
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Option Mesh Control verzichtet, da ein komplett fein strukturiertes Rechennetz erforderlich
war. Bei einem grob strukturierten Netz (z.B. 75 um Maschen) waren aufgrund der
Strukturtiefe von 150 um nur eine Stutzstelle in der Mitte sowie jeweils eine Stltzstelle auf
der oberen und unteren Berandung entstanden. Um gute Ergebnisse zu erzielen, sollten
aber mehr als drei Stutzstellen im Stromungsfeld liegen (s. Abbildung 6-37). Wie
angenommen, verbesserte die Nutzung von Boundary Inflation das Simulationsresultat
erheblich. Dabei reichte ein 20 um dicker Bereich Uber der Berandung, in der funf
Inflationlayers vorhanden waren. Eine Schicht vergréRerte sich hierbei um einen Faktor
von 1,2 zur vorangegangenen Schicht (s. Abbildung 6-38).
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Abbildung 6-37: Unterschied zwischen fein und grob strukturiertem Netz bei der Diode BDRU150

(Bei grob strukturiertem Netz (rechts) ist zu erkennen, dass die Anzahl der Netzpunkte im Kanalquerschnitt
nicht ausreicht)
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Abbildung 6-38: Inflation in den Randgebieten (Boundary-Inflation). Das strukturierte Netz an der
Strukturbegrenzung und das unstrukturierte Netz sind zu erkennen

Ein unstrukturiertes Rechennetz besteht aus tetraederférmigen Elementen. Die GroRRe
dieser Elemente wird von der Lange der einzelnen Kanten bestimmt. In CFX-5 wird die
maximale Kantenlange, die ein Element haben darf, vorgegeben. Diese maximale
Kantenlange bestimmt die Elementanzahl und wird zur Optimierung des Netzes variiert.
Ausgehend von einer stabilen Rechnung mit einem relativ groben Netz wird die
Netzstruktur iterativ verkleinert, bis sich die Ergebnisse der Rechnung mit feinerem Netz
nur noch um einige wenige Prozent von denen mit gréberem Netz unterscheiden. Die
Auswahl des Netzes erfolgt aus dem Kompromiss zwischen Rechengenauigkeit und
Rechenzeit. Das Ergebnis dieser Netzoptimierung ist in Abbildung 6-39 dargestellt. Als
quantitativer Wert wird der Massenfluss durch den Kanalquerschnitt am Ein- bzw. Auslass
der Diode in Abhangigkeit der Elementanzahl des Rechennetzes dargestellt, welche tber
die maximale Kantenlange der einzelnen Elemente variiert wurde. Als Grundlage diente
die Diode BDRU150 in Durchlassrichtung bei einer Druckdifferenz von 50 kPa. Als
Kompromiss zwischen Genauigkeit und Elementanzahl (- Rechenzeit) wurde als
Resultat fiir spatere Simulationsreihen eine maximale Kantenlange von 32 um gewahlt,
die einer Elementanzahl von ca. 135.000 entspricht. Bei einer Simulation der doppelten
Anzahl an Elementen &ndert sich der Simulationswert nur noch um ca. 1 % zum
vorherigen. Aus diesen Grinden kann das gewahlte Rechennetz fir diese
Problemstellung als geeignet angesehen werden.
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Volumenstrom [ul/s]

Abbildung 6-39: Ergebnis der Netzoptimierung (Volumenstrom gegen Elementeanzahl).
(Aufgetragen sind Simulationsergebnisse fiir den Volumenstrom in Abhéngigkeit der Elementeanzahl. Die
Linien sind zur Verdeutlichung des Trends durch die Punkte gelegt. Es ist zu erkennen, dass sich das

Ergebnis bei einer Elementeanzahl von tiber 100000 nur noch wenig verandert.)

Mit dem optimierten Rechennetz wurde nun die Messreihe ,statischer Volumenstrom der
Diode BDRU150“ analog zu den experimentellen Ergebnissen aus Kapitel 6.2.2
(Statisches Verhalten der Ventile) simuliert. Die Geschwindigkeitsverteilungen die sich in
der Diode ergeben sind in Abbildung 6-40 und Abbildung 6-41 dargestellt.

Abbildung 6-40: Geschwindigkeitsverteilung in der Diode BDRU150 in Durchlassrichtung
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Einlas
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Abbildung 6-41: Geéchwindigkeitsverteilung in der Diode BDRU150 in Sperrrichtung

In Abbildung 6-42 und Abbildung 6-43 sind die Ergebnisse der Simulationsreihe fur die
Volumenstrome und Diodizitaten im Vergleich zu den experimentell ermittelten Werten
dargestellt. Aus den Simulationen ergibt sich ein Massenstrom, der fir den Vergleich mit
den experimentellen Werten in einen Volumenstrom umgerechnet wurde.
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Abbildung 6-42: Vergleich zwischen simulierten und gemessenen Volumenstréme
(Die Punkte sind die jeweils gemessenen, die Dreiecke die simulierten Werte, die Linien stellen einen
logarithmischen Trend dar)
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Abbildung 6-43: Vergleich zwischen simulierter und gemessener Diodizitat
(Die Punkte sind aus den jeweils gemessenen, bzw. simulierten Werte errechnet, die Linien stellen einen
potenziellen Trend dar)

Die Ergebnisse der Simulation in Abbildung 6-42 und Abbildung 6-43 geben das
experimentell ermittelte Verhalten der Dioden recht gut wieder. Sie sind im Durchschnitt
um ca. 10 Prozent kleiner und liegen damit in der GréRenordnung der statistischen Fehler
des Experimentes. Die Abweichung von den experimentellen Werten wird bei
zunehmendem Differenzdruck am Ein- und Ausgang gré3er. Diese Druckabhangigkeit der

Abweichung zwischen experimentellen und simulierten Werten kdnnte darin begriundet
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sein, dass im Experiment zwar die Stromungswiderstande der Zuleitungen bericksichtigt
wurden, aber nicht deren Druckabhangigkeit aufgrund von Ausdehnung bei hdheren
Dricken. Auch die Diodizitatswerte sind etwas schlechter als die messtechnisch
ermittelten. Insbesondere wird jedoch das inverse Diodizitatsverhalten der runden Borsten
(BDRU) wiedergegeben. Dieses Stromungsverhalten scheint durch die Borstenform und
die damit zusammenhangenden Stromungsablosungen und die daraus resultierenden
Totwassergebiete  hervorgerufen zu werden. Die GroRe und Form dieser
Totwassergebiete definieren in beiden Durchflussrichtungen der Diode einen
Stromungskanal (Strémungsweg). Dieser Kanal ist in Durchlassrichtung zwar langer als in
Sperrrichtung, dazu aber relativ breit. Durch diese Breite und der relativ konstanten
Stromungsgeschwindigkeit entsteht ein groRerer Massenstrom in Durchlassrichtung,
obwohl in Sperrrichtung der Stromungsweg kirzer und die maximale Geschwindigkeit
groBer ist. Zudem gibt es in Sperrrichtung der Diode eine Art Prallplattenprinzip. Da die
Enden einer Borste jeweils senkrecht auf die ndchste Borste zeigen, wird die Strémung
entlang einer Borste beschleunigt und bei senkrechtem Auftreffen auf die nachste Borste
wieder abgebremst. Durch die stéandige Beschleunigung und Abbremsung der
Flussigkeiten entstehen die grofRen Geschwindigkeitsunterschiede im Stromungskanal.
Durch die daraus resultierenden Druckschwankungen und den Impulsiibertrag auf die
Borsten wird viel Energie dissipiert. In Durchlassrichtung tritt dieser Effekt nicht auf, so
dass die Stromung um die Borsten herumgefihrt wird.

Die numerische Simulation stellt keine exakte Losung des jeweiligen Problems dar. Daher
ist auch die numerische Simulation, wie jede physikalische Messung, fehlerbehaftet.
Abweichungen zwischen experimentellen Werten und simulierten Werten entstehen
sowohl aus den numerischen Fehlern der Simulation als auch aus dem Unterschied
zwischen eingegebenen Randbedingungen und realen Bedingungen. Diese
Randbedingungen sind z.B. die Fluiddichte, die Diodengeometrie, die
Wandbeschaffenheit und die Viskositat. Um den Einfluss der jeweiligen Randbedingungen
auf das Simulationergebnis einschatzen zu kénnen, wurden die Eingangsbedingungen
leicht variiert. Bei Variation der Werte fiir die Dichte und die Viskositéat (um 1 %) waren die
Abweichungen der Simulationsergebnisse zu vernachlassigen (<< 1 %). Es zeigte sich,
dass die Geometrieabweichungen zwischen realer und modellierter Diode das
Simulationsergebnis am deutlichsten beeinflussen. Eine Anderung der Strukturtiefe von
150 pm auf 140 um (ca. 6,5 %) veranderte das Simulationsergebnis um ca. 10 %. Anhand
von Querschnittsbildern der laserstrukturierten Dioden wurden die Abweichungen von der
vorgegebenen Geometrie vermessen. Durch die Strukturierung mit dem Excimerlaser
zeigte sich das charakteristische Profil eines laserstrukturierten Kanals. Dieser Kanal hat
ein leicht W-férmiges Profil und ist unten schmaler als oben. Durch diese Abweichungen
von dem der Simulation angenommenen rechtwinkligen Kanalquerschnitt und die durch
die Abschragung der Strukturwande bedingte Volumenanderung kann die 10 %-ige
Abweichung der simulierten Werte stammen.
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6.3.2 Optimierung der Ventile

Basierend auf den Simulationsergebnissen fiir die experimentell vermessenen
Diodenstrukturen soll durch Variation einzelner Abmessungen eine Optimierung der
Strukturen erreicht werden. Die Abhéngigkeit der Diodizitat von der Strukturhdhe und der
Anzahl der Borsten soll einen ersten Schritt zur Optimierung bringen. Weiterhin sollten der
Borstenradius, der Borstenwinkel und die Uberlappung der Borsten verandert werden, da
diese das Prallplattenprinzip beeinflussen. Alle drei Parameter bestimmen den Aufprallort
der Stromung an der nachsten Borste. Es ist zu erwarten, dass es zwischen diesen
Einstellungen ein Optimum gibt. Basierend auf der experimentell bereits bekannten Diode
BDRU150 soll der Einfluss der jeweiligen Parameter untersucht werden. Aus den Optima
soll anschliel3end eine optimierte Diode modelliert werden.

Durch eine weitere leichte Variation der Parameter an der optimierten Diode soll
untersucht werden, ob sich die Parameter im Zusammenspiel ergdnzen. Da das
Diodizitatsverhalten der BDRU Strukturen in der bisherigen Simulation (siehe Abbildung
6-42) eine streng monoton fallende Abhangigkeit der Diodizitat vom Druck gezeigt hat,
soll eine Simulation bei nur einem Differenzdruckwert von 50 kPa zwischen Ein- und
Ausgang die Anzahl der Simulationslaufe reduzieren. In den nachfolgenden Abbildungen
werden die Abhangigkeiten der Diodizitdt von den jeweiligen Optimierungsparametern
dargestellt.

Strukturtiefe: Uber die Strukturtiefe lasst sich bei gleich bleibendem Differenzdruck der
Volumenstrom durch die Diode vergroRern und die Diodizitat verbessern. Je grofRer der
Stromungsquerschnitt ist, desto gréf3er muss auch der Volumenstrom sein. Im Diagramm
ist zu erkennen, dass der Wert fur die Diodizitat bei hinreichend grof3er Strukturtiefe ein
konvergentes Verhalten zeigt. Eine beliebig tiefe Struktur bringt also nur eine
unwesentliche Verbesserung. Eine tiefere Struktur als ca. 500 um erscheint daher wenig
sinnvoll.
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Abbildung 6-44: Diodizitat in Abhangigkeit der Strukturtiefe (Die Punkte sind die jeweils simulierten
Werte, die Linie stellt einen potenziellen Trend dar)
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Borstenanzahl: Der Volumenstrom durch die Diode wird bei zunehmender Zahl der
Borsten und damit zunehmender Lange der Diode kleiner, da der Stromungswiderstand
groRRer wird. Es gibt ein Optimum der Diodizitat bei sechs Borstenpaaren. Bei weniger
Paaren wird der Stromungswiderstand der Diode zwar geringer, jedoch fehlt der richtende
Einfluss der Borsten. Bei einer htheren Anzahl an Borsten wird der Stromungswiderstand
grolRer und der Durchfluss durch die Diode damit so gering, dass die Diodizitat abnimmit.
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Abbildung 6-45: Diodizitat in Abhangigkeit der Borstenanzahl
(Die Punkte sind die jeweils simulierten Werte, die Linie stellt einen polynomischen Trend dar)

Borstenradius: Der Borstenradius bestimmt, speziell in Sperrrichtung, den Auftreffwinkel
der Stromung auf die nachfolgende Borste. Bei kleineren Radien wird der Winkel flacher,
die Stromung wird an der nachsten Borste vorbeigefiihrt und verschlechtert somit die
Diodizitdt. GrolRere Radien haben den Effekt, dass der Stréomungskanal in
Durchlassrichtung verkleinert wird. Geht der Radius gegen unendlich, so geht die Diode
mit der runden Form in eine Diode mit geraden Borsten tber und zeigt damit wieder das
,nhormale* Verhalten der BDU-Diodenform.
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Abbildung 6-46: Diodizitat in Abhangigkeit des Borstenradius
(Die Punkte sind die jeweils simulierten Werte, die Linie stellt einen polynomischen Trend dar)
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Uberlappung: Die Anderung der Uberlappung bewirkt, wie auch die Anderung des
Radius, eine Anderung des Auftreffwinkels auf die nachste Diode in Sperrrichtung. In
Durchlassrichtung wird mit zunehmender Uberlappung der Stromungskanal verkleinert.
Daher gibt es auch hier ein Optimum.
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Abbildung 6-47: Diodizitat in Abhangigkeit der Uberlappung
(Die Punkte sind die jeweils simulierten Werte, die Linie stellt einen polynomischen Trend dar)
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Abbildung 6-48: Diodizitat in Abhangigkeit der Uberlappung (qualitativ)
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Borstenwinkel: Auch bei der Variation des Borstenwinkels zeigen die Ergebnisse ein
Optimum. Spitzere Winkel verkleinern den Strémungskanal in Durchflussrichtung,
stumpfere Winkel verschlechtern das Stromungsprofil in Sperrrichtung.
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Abbildung 6-49: Diodizitat in Abhangigkeit des Borstenwinkels
(Die Punkte sind die jeweils simulierten Werte, die Linie stellt einen polynomischen Trend dar)
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Abbildung 6-50: Diodizitat und qualitative Anderung des Stromungsverhaltens in Abhéngigkeit des
Borstenwinkels (qualitativ)
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Aus den Ergebnissen dieser Simulationslaufe wurde eine Diode mit folgenden optimierten
Parametern modelliert.

Hohe: ca. 500um
Borstenanzahl: 6

Radius: 0,36 mm
Uberlappung: 0,12 mm
Winkel: 70°

Zur Uberprifung des Optimums werden diese Werte nochmals leicht variiert. Da die
Anderung der Strukturtiefe kein Maximum, sondern ein konvergentes Verhalten zeigt, wird
die Rechenzeit fur diese Simulationslaufe durch Verwendung einer Strukturtiefe von nur
150 um reduziert. Durch eine Variation der Borstenanzahl lasst sich hierbei keine weitere
Verbesserung mehr erreichen. Eine nur geringe Verbesserung der Diodizitdtswerte im
Bereich von einem Prozent lasst sich durch Variation der Parameter Borstenradius,
Uberlappung und Borstenwinkel erzielen. Der Wert fiir den Borstenradius der optimierten
Diode wird zu 0,4 mm geandert. Durch die Optimierung anhand der Computersimulation
wurde der Wert fiir die Diodizitat der Borstendiode BDRU von 0,87 auf 0,77 verbessert
(~10 %). Wichtig fur die Fertigung der Strukturen ist die Erkenntnis, dass kleine
Anderungen der Parameter Borstenradius, Uberlappung und Borstenwinkel keinen
grol3en Einfluss auf das Gesamtergebnis haben und sich geringe Fertigungstoleranzen
damit als unkritisch erweisen.

6.3.3 Dynamische (transiente) Simulation der Pumpe

Die gesamte Pumpe besteht aus einem Einlassventil, einem Auslassventil, den in der
Pumpkammerplatte befindlichen Pumpkammern mit Piezoaktoren sowie den
Verbindungskanalen. Eine komplette Computersimulation dieses komplexen Aufbaus mit
mechanischer Simulation der Piezoaktoren und stromungstechnischer Erfassung der
gesamten Anordnung ist aufgrund der GrofRe des Systems und der damit verbundenen
GroRe des Rechennetzes mit der vorhandenen Rechnerleistung nicht zu bewerkstelligen.
Daher geht die dynamische Simulation des Systems unter der Annahme, dass die
Stromungswiderstdnde der Kanale verhaltnisméRig klein gegeniber denen der Ventile
sind, von einem vereinfachten Aufbau aus. Die Geometrie, die sich aus der Anordnung
der Einzelkomponenten der Pumpe ergibt, wird dabei vernachlassigt (Abbildung 6-51).
Analog zum Vorgehen bei der statischen Simulation der Ventilstrukturen soll auch in der
dynamischen Simulation zunéchst die experimentell gut vermessene Diodenvariante
BDRU150 nachsimuliert werden. Durch die geringe Héhe von 150 pum ergeben sich
verhaltnismaRig kurze Rechenzeiten fur diese erste dynamische Simulation. Fur
weitergehende Simulationen kdnnen die Dioden und die Pumpkammer durch andere
ersetzt werden. Hierbei wird sich dann aber der Rechenaufwand vervielfachen.

75



Kapitel: 6 Entwicklung des |mmunoassay-Chips
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Abbildung 6-51: Vereinfachte Pumpgeometrie fur die Simulation

Die Bewegung der Flissigkeit durch den Piezoaktor wird durch viele Randbedingungen
(Aufbau des Piezoaktors, angelegte elektrische Spannung, Pumpkammergeometrie,...)
beeinflusst. Aus den Uberlegungen zur Pumpfrequenz (Kapitel 6.2.4) folgt, dass die
Membran der an den Piezoaktor angelegten Rechteckspannung aufgrund der Dampfung
durch die Flussigkeit nur langsam folgen kann. Die Ubertragung der Membranbewegung
in die Simulationssoftware erfolgt durch Vorgabe einer Geschwindigkeitsfunktion in
entsprechender Koordinatenrichtung. Die komplizierte reale Bewegung wird dabei
(vereinfacht) durch eine sinusférmige Kolbenbewegung mit gleichem Hub ersetzt. Dabei
wurde der typische Hub von 1 mm® der experimentellen Ergebnisse in eine
Geschwindigkeitsamplitude der Sinusfunktion umgerechnet. Fur eine Sinusbewegung des
Kolbens lautet die Funktion fir den Kolbenweg s(t):

s(t)=S-sinat

durch Ableitung dieser Funktion ergibt sich fur die Geschwindigkeit:

v(t) _os_ é-sina)t-i
dt dt
3
mit S= folgt:

3
v(t) = % cosat

Diese Funktion wird als Geschwindigkeitsfunktion fur die Membran verwendet. Da die aus
dem Experiment ermittelten optimalen Arbeitsfrequenzen bei 30 Hz lagen, soll diese
Frequenz als Ausgangspunkt fur die Computersimulation dienen. Um der theoretischen
Erhohung dieser Frequenz in hoheren Strukturen Rechnung zu tragen, wird die 450 pm
hohe Pumpstruktur auch bei einer Frequenz von 200 Hz simuliert. Die Simulation der
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Pumpe stellt ein transientes Rechenproblem dar, das aufgrund der vielen
Vereinfachungen (insbesondere der Pumpkammer) im Wesentlichen den Charakter einer
Abschéatzung des Pumpverhaltens hat. Die Qualitat dieser Abschatzung kann durch
Vergleich der Simulationsergebnisse mit den experimentellen Ergebnissen der BDRU
gezeigt werden. Eine anschlieRende Simulation einer Pumpe mit den optimierten Dioden
(BDRU450-optimiert) soll die Verbesserung der Pumpleistungen zeigen. In einer ersten
Simulation wird die optimierte Pumpe mit einer Frequenz von 30 Hz simuliert, was der
Realitdt mit der durch die Spannungsversorgung vorgegebenen Arbeitsfrequenz
entspricht. In einer zweiten Simulation wird die Frequenz auf 200 Hz erhoht. Hier ist eine
wesentlich bessere Pumprate zu erwarten, welche sich aus der Erhéhung der Anzahl der
Hube und der verbesserten Diodizitdt zusammensetzt.

6.4 Ergebnisse der Pumpensimulation

In Abbildung 6-52 sind die Ergebnisse der Pumpensimulation mit der Diode BDRU150
anhand eines Diagramms dargestellt. Negative Werte fur die Massenstrome beschreiben
das Ausstromen und positive Werte das Einstromen der Flussigkeit. Es ist zu erkennen,
dass der durch die Membran erzeugte Massenstrom gleich der Summe der
Massenstrome an Ein- und Auslass ist. Diese unterscheiden sich aufgrund der
verschiedenen Stromungswiderstande der Dioden geringfligig. Die Werte der ersten
Rechenschritte der Simulation weisen, durch das konvergente Verhalten der
Rechnungen, einen grol3eren Fehler als die darauf folgenden auf. Daher ist es sinnvoll die
Kurve zunachst anzupassen, indem nur die zweite Hélfte der Periode, die anschlieRend
im Mittelpunkt gespiegelt wird, verwendet wird. Eine weitere Moglichkeit wére die
Simulation zweier Perioden, wodurch aber eine zu lange Rechenzeit in Kauf genommen
werden muisste. Die durch die Pumpe erzeugte Pumprate kann durch Integration der
Massenstrome entweder am Ein- oder Auslass und durch Umrechnung in einen
Volumenstrom berechnet werden. Fir die Pumpe mit der Diode BDRU150 ergibt sich ein
Massenstrom von 177 pl/min. Gemessene Werte liegen bei etwa 60-100 pl/min d.h. die
simulierten Werte liegen in der Gré3enordnung der gemessen Werte.
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Abbildung 6-52: Ergebnisse der Pumpensimulation mit der Diode BDRU150. Aufgetragen sind die
simulierten Massenstrdme in Abhangigkeit von der Zeit.
(Durch die Tragheit der Membran und durch die Ladekurve des als Kondensator wirkenden Piezoaktors, kann
die Membran dem rechteckigen Verlauf der anregenden Spannung nicht folgen. Daher ergibt sich ein
sinusférmiger Verlauf der Massenstréme)

Die Ergebnisse der beiden weiteren Simulationen sind in Abbildung 6-53 und Abbildung
6-54 dargestellt. Die Pumprate bei der Strukturhbhe von 450 pm und einer
Eingangsfrequenz von 30 Hz zeigt eine leichte Verbesserung auf 198,3 pl/min. Bei
Erhoéhung der Frequenz auf 200 Hz steigt die Pumprate allerdings auf 2,29 ml/min. Ein
Teil dieser Steigerung ist auf die Erhéhung der Frequenz zurtickzufihren, da statt 30 nun
200 Hube pro Sekunde ausgefihrt werden. Der andere Teil resultiert aus der Optimierung
der Diodizitdt mit zunehmendem Druck. Ein qualitativer Geschwindigkeitsverlauf in
Abhangigkeit von der Zeit kann aus Abbildung 6-55 entnommen werden.
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Abbildung 6-53: Ergebnisse der Pumpensimulation mit der Diode BDRU450 bei 30 Hz.
Aufgetragen sind die simulierten Massenstréome in Abhéngigkeit von der Zeit.
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Abbildung 6-54: Ergebnisse der Pumpensimulation mit der Diode BDRU450 bei 200 Hz.
Aufgetragen sind die simulierten Massenstrome in Abhéngigkeit von der Zeit.
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Abbildung 6-55: Geschwindigkeitsverteilung zu verschiedenen Zeitpunkten

6.5 Technologie zur Herstellung der Prototypen aus SU-8 Photoresist

Da die lasergefertigten Strukturen sehr aufwendig herzustellen sind und die Ergebnisse
der Computersimulation darauf hindeuten, dass sich die Diodizitat der Strukturen bei
hoheren Kanélen verbessern konnte, sollten die n&chsten Strukturen aus SU-8
Photoresist hergestellt werden. Durch die Herstellung in SU-8 Photoresist wird die
Geometrie der Strukturen wie bei der Laserstrukturierung durch eine Maske vorgegeben.
Die Herstellung dieser Maske ist jedoch deutlich schneller und kostengtinstiger méglich
als die Herstellung der Lasermasken. Eine Variation der StrukturhOhe ist bei den SU-8
Strukturen leicht durch eine Variation der Drehzahl beim Aufschleudern der Lackschicht
moglich.

Die Herstellung von Polymerstrukturen aus SU-8 Photoresist baut auf einem
4" Substratwafer aus Glas auf. Die Dicke dieses Substratwafers betrdgt mindestens
2 mm. Dunnere Substratwafer wdlben sich durch die wahrend des Fertigungsprozesses
auftretenden mechanischen Spannungen und erschweren dadurch ein gleichméaRiges
Aufbringen der SU-8 Schichten. Der Substratwafer wird zunachst in einem Ultraschallbad
grundlich gereinigt und anschlieBend im Barreletcher durch ein Sauerstoffplasma (300 W,
5 min) oberflachenaktiviert, um eine gute Haftung der nachsten Schicht zu ermdglichen.
Auf den so vorbereiteten Wafer wird durch einen Sputterprozess eine ca. 1 pm dicke
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Opferschicht aus Kupfer aufgebracht, die ein spateres Ablosen der SU-8 Strukturen vom
Substratwafer méglich macht. Auf diese Opferschicht wird eine erste, als Boden dienende
SU-8 Basisschicht, aufgeschleudert.

Um eine Oxidation der Kupferschicht zu ~ SY-8 Basis _, |
vermeiden, sollte das Aufschleudern Opfer_
dieser Basisschicht mdoglichst schnell (Kupfer)

nach Aufsputtern der Kupferschicht

erfolgen. Die Basisschicht aus SU-8 wird im Ofen langsam auf 65°C aufgeheizt und
30 Minuten gebacken. AnschlielBend wird die Temperatur langsam auf 95°C erhdht und
90 Minuten gebacken. Im Anschluss an diesen Vorbackprozess wird der Ofen wieder
langsam auf Raumtemperatur abgekihlt. Die so aufgebrachte SU-8 Bodenschicht wird
komplett durchbelichtet und anschlieRend einem weiteren Backprozess (40 min bei 95°C,
langsames Aufheizen und Abkuhlen) unterzogen.

Auf die so entstandene Bodenschicht aus SU-8, wird die Strukturschicht in einem
zweistufigen Prozess

U-8 Struktur

| _ aufgebracht. In
I o8 Basis einem ersten
- (belichtet)
Opferschicht
(Kupfer) Schleuderprozess

wird eine SU-8
Schicht aufgeschleudert und in Analogie zur Basisschicht vorgebacken. Auf diese
vorgebackene Schicht wird eine zweite Schicht aufgeschleudert, um die Hohe der
Strukturen auf ca. 450 um zu
erhéhen. Diese Schicht wird belichten
ebenfalls vorgebacken.
Nach Abkuhlen dieses
Schichtaufbaus  wird  die

Strukturschicht durch eine Maske SU-8 Struktur
Maske belichtet. Die \»H H H belichtet)
belichteten Stellen im SU-8 ! SU-8 Basis
Resist werden dabei aktiviert,  opferschicht (belichtet)

S0 dass sie im (Kupfer)

anschlieBenden Backprozess (post exposure bake, 1 min 65°C, 20 min 95°C)
polymerisieren kénnen. Ein anschlielender mindestens 1-stiindiger Ruheprozess
ermdglicht die mechanischen Spannungen innerhalb der SU-8 Schichten zu reduzieren.
In einem Entwicklungsschritt werden die unbelichteten SU-8 Bereiche mit dem SU-8

SU-8 Struktur Entwickler EC-
belichtet) Solvant entfernt. Die
SU-8 Basis Entwicklung  erfolgt
(belichtet) zunachst in  einem

Opferschicht
(Kupfer) Tauchbad, in dem

der groRte Teil des unbelichteten SU-8 entfernt wird. Durch eine anschlieRende
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Spruhentwicklung werden auch die an der Oberflache der Strukturen haftenden Lackreste
entfernt. AnschlieBend werden die Strukturen noch mit Isopropanol und mit DI-Wasser
gereinigt und getrocknet. Um die SU-8 Strukturen vom Substratwafer zu I6sen wird die
Opferschicht in einem auf

] U-8 Struktur
ca. 90°C beheizten | | | ¥ ﬁZUSB _
Atzbad (FeCls) entfernt. ' o Rasis

Opferschicht Substrat

Das Entfernen der (entfernt) |

Opferschicht dauert ca. 3

Tage.

Deckel ) )

(Adhasionsfolie) Nach  einer  abschlielRenden
_-SU-8 Struktur Reinigung der SU-8 Strukturen

|

! [T 1] [T %" 1 sy-8Basis kénnen diese mit Adhasionsfolie

verschlossen werden.

6.6 Die optimierte Pumpe

Weiterhin wurde die Pumpkammerkonstruktion (siehe Abbildung 6-31 auf Seite 57), wie
sie bisher verwendet wurde, fir die Strukturoptimierung grundlegend verandert. Es wurde
ein Aufbau entworfen, bei dem die Ventilstrukturen zwischen zwei PMMA-Platten
geschraubt werden kdnnen. Eine dieser beiden Platten enthélt die Pumpkammern (im
Folgenden Pumpkammerplatte genannt), wahrend die andere nur als Gegendruckplatte
(Basisplatte) fungiert. Die Ventilstrukturen werden mit einer Silikondichtmatte zwischen
den beiden Platten eingepresst, so dass die Silikondichtung die Ventilstrukturen zur
Pumpkammer hin abdichtet.

SU-8-Strukturen

Basisplatte

Pumpkammerplatte

Silikon-Dichtungsplatte
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Abbildung 6-56: Pumpkammerplatten mit eingebauten Ventilstrukturen

Die Pumpkammerplatte besteht wiederum aus zwei PMMA-Platten. In die obere PMMA-
Platte sind zwei Pumpkammern gefrast. Die untere Platte enthalt gefraste Kanale, die die
Flussigkeit von der Pumpkammer zu den Anschlussstellen der Ventilstrukturen
weiterleiten. Beide Platten sind durch einen Ldsungsmittelbondprozess miteinander
verbunden. An der Oberseite der Pumpkammerplatte sind Steckanschlisse vorhanden,
an die Zuleitungsschlauche, Spritzen oder Messkapillaren angeschlossen und so mit den
Ventilstrukturen verbunden werden konnen. Durch einen direkten Anschluss von
Messkapillaren an die Pumpkammerplatte kann die Pumpe ohne flexible
Zuleitungsschlauche betrieben werden. Durch den Wegfall dieser hydraulischen
Kapazitaten ist eine direktere Messung der Pumpleistung mdoglich. Zudem ermdglicht
dieser Aufbau ein einfacheres Austauschen der Ventilstrukturen. Durch eine Normierung
der Anschlussabstande fiir Pumpkammereinlass und -auslass auf dem Chip besteht
spater die Mdglichkeit, auch komplexere Kanalstrukturen an diese Pumpkammerplatten
anzuschlieBen. Die Pumpkammern werden durch Piezoaktoren, die auf die
Pumpkammern aufgeklebt werden, verschlossen. Die bisher verwendeten Piezoaktoren
hatten nur eine begrenzte Lebensdauer und sind durch das Verkleben mit einer diinnen
Glasscheibe sehr aufwendig herzustellen. Daher wurde fir die weiteren Versuche auf
fertig aufgebaute Piezoaktoren, wie sie als Schallwandler, z.B. in Armbanduhren,
verwendet werden, zurlckgegriffen. Diese Piezoaktoren bestehen aus einer dinnen
Messingplatte, die mit der Piezokeramik verbunden ist. Trotz der Nennspannung von
1,5 V vertragen diese Piezoaktoren deutlich hohere Spannungen (einige 100 V). Die
Lebensdauer der Aktoren wird durch die hohen Spannungen zwar deutlich reduziert, ist
fur die Experimente jedoch ausreichend.

In Abbildung 6-57 ist zuerkennen, das die Pumpe mit der neuen Pumpkammerplatte und
400 um hohen (SU-8) Diodenstrukturen eine Pumpleistung von mehr als 500 pl/min
erreicht. Die groRRen Fehlerbalken stammen aus der Standardabweichung mehrerer
Messungen und zeigen, dass die einzelnen Werte der Pumpleistung deutlich variieren.
Dies kann zum einen an kleinen Luftblasen liegen, die im System vorhanden sind. Zum
anderen verandern sich die Piezoaktoren bei langerer Betriebsdauer durch Verschleil3
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und Depolarisation. Das Maximum der Pumpleistung liegt wie bei den anderen bisherigen
Messungen bei einer Frequenz von ca. 30 Hz. Die durch den deutlich geringeren
Flusswiderstand erwartete Erhéhung der Resonanzfrequenz der Ventile tritt in den
Messungen nicht auf, da die Spannung des verwendeten Hochspannungsverstarkers
durch dessen geringe Leistung bei Frequenzen Uber 30 Hz deutlich absinkt und der
Piezoaktor damit nicht mehr seinen maximalen Hub erreichen kann. Die
Resonanzfrequenz ist in diesem Fall durch die Leistung des Hochspannungsverstarkers
vorgegeben.

700 ‘ ‘

600 || ¢ Pumprate SU-8 400pm -

400 - -

300 - .

Pumprate [pl/min]

200 -

100 |

o = T T
0 10 20 30 40 50
Anregungsfrequenz [Hz]

Abbildung 6-57: Pumprate gegen Frequenz bei 400 um hohe SU-8-Diodenstrukturen.
(Die Linie stellt einen polynomischen Trend dar)

6.7 Prozessfuhrung auf dem Chip

6.7.1 Integration von Mikropumpe und Reaktionskammer

Der nachste Entwicklungsschritt des Immunoassaychips ist die Integration der Pumpe.
Um die Kanalstrukturen analog zu den bisher verwendeten Ventilstrukturen unabhangig
von den Pumpkammerstrukturen herstellen zu kdnnen, wurde das Design der Strukturen
so ausgelegt, dass die Pumpkammerplatten, die schon bei der Entwicklung der
Ventilstrukturen zum Einsatz gekommen sind, weiterhin verwendet werden kdénnen.
Dieser an die bestehenden Pumpkammern angepasste Aufbau ermdéglicht es, die
Kanalstrukturen mit den Ventilen und Reaktionskammern in SU-8 Photoresist herzustellen
und die Pumpkammern wie bisher aus PMMA zu fertigen. Die SU-8 Strukturen werden
dabei wieder durch den in Kapitel 6.5 beschriebenen SU-8 Fertigungsprozess hergestellt.
Die Reaktionskammerstrukturen mit den integrierten Ventilen sind in Abbildung 6-58
dargestellt.
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Abbildung 6-58: Reaktionskammerstrukturen mit integrierten Ventilen

In diesen Strukturen wurden 6 Reaktionskammern integriert, um gleichzeitig 6 Versuche
durchfiihren zu kénnen und somit einen Vergleich (ber die Reproduzierbarkeit zu
erhalten. Die Zuleitungen zu den jeweiligen Reaktionskammern sind so ausgelegt, dass
sie alle die gleiche Lange und die gleiche Anzahl an Abwinkelungen haben, um einen
moglichst gleichen Stromungswiderstand der Zuleitungen zu erreichen. Die Abstande der
Reaktionskammern sind auf den Standardabstand der Kammern in 96-Well-Titerplatten
angepasst, um moglichst gute Kompatibilitdt zu den bestehenden Auswertesystemen zu
gewahrleisten. Fir die Auswertung der Reaktionen durch Chemolumineszenz lassen sich
so beispielsweise die Adhasionsfolien, auf denen die Immunchemie aufgebracht ist, nach
der Reaktion von den Fluidikstrukturen abziehen, auf eine 96-Well-Titerplatte mit
durchbohrten Boden aufkleben und im Lumineszenzreader auswerten (vgl. Kapitel 6.1
Mikrofluidische Reaktionskammern). Eine Auswertung durch Fluoreszenz kann durch
Einlegen der biologisch aktiven Bereiche in den LRE-Reader erfolgen. Durch den
schmalen Chipaufbau ist (mit einem modifizierten LRE-Slide) auch ein Einlegen des
gesamten Chips in den LRE Reader und damit eine einfache ,On-Board“-Auswertung auf
dem Chip mdoglich. Den Aufbau der Testanordnung aus Pumpkammerplatte und SU-8
Chip zeigt Abbildung 6-59.
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SU-8-Strukturen

Pumpkammerplatte

Basisplatte

Silikon-Dichtungsplatte

Abbildung 6-59: Aufbau der Testanordnung

Die Probe wird mit einer Spritze dosiert und durch die Pumpkammerplatte in die
Strukturen injiziert. Die Reaktionschemikalien werden durch Silikonschlauche, die von
aulRen an die Pumpkammerplatten angeschlossen werden, aus kleinen Vorratsglaschen
in die Strukturen geleitet. Da die Pumpen nicht selbstbeflillend arbeiten, missen die
Pumpkammern sowie die Zuleitungsschlauche zun&chst blasenfrei mit den jeweiligen
Reaktionslésungen befiillt sein. Der gesamte Aufbau ist in Abbildung 6-60 skizziert.

Konjugat
Steuergerét

Waschlésung

Probe
(Spritze)

O A

Abfall Chipaufbau

Abbildung 6-60: Schematische Skizze der Testanordnung
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Als Testflussigkeit fur Stromungsuntersuchungen in diesen neuen Strukturen dient mit
Lebensmittelfarben eingefarbtes DI-Wasser. So kann ein Befillen und Ausspuilen der
Reaktionskammern mit den verschiedenen Reaktionslésungen sowie die Wirkungsweise
der Pumpen optisch qualitativ verfolgt werden. Durch ein Aufzeichnen der Versuche mit
einer Videokamera kann jeder Schritt des Experimentes ausgewertet und optimiert
werden. Der mit den farbigen Losungen beflllte Aufbau ist in Abbildung 6-61 dargestellt.

Abbildung 6-61: Aufbau der Testanordnung mit farbigen Flissigkeiten

Die Kanalkreuzung, an der der Probeneinlasskanal auf die Zuleitungen der Tracer- und
Waschldsung trifft, stellte sich bei den Versuchen als ein wichtiges konstruktives Element
heraus. Das Einstromen der Flussigkeiten in die jeweils ungewlinschten Richtungen lasst
sich vermeiden, indem die Bellftungen der ungewilnschten Kanale an deren Ende
verschlossen werden, so dass sich in ihnen ein Gegendruck aufbauen kann. Ein
reproduzierbarer Prozessablauf ist so nur schlecht zu erreichen, da nach jedem
Pumpschritt erst die gewtnschten Kanalbelliftungen von Hand gedffnet bzw. wieder
verschlossen werden miuissen. Ein Eindringen der FlUssigkeiten in die ungewlnschten
Kanalbereiche sollte auch durch ein gezieltes Gegensteuern mit den jeweils in diesen
Kanalbereichen  vorhandenen Pumpen  mdglich  sein. Da jedoch die
Injektionsgeschwindigkeit der Probe mit einer Spritze sowie die Steuerung der Pumpen
dann genau aufeinander abgestimmt sein mussen, ist eine manuelle Durchfiihrung dieser
einzelnen Arbeitsschritte schwierig und nur schlecht reproduzierbar. Werden die
Kanalbeliftungen an den jeweils ungewinschten Kandlen verschlossen, um eine
Stromung in diesen Kanalen zu verhindern, ist eine Steuerung der Flissigkeiten durch die
integrierten Pumpen unproblematisch und funktioniert prinzipiell ebenso gut wie die
Steuerung der Flussigkeiten mit den externen peristaltischen (Schlauch-) Pumpen. Als
grol3es Problem stellte sich der Aufbau mit 6 parallelen Reaktionskammern heraus. Durch
geringe fertigungsbedingte Abweichungen im Stromungsverhalten der jeweiligen
Zuleitungen kann ein gleichméRiges Durchstromen aller 6 Reaktionskammern praktisch
nicht erreicht werden. Zudem fingen sich in den einzelnen Reaktionskammern
unterschiedlich viele Luftblasen, so dass keine reproduzierbare Durchstromung erzielt
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werden konnte. Diese Probleme treten bei Verwendung von nur einer Reaktionskammer
nicht auf, da dann alle Flissigkeiten die Reaktionskammer zwangsweise passieren
mussen.

6.7.2 Automatische PC-Steuerung des Prozessablaufs

Um eine reproduzierbare Steuerung der Probeninjektion sowie der einzelnen
Pumpschritte zu ermdglichen, wurde eine PC-basierte Steuerung fir diese Schritte
aufgebaut. Diese Steuerung basiert auf einer Messkarte (16-Kanal-Messkarte PCI-MIO-
16E-4 der Firma National Instruments) sowie einer Schrittmotorsteuerung
(Schrittmotorkarte SMC 800 an Parallelschnittstelle), die durch eine in der
Programmiersprache LabVIEW® der Firma National Instruments programmierte grafische
Bedienoberflache (Abbildung 6-62) angesteuert wird.
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Abbildung 6-62: Grafische Bedienoberflache der PC-Steuerung

Die grafische Bedienoberflache enthalt Eingabemdoglichkeiten fir alle prozessrelevanten
SteuergroRen. Die Eingabefenster fur diese Steuergrdf3en sind in vier Eingabebereiche
aufgeteilt, die den einzelnen Prozessschritten bei der Durchfiihrung eines Immunoassays
zugeordnet sind.
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Der erste Eingabebereich (Sample Injektion) steuert die Injektion der Probe in den
Chip. Die Injektion in den Chip erfolgt durch eine (1 ml-) Spritzenpumpe, die Uber einen
Schrittmotor angesteuert wird. Dazu kann im ersten Eingebefenster fur die
Probeninjektion zundchst die Probeninkubationszeit eingestellt werden. Die
Probeninkubationszeit ist die Zeit, die nach Abarbeitung des ersten Eingabefensters (nach
der Probeninjektion) abgewartet wird, bevor das nachste Programmfenster ausgefihrt
wird. Diese Zeit entspricht damit der Inkubationszeit fur die (Blut-) Probe. Das zweite
Eingabefenster der Probeninjektion steuert die Adresse des Parallelports, an den die
Schrittmotorkarte fiur die Motorsteuerung angeschlossen ist. Im dritten und vierten
Eingabefenster der Probeninjektion kann die Pumpe manuell bedient werden. So kann
beispielsweise im laufenden Injektionsprozess die Pumpe mit dem dritten Eingebefenster
angehalten und neu gestartet werden. Mit dem vierten Eingabefenster kann die
Pumprichtung umgekehrt werden. Dieser manuelle Zugriff kann fir das Befullen der
Probenspritze verwendet werden. Bei richtiger Programmierung des Prozessablaufs sollte
ein Eingreifen in die Prozessteuerung nicht notwendig sein. Im finften Eingabefenster
der Probeninjektion wird eine Wartezeit nach jedem einzelnen Schrittmotorimpuls
eingestellt. Dieses Eingabefenster steuert damit die Injektionsgeschwindigkeit der
Spritzenpumpe. Im sechsten Eingabefenster der Probeninjektion wird die Gesamtzahl
der Injektionsschritte und damit indirekt auch das zu injizierende Flissigkeitsvolumen
eingestellt. Erfolgt kein manueller Eingriff in die Pumpensteuerung, so wird immer das
eingestellte Probenvolumen injiziert, die Inkubationszeit abgewartet und zum néchsten
Programmeschritt (Tracerinkubation) gewechselt.

Der zweite Eingabebereich (Tracer Incubation) steuert den Transport der
Tracerflissigkeit sowie die Tracerinkubation. Im ersten Eingabefenster dieses
Eingabebereiches wird die Anzahl der Pumpschritte fur die Tracerinkubation eingestellt.
Dabei ist der erste Pumpschritt immer der, durch den die (Blut-) Probe von der
Tracerflissigkeit aus der Reaktionskammer verdrangt wird. Die Dauer dieses
Pumpschrittes wird im zweiten Eingabefenster eingestellt. Die weiteren Pumpschritte
dienen dazu, wahrend der Inkubationszeit des Tracers, kurzzeitig Pumpbewegungen zu
erzeugen, um die Tracerldsung in der Kammer leicht vorwarts zu bewegen. Damit
vermeidet man eine Verarmung der Tracerlosung an der Oberflache der
Reaktionskammer. Nach einem solchen Bewegungsintervall folgt wieder ein
Ruheintervall, in dem die Flussigkeit statisch inkubiert wird. Die Pumpzeit dieser weiteren
Pumpschritte wird im dritten Eingabefenster der Tracerinkubation gesteuert. Das vierte
Eingabefenster steuert die statische Verweildauer der Tracerlésung in der
Reaktionskammer wahrend eines Ruheintervalls und startet nach Ablauf der eingestellten
Intervallzahl den Programmablauf des néchsten Fensters. Die weiteren Eingabefenster
des Eingabebereiches fur die Tracerinkubation sind fur die Ansteuerung der in den Chip
integrierten Pumpen verantwortlich. Beide Pumpen werden mit einem Rechtecksignal mit
der im finften Eingabefenster eingestellten Frequenz angesteuert. Die Ansteuerung der
Tracerpumpe (Kanal 0) dient der eigentlichen Injektion der Tracerflissigkeit. Die

89



Kapitel: 6 Entwicklung des |mmunoassay-Chips

gewunschte Amplitude und der Offset des Rechtecksignals fur die Pumpe kdnnen im
sechsten bzw. siebten Eingabefenster dieses Eingabebereichs gewahlt werden. Die
Ansteuerung der Pumpe fir die Waschlésung soll durch Aufbauen eines entsprechenden
Gegendruckes ein  Einstromen der Tracerflissigkeit in den Bereich der
Waschlosungspumpe vermeiden. Dazu konnen die Amplitude und der Offset des
Rechtecksignals fur diese Pumpe im achten bzw. neunten Eingabefenster dieses
Eingabebereiches separat eingestellt werden. Um das Gegeneinanderarbeiten der
Pumpen zu optimieren, kann zuséatzlich am Drehregler dieses Eingabebereiches noch
eine Phasenverschiebung der Pumpbewegungen eingestellt werden. Eine
unabhangige Kontrolle der Pumpfrequenzen erschien nicht sinnvoll, da bei verschiedenen
Pumpfrequenzen aufgrund von Schwebungen der Pumpen zueinander keine
gleichmaRige, gut kontrollierbare Stromung der Flissigkeiten in den Kandlen zu erwarten
ist. Nach Ablauf der Inkubationszeit (viertes Eingabefensters) wird die Steuerung dem
dritten Eingabebereich, der fir die Steuerung des Waschschrittes zustandig ist,
Ubergeben.

Der dritte Eingabebereich (Washing) steuert den Transport der Waschflissigkeit. Der
Waschschritt ist eine Kopie des zweiten Eingabebereiches und funktioniert analog. In
diesem Fenster kdnnen ebenfalls beide Pumpen angesteuert werden. Hier ist darauf zu
achten, dass die fiur diesen Schritt entscheidende Pumpe UUber die unteren
Eingabebereiche angesteuert wird. Es sollte also im Gegensatz zum zweiten
Eingabebereich nun in dem unteren Fenster die héhere Amplitude eingestellt werden
(siehe Abbildung 6-62).

Der vierte und letzte Bereich (Fluorescence) der Steuersoftware ist eine Vorbereitung
fur einen  spateren Ausbau der Software zur Signalerfassung des
Fluoreszenzdetektors. In diesem Bereich wird das Ausgangssignal des
Fluoreszenzdetektors in mV angezeigt.

Da die Steuerkarte fir die Pumpen nur Signale mit einer Amplitude von maximal 10 V
ausgeben kann, fur die Ansteuerung der Piezoaktoren jedoch eine deutlich hdhere
Amplitude benétigt wird, wird das Ausgangssignal der Messkarte Uber einen dreikanaligen
Hochspannungsverstarker der Firma Pl (Pl E-463 HVPZT) um den Faktor -150 verstarkt.
Die Ausgangssignale des Hochspannungsverstarkers kénnen direkt an die Piezoaktoren
angeschlossen werden.

Durch die PC-Steuerung wird auch der Forderung nach einem einfach zu bedienenden
Gesamtsystem Rechnung getragen. Zahlt man das Befiillen des Chips mit den
Reaktionslosungen zur Herstellung des Chips, so besteht die eigentliche Durchfiihrung
eines Immunoassays nur noch im AnschlieBen der Spritzenpumpe mit der (Blut-) Probe
und dem Driicken des Startknopfes der LabVIEW®-Steuerung (in der oberen Meniileiste
links). AnschlieBend wird der eingestellte Prozessablauf komplett automatisch
durchgefunhrt.
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6.7.3 Integration von Fllssigkeitsreservoirs

Der bisher vorgestellte Aufbau mit den flexiblen Zuleitungsschlduchen Ilasst eine
reproduzierbare Computersteuerung nicht zu, da die Strémungswiderstdande der
Verbindungsschlauche durch verdnderte Biegeradien schlecht reproduzierbar sind.
Aufbauend auf dem in Kapitel 6.7.1 vorgestellten Chipdesign mit integrierten Pumpen und
Reaktionskammern sollen daher auch die Reservoirs fur die Tracer- und die Waschlésung
integriert werden. Durch die Integration dieser Flussigkeitsreservoirs werden auch die
Stromungswiderstande zwischen Reservoir und Reaktionskammer reproduzierbar. Die
hydraulischen Kapazitaten der elastischen Zuleitungen fallen ebenso weg. Dadurch wird
eine besser reproduzierbare Steuerung der Flussigkeiten mdglich.

Die Flussigkeitsreservoirs sollen:
- restlos entleert werden kénnen, um keine Flissigkeit zu verschwenden
- mit Adh&sionsfolie zu verschlieen sein
- keine Luftblasen in die Kanéle gelangen lassen
- die Flussigkeiten gegen Auslaufen sichern
- flexibel in die bestehenden Strukturen integrierbar sein

Ein restloses Entleeren der Flussigkeitsreservoirs wird durch lange, maanderférmig
gewundene Kanalstrukturen mdglich. Durch diese Reservoirstruktur wird auch ein
Festhalten der Flussigkeiten in den Reservoirs tber Kapillarkrafte moglich. Dabei laufen
die Flussigkeiten bei Erschiitterungen oder Bewegungen des Fluidikchips nicht aus, da
sich die Krafte aus verschiedenen Bereichen der Reservoirkandle gegenseitig
kompensieren. Ein VerschlieBen der Kandle mit Adhasionsfolie ist in gleicher Weise
maoglich wie bei den restliche Strukturen.
Fur die Integration der Flussigkeitsreservoirs ergeben sich mit dem Aufbau in Kapitel 6.7.1
2 Moglichkeiten:
1. Integration der Reservoirkandle in die SU-8 Strukturen
o Vorteil:
= enge maanderformige Kanalstrukturen sind sehr genau herstellbar
= alle Strukturen mit Ausnahme der Pumpkammern sind bereits in
einem Bauteil integriert
o Nachteil:
= flr eine Integration der Kanalstrukturen wird eine gré3ere (doppelt
so grof3e) Chipflache bendétigt, so dass in einem Fertigungsschritt
weniger SU-8 Strukturen (eine anstelle von zwei) hergestellt
werden koénnen.
= eine ,On-Board“-Auswertung eines gréReren Chips im LRE-Reader
ist nicht moglich, da die Chipbreite gréRRer als die Breite des LRE-
Slides sein muisste.
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2. Integration der Reservoirkanale in die Pumpkammerplatte
o Vorteil:
= kleine Chipflache flir den SU-8 Prozess > Herstellung von zwei
Chipstrukturen in einem Arbeitsgang
= Chip passt mit einem modifizierten LRE-Slide in den LRE-Reader
o Nachteil:
= Maanderstrukturen missen in die Pumpkammerplatte gefrast und
anschlieend durch Loésungsmittelbonden verdeckelt werden
- Es sind keine so feinen Kanalstrukturen wie in SU-8 Lack
herstellbar.
= die Wande zwischen den Kanalen missen breiter sein, um einen
stabilen Bondprozess zu erreichen -> geringeres Volumen der
Kanale bei vorgegebener Flache
= keine feste Verbindung zwischen Flussigkeitsreservoirs und
Reaktionskammer
Da eine Integration der Reservoirkanéle in die SU-8 Strukturen auf dem Weg zu einem
komplett integrierten Aufbau aller Systemkomponenten sinnvoll erschien, wurde zunachst
diese Variante untersucht. Die Integration der FlUssigkeitsreservoirs in die
Pumpkammerplatte wird spater ( in Kapitel 6.10) noch einmal aufgegriffen. Aufbauend auf
dem in Kapitel 6.7.1 Abbildung 6-58 dargestellten Chipdesign ist das um die
Reservoirkanale erweiterte Design des Chips in Abbildung 6-63 dargestellt.

sample: I wash: N
tracer. waste:

|

Abbildung 6-63: Reaktionskammerstrukturen mit integrierten Ventilen und Reservoirs
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In den Chip sind maanderférmig integriert: ein Reservoir fur die Tracerflissigkeit mit
einem Volumen von ca. 140 ul (in der Zeichnung rot), ein weiteres Reservoir mit einem
Volumen von ca. 150 ul fir die Waschlésung (in der Zeichnung blau) und ein grof3eres
Reservoir mit einem Volumen von ca. 320 pl fir die verbrauchten Flissigkeiten (in der
Zeichnung grun). Zusammen mit den Volumina der Pumpkammern in der
Pumpkammerplatte ergibt sich fir den fertigen Aufbau eine Gesamtfillmenge von ca.
420 pl Tracerldsung und ca. 440 pl Waschlgsung. Die (Blut-) Probe wird von auf3en
durch die Offnung Nummer 4 durch den (lila) Kanal in die Reaktionskammern injiziert. Am
Ausgang der Reaktionskammern kann die (Blut-) Probe in das (griine) Abfallreservoir
stromen, welches tber Offnung 5 entluftet ist. Durch die Offnung Nummer 1 wird das
(rote) Tracerreservoir befullt. Aus diesem Reservoir kann die Tracerldsung durch das
erste Einlassventil und durch Offnung 3 in die erste Pumpkammer auf der Riickseite
gelangen. Aus der Pumpkammer gelangt die Tracerlosung tber Offnung 2 in das erste
Auslassventil und wird durch die erste Pumpe durch die Reaktionskammern gedriickt, wo
sie die (Blut-) Probe verdrangt. Am Ausgang der Reaktionskammern kann die
Tracerlésung in das (grine) Abfallreservoir stromen. Durch die Offnung Nummer 8 wird
das (blaue) Waschreservoir beflllt. Aus diesem Reservoir kann die Waschlésung durch
das zweite Einlassventil und durch Offnung 7 in die zweite Pumpkammer auf der
Ruckseite gelangen.

Aus der Pumpkammer gelangt die Waschlosung uber Offnung 6 in das zweite
Auslassventil und wird durch die zweite Pumpe durch die Reaktionskammern gedrickt,
wo sie die Tracerlosung auswascht. Am Ausgang der Reaktionskammern kann die
Waschlésung in das (grine) Abfallreservoir strdomen. Durch die Integration der
Flussigkeitsreservoirs fallen die hydraulischen Kapazitaten der Zuleitungsschlauche weg.
Dadurch sollte eine besser reproduzierbare Steuerung der Flissigkeiten ermoglicht
werden. Der mit den Pumpkammern zusammengebaute Chip kann bei diesem Aufbau
durch die Entluftungslécher der Reservoirs mit den Prozessflissigkeiten beflllt werden.
Bei der Beflllung ist auf ein blasenfreies Auffillen der Pumpkammern zu achten, da
Luftblasen die Leistungsfahigkeit der Pumpen stark beeintrachtigen. Ist die Pumpkammer
mit den Reservoirkanalen erst einmal blasenfrei befiillt, so kann durch die lang gezogenen
Reservoirkanéle keine Luftblase mehr in die Pumpkammer gelangen. Weil sich in den
ersten Versuchen das Chipdesign mit den 6 Reaktionskammern als ebenso problematisch
wie bei der vorhergehenden Integrationsstufe erwies, wurde fur die weiteren Versuche ein
Design mit nur noch einer Reaktionskammer verwendet (ansonsten jedoch analog
Abbildung 6-63). Die Durchfiihrung eines durch das Rechnerprogramm gesteuerten
Prozessablaufs zeigt die Bildserie in Abbildung 6-64. In der Abbildung ist die
Probeninjektion (blaue Testflussigkeit) in den Chip zu erkennen. Die blaue Flussigkeit wird
in den Reaktionsbereich injiziert. Dabei dringt die Flissigkeit nicht bis zu den
Ventilstrukturen in Bereiche der Tracerlésung (rote Ersatzflissigkeit) und der
Waschlosung (griine Ersatzflissigkeit) vor. In der zweiten Bildreihe der Bildserie ist das
Auswaschen der blauen Probenfliissigkeit durch die rote Tracerlésung zu erkennen. Auch
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hier dringt kaum Flussigkeit in den Bereich der Probeninjektion oder der Waschldsung
vor. Als letzter Prozessschritt erfolgt die Ansteuerung der Waschpumpe. Der
Auswaschschritt der roten Tracerflissigkeit durch die grine Waschflissigkeit ist in der
letzten Bildreihe zu erkennen. Durch einen relativ kurzen Auswaschschritt ist jedoch kein
vollstandiges Auswaschen der roten Tracerldsung erreicht worden (letztes Bild). Durch
einen langeren Waschprozess ist ein Auswaschen der Tracerldsung aus der
Pumpkammer zwar moglich, aber um eine optimalen Waschschritt zu erreichen, sollte das
Kammerlayout so beschaffen sein, dass ein schnelleres Auswaschen mit minimalen
Flassigkeitsmengen mdglich ist.

Abbildung 6-64: Durchfihrung eines rechnergesteuerten Testprozesses

6.8 Optimierung der Systemkomponenten durch Computersimulation
6.8.1 Simulation der Kanalkreuzung

Analog zu der Optimierung der Pumpe durch Computersimulation soll auch der Bereich
auf dem Chip, an dem die Kandle fiir Probenzufitihrung, Tracer- und Waschflissigkeit
zusammentreffen und in die Reaktionskammer weiterfihren, optimiert werden. Dieser
Bereich hat sich deshalb als besonders kritisch erwiesen, weil bei der Probeninjektion in
den Chip die Probenflissigkeit nur in Richtung der Reaktionskammer stromen darf. Ein
Einlaufen der Probe in die Diodenstrukturen und Pumpkammern der Tracer- und
Waschlésung wirde zu einer Kontamination der Reservoirs mit der Probensubstanz
fuhren. Dies kann einerseits erreicht werden, indem die Pumpen bei der Probeninjektion
eingeschaltet werden, um einen Gegendruck aufzubauen, andererseits lasst sich durch
eine geeignete Form der Kreuzung eine Art Venturidiseneffekt erreichen, der ein
Einstromen in die Seitenkanale reduziert. Der Unterschied zwischen einer einfachen
rechtwinkligen Kreuzung zu ypsilonférmigen Kreuzungen mit verschiedenen Winkeln
sowie Kreuzungen mit venturidisenartigen Strukturen wurde im Rahmen einer
Computersimulation untersucht. Um den Aufwand fir die Stromungssimulation zu
reduzieren, wurde die Optimierung der Kanalkreuzung nicht auf eine Optimierung der
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Absolutwerte der Stromung ausgelegt, sondern es wurde im Wesentlichen eine qualitative
Verbesserung des Stromungsverhaltens an der Kanalkreuzung angestrebt. Dabei wurde
am Probeneinlass eine Einstromung von Wasser mit einem bestimmten relativen Druck
angenommen. Am Auslass der Kreuzung in Richtung Reaktionskammer wurde ein
relativer Auslassdruck von 0 bar relativ angenommen. Die beiden Kanéle zu Tracer- und
Waschreservoir wurden als geschlossene Kanédle ohne Durchstromung angenommen,
was der Stromungssituation im ersten Moment der Injektion entspricht. Der Uber- oder
Unterdruck an den Enden dieser Kanédle gegeniber dem Auslassdruck von O bar relativ
wird dann als qualitatives Mal3 fur die Stromungsrichtung und -starke angenommen. In
der Simulation einer rechtwinkligen Kreuzung (Abbildung 6-65) ist zu erkennen, dass der
Druck an den Enden der Seitenkandle, wie erwartet, genau zwischen Einlass- und dem
Auslassdruck liegt. Dies &ndert sich auch bei Variation des Einlassdruckes nicht. Aus
diesen Druckverhaltnissen folgt, dass die Probe an einer rechtwinkligen Kreuzung stets
auch in Richtung der Seitenkandle flief3t.

Pressure
{Plane 1)

[lDD‘I .

— 751

— 500

— 250

1. -

[Fal

Abbildung 6-65: Druckverteilung an einer rechtwinkligen Kanalkreuzung. (Einstromung von oben,
Einstromdruck 1000 Pa)

Um bei der Probeninjektion ein Einstrémen in diese Seitenkanéle zu vermeiden, missen
die Pumpen in den Seitenkandlen also stets einen Gegendruck aufbauen. Die
Injektionsgeschwindigkeit muss dabei so langsam gewdahlt werden, dass der
Injektionsdruck in den Seitenkanalen den erreichbaren Pumpdruck nicht Ubersteigt. Eine
Variation der Kanalkreuzung zu einer Ypsilonform sollte zeigen, ob ein Rickstromen in
die Seitenkanale durch diese Form reduziert werden kann. Als ,Normalrichtung® fur die
Durchstrémung der ypsilonformigen Kreuzungen soll die Strémungsrichtung in Abbildung
6-66 im Bild von oben nach unten angenommen werden.
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Abbildung 6-66: Druckverteilung an einer ypsilonformigen Kanalkreuzung mit 30° Einmundung.
(linkes Bild Einstrémung von oben, rechtes Bild Einstrémung von unten, Einstromdruck jeweils
1000 Pa)

Die Simulationen dieser Kreuzungen mit Winkeln von 30° und 45° zeigten, das der
Einlaufwinkel bei Durchstrémung in ,Normalrichtung® nahezu keinen Einfluss auf die
Druckverteilung in den Seitenkandlen hat. Genau wie bei der rechtwinkligen Kreuzung
liegt der Druck an den Seitenkanalen zwischen Einlass- und Auslassdruck. Auch dieses
Ergebnis andert sich bei einer Variation des Einlassdruckes nicht. Bei einer
Durchstromung der ypsilonformigen Kanéle gegen die ,Normalrichtung® (von unten nach
oben) ist der Druck an den Seitenkanélen héher als in der ,Normalrichtung“. Wird vor der
Kreuzung eine Verengung in den Einlassweg der Probe eingebracht, so entsteht an
dieser Stelle eine Beschleunigung der Stromung. Daraus resultiert bei einem relativen
Einstromdruck von 1000 Pa an der Probenseite und einem relativen Auslassdruck von
0 bar bereits ein Unterdruck von -0,21 Pa an den Seitenkanélen (Abbildung 6-67 links).
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Abbildung 6-67: Druckverteilung an einer ypsilonformigen Kanalkreuzung mit diisenférmiger 30°
Einmundung. (Einstrdmung von oben, links Einstromdruck 1000 Pa, rechts Einstromdruck 50 kPa)

Dieser Effekt wird mit einer Steigerung des Einlassdruckes auf der Probenseite (auf
50 kPa, Abbildung 6-67 rechts) verstarkt, so dass der relative Druck an den Seitenkanélen
bereits -17913 Pa betragt. Diese Ergebnisse bestérken, dass durch eine geeignete Wahl
der Probeninjektionsgeschwindigkeit in einer venturidisenartigen Kreuzung eine
Stromung in den Seitenkanalen unterdriickt werden kann.

6.8.2 Simulation der Reaktionskammern

Analog zu der Optimierung der Pumpe und der Kanalkreuzung durch die
Computersimulation soll auch der Bereich der Reaktionskammer als weiteres
konstruktives Element des Immunoassaychips optimiert werden. Um eine groRtmogliche
Reproduzierbarkeit und Sensitivitdt des Immunoassays zu erreichen, muss ein optimaler
Stofftransport und damit ein moglichst schneller und grindlicher Austausch der
Flussigkeiten innerhalb der Reaktionskammern sichergestellt werden. Da dieses
Verhalten im Wesentlichen eine qualitative Eigenschaft der Reaktionskammer darstellt,
wurde hier, um den Aufwand und die Rechenzeiten flr die Strdmungssimulation zu
reduzieren, zunachst ebenfalls nur eine qualitative Verbesserung des
Stromungsverhaltens in der Reaktionskammer angestrebt. Mit Hilfe der CFX
Simulationssoftware wurde versucht, die Reaktionskammer so zu modellieren, dass ein
homogenes Stromungsprofil Gber dem biochemisch aktiven Bereich entsteht. Aufgrund
der Falschfarben- bzw. Vektordarstellung konnen Stellen mit sehr niedriger
Stromungsgeschwindigkeit und Wirbel einfach ausgemacht werden (dunkelblaue Gebiete
bzw. kreisformige Anordnung der Vektorpfeile). An diesen Stellen bleiben Luftblasen leicht
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hangen oder Reagenzien werden nicht vollstandig ausgespiilt, was z.B. in Falle des
Tracers zu einem fehlerhaft erhéhten Messsignal fihren kann. Als optimal wird die
Stromung dann angesehen, wenn alle Bereiche der Reaktionskammer gleichmafig mit
moglichst hoher Stromungsgeschwindigkeit durchspilt werden. Allen simulierten
Reaktionskammern liegt die Form eines Kreises mit einem Durchmesser von 3,6 mm zu
Grunde. Diese Geometrie ermdglicht ein einfaches Einbringen von ausgestanzten
Nitrozellulosescheiben als biologisch aktive Bereiche. Alle Kammern wurden mit einer
Basishdhe von 450 um simuliert, da sich diese H6he in den bisherigen Versuchen als gut
geeignete Strukturhéhe sowohl fir die fluidischen Dioden als auch fir die restlichen
Strukturen erwiesen hat. Die Hohe der Pumpkammer Uber der Nitrozellulosefolie kann
durch Variation der Dicke der verwendeten Nitrozellulosestiicke verringert werden. Die
Simulation der einfachen runden Reaktionskammergeometrie (ohne eingelegte
Nitrozellulosesticke) zeigt, dass die Kammer im mittleren Bereich mit hoher
Geschwindigkeit durchstromt wird (Abbildung 6-68 links), wéhrend in den Randbereichen
nahezu keine Bewegung der Flissigkeiten stattfindet. Dieses Verhalten andert sich auch
durch Aufweitung der Ein- und Ausstrémbereiche nur wenig (Abbildung 6-68 rechts).
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Abbildung 6-68: links: runde 3,6 mm Reaktionskammer, rechts: mit abgerundete Anschlusskanéle

Durch Aufspalten der Stromung im Eingangsbereich Uber eine in der Kanalmitte
angeordnete Saulenstruktur kann zwar ein besseres Durchstromen der Randbereiche
erreicht werden, jedoch sind solche Saulenstrukturen sehr zerbrechlich und insbesondere
fir eine spatere Serienfertigung schwierig herzustellen. Weiterhin  wird die
Stromungsgeschwindigkeit in  der  Kammer  aufgrund des  vergrol3erten
Stromungswiderstandes stark reduziert.
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Abbildung 6-69: 3,6 mm Reaktionskammern, mit 400 pm Pin

Eine sinnvolle Optimierung des Stromungsverhaltens wird erst bei einer Reduktion der
Kammerhéhe durch eingelegte Nitrozellulosestiicke erreicht (Abbildung 6-70 und
Abbildung 6-71). Eine Streckung der Reaktionskammer in FlieBrichtung erméglicht dabei

eine gleichméaRige Stromungsverteilung vor dem Uberstrémen der Nitrozellulose.
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Abbildung 6-70: 3,6 mm Reaktionskammer, 400 um gestreckt, mit 200 um NC, Anschluss
(480 pum) linkes Bild: Nitrozellulose mittig eingelegt rechtes Bild Nitrozellulose am Ausgang
eingelegt
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Abbildung 6-71: 3,6 mm Reaktionskammer, 800 um gestreckt, Nitrozellulose mittig eingelegt,
linkes Bild Nitrozellulose 250 um, rechtes Bild: optimal!, Nitrozellulose 300 um
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6.9 Der optimierte SU-8 Chip

Basierend auf den Ergebnissen der Computersimulation wurde das bisherige Chipdesign
aus Abbildung 6-63 (Kapitel 6.7.3) um die optimierte Kanalkreuzung und die verbesserte
Reaktionskammer erweitert.
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Abbildung 6-72: optimiertes Chipdesign

Dieses Layout wurde mit der in Kapitel 6.5 beschriebenen SU-8 Technologie in einem SU-
8 Prozess umgesetzt. In diesem optimierten Chipdesign wurden Versuchsprozesse mit
farbigen Testflissigkeiten rechnergesteuert durchgefuhrt. Die Parameter fur die PC-
Steuerung wurden durch Aufzeichnung der Versuchsprozesse mit einer Videokamera
ausgewertet und optimiert. Die Ergebnisse der optimierten Prozesssteuerung zeigt
Abbildung 6-73. In diesen Strukturen war die Injektion der Probe in den Chip sehr gut
reproduzierbar. Durch die richtige Wahl der Injektionsgeschwindigkeit konnte aufgrund der
Venturidisenstruktur ein Einstromen der Probe in die Seitenkanale der Kanalkreuzung
praktisch vollstdndig vermieden werden. Das Auswaschen der Probe durch die
Tracerlosung und anschlieBend das Auswaschen der Tracerlosung durch die
Waschlosung  funktionieren in  den  optimierten  Reaktionskammerstrukturen
augenscheinlich einwandfrei.
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Abbildung 6-73: Durchfiihrung des optimierten Testprozesses
(1. Reihe: Probeninkubation, 2. Reihe: Tracerinkubation, 3. Reihe: Waschschritt)

Um die Qualitat des optimierten Prozessprotokolls objektiv zu untersuchen, sollte ein
Immunoassay mit einer Blindprobe (ohne Zielsubstanz) durchgefihrt werden. Die
Durchfiihrung eines solchen Blindversuchs zeigt, ob die Steuerung des Prozesses auch
mit den Reaktionsflissigkeiten funktioniert. Weiterhin kann durch die Auswertung des
Fluoreszenzsignals eines solchen Blindversuchs eine Aussage Uber die Qualitat der
Waschschritte getroffen werden. Idealerweise sollte ein solcher Immunoassay das gleiche
Signal liefern wie die reine Nitrozellulosefolie. Eine starke Erhéhung des Signals kann
durch unzureichendes Auswaschen der Reaktionskammer oder durch Ruckstrémung von
Tracerldsung nach Abschluss des Prozesses auftreten. Die Ergebnisse des Blindversuchs
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zeigen, dass die Steuerung des Prozesses auch mit den Reaktionsflissigkeiten gut
funktioniert. Das Fluoreszenzsignal wurde nach Abschluss des Prozesses im LRE-Reader
ausgewertet. Da die Abmessungen des SU-8 Chips ein Einlegen der kompletten
Fluidikstrukturen in den LRE-Reader verhinderten, wurde die Verdeckelungsfolie im
Bereich der Reaktionskammer mit der aufgeklebten Nitrozellulosefolie von den SU-8
Strukturen abgezogen und extern im LRE-Reader ausgewertet. Das Ergebnis dieses
Blindversuchs im Vergleich zu den friheren Messungen in den mikrofluidischen Kivetten
(vgl. Abbildung 6-12, Kapitel 6.1.4) zeigt Abbildung 6-74.
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Abbildung 6-74 Fluoreszenzsignal eines Blindversuches (Untergrundsignal) (rote Kurve) im
Vergleich mit Messungen in den Kivetten mit externer peristaltischer Pumpe (aus Kapitel 6.1.1)
(schwarze Kurve) [Zielmolekil: Myoglobin] o

Das Signal dieses Blindversuches liegt etwas Uber der GréRRenordnung der 10 ng/ml
Versuche in den mikrofluidischen Kivetten (Kapitel 6.1.1). Damit konnen die
Auswaschschritte auf dem Chip als geeignet fur die Durchfiihrung eines Immunoassays
mit einer Nachweisgrenze von ca. >20 ng/ml angesehen werden (Abbildung 6-75).

® Marker: Alexa Fluor® 750
Myoglobin Antikorper, Fa. Medix Biochemica, Kauniainen Finnland
Nitrocellulose: Fa. Whatman (5 um supported) (Immunchemie direkt aufpipettiert)
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Abbildung 6-75: Aus den Werten aus Abbildung 6-74 gegen die Konzentration aufgetragene
mittlere Peakhdhen der Signale (ohne Messwert fiir 1000 ng/ml)

Das Befiillen der Strukturen fiir den Immunoassay erfordert noch viel Ubung, sollte jedoch
spater automatisiert mdoglich sein. Ist der Aufbau erst einmal beflllt, besteht die
Durchfiihrung eines Immunoassays nur noch im Einsetzen der Probenspritze und dem
Starten des Rechnerprogramms. Die Durchfiihrung dieses Prozesses zeigt, dass eine
vollstdndige Steuerung durch den Rechner und damit ein anwenderfreundlicher, einfach
zu bedienender Immunoassay in den mikrofluidischen Strukturen realisiert wurde.
Lediglich der Auswerteprozess erfordert in diesen Strukturen noch ein Entfernen der
Nitrozellulosefolie aus den Reaktionskammern und ein externes Auswerten im
Fluoreszenzdetektor.

6.10 Fluoreszenzmessung auf dem Chip

Um die Auswertung des Prozesses im Chip durchfiihren zu kénnen, bestehen zwei
Maglichkeiten:

1. Der Chip muss so beschaffen sein, dass er komplett in den LRE-Reader eingelegt
und ausgewertet werden kann. Diese Forderung kann durch die bereits weiter
oben erwahnte Integration der Reservoirkanale in die Pumpkammerplatte erfillt
werden. Durch diese Auslagerung der Flussigkeitsreservoirs lasst sich die
Chipflache so weit verkleinern, dass ein Einlegen des gesamten Chips in den
LRE-Reader maoglich ist.

o Vorteil: der vorhandene LRE-Reader kann verwendet werden
o Nachteil:
= durch Auslagerung der Reservoirkandle in die Pumpkammerplatte
ergeben sich die bereits weiter oben angesprochenen Probleme
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(kleine  Reservoirs, keine feste Verbindung zu den
Reaktionskammern,...)

= der Prozess muss fur die neuen Strukturen neu optimiert werden.

= der Chip muss weiterhin nach Durchfihrung des Prozesses von
Hand in den Reader eingelegt und ausgelesen werden.

2. Es muss ein neuer Reader entwickelt werden, in dem sich der Chip mdglichst
schon wahrend der Prozessdurchfihrung befinden kann, so dass eine
automatisierte Auswertung im Anschluss an den Prozess mdglich wird.

o Diese Variante ist flr eine spatere komplett automatisierte Durchflihrung
des Immunoassays unumganglich.

6.10.1 Auswertung im LRE-Reader

Um mit dem vorhandenen LRE-Reader eine On-Board-Auswertung zu realisieren
(Variante 1.), wurde ein verandertes Chipdesign ohne Reservoirkanale entworfen (im
Folgenden kleiner Chip genannt) und eine Pumpkammerplatte mit integrierten
Flussigkeitsreservoirkandlen (Tracerreservoir mit einem Volumen von 80 pl,
Waschreservoir mit einem Volumen von 100 pl und Abfallreservoir mit einem Volumen
von 120 pl) hergestellt. Die Steuerung der Flissigkeiten in diesem kleinen Chip erwies
sich als wesentlich kritischer als in den Strukturen mit integrierten Reservoirkanalen (im
Folgenden grosser Chip genannt). Durch die verringerten Reservoirvolumina mussten
die Pumpschritte, um Reaktionsflissigkeit zu sparen, wesentlich genauer gesteuert
werden. Durch die groReren Durchmesser der kurzeren Reservoirkandle wurden
verringerte Stromungswiderstdnde und damit hohere FlieRgeschwindigkeiten der
Flussigkeiten in den Strukturen erreicht. Fur diesen kleinen Chip konnte durch
Optimierung der Prozesssteuerung anhand von farbigen Testflussigkeiten in Analogie
zum grof3en Chip ein optimierter Prozessablauf gefunden werden. Die Ergebnisse dieses
Prozessablaufs zeigt Abbildung 6-76.

Abbildung 6-76: Durchfiihrung eines Testprozesses im kleinen Chip

Fir die Auswertung im LRE Reader muss der SU-8 Chip aus dem Pumpkammeraufbau
entnommen werden. Dabei stellte sich jedoch bereits in den Versuchen mit farbigen
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Ersatzflissigkeiten heraus, dass ein Rucklaufen von Tracerlosung in die
Reaktionskammer beim Offnen des Pumpkammeraufbaus nicht zu vermeiden war. Bei
einer Auswertung im LRE-Reader wirde somit das Signal des Immunoassays vom
Fluoreszenzsignal der zurlckgelaufenen Tracerlésung vollkommen Uberdeckt werden.
Fur eine On-Chip-Auswertung des Signals ist daher ein neu entwickelter
Fluoreszenzdetektor notwendig.

6.10.2 Aufbau eines neuen Fluoreszenzdetektors

Die Entwicklung eines geeigneten Fluoreszenzdetektors wird derzeit an der
Fachhochschule Gelsenkirchen durchgefihrt [KAEDO3]. Die Signalauswertung im
Fluoreszenzdetektor besteht hauptséachlich aus einer anregenden Lichtquelle
(Ublicherweise ein Laser), aus einem Photodetektor (z.B. Photowiderstand, Photodiode,
Photomultiplier,...) und aus einem optischen Filter, der das Fluoreszenzlicht aus der
Probe in den Detektor gelangen lasst, aber das Licht der anregenden Wellenlange
herausfiltert. Um das Signal in einem Fluoreszenzdetektor exakt auszuwerten, muss der
Detektor eine hohe Empfindlichkeit besitzen. Restlicht aus der anregenden Lichtquelle,
welches in den Detektor gelangt, bildet dabei einen Untergrund, der das Signal
verschlechtert. Um diesen Untergrund zu reduzieren, muss der optische Filter moglichst
gut zwischen anregender und emittierter Wellenlange diskriminieren. Dies lasst sich
beispielsweise durch einen engbandigen Interferenzfilter erreichen. Diese Interferenzfilter
besitzen zwar in der Regel eine gute Selektivitat, lassen jedoch im Maximum selten mehr
als 50 % der emittierten Wellenlange durch. Ein Kantenfilter hat im Durchlassbereich eine
deutlich héhere Transmission, besitzt jedoch keine so scharfe Grenzwellenlange. Um eine
gute Diskriminierung zwischen anregendem und emittiertem Licht zu erreichen, sollte der
so genannte Stokesshift, also der Unterschied zwischen anregender und vom
Fluoreszenzmarker emittierten Wellenldange, moéglichst grol3 sein. Das anregende
Laserlicht ist stark gerichtet, im Unterschied zum emittierten Licht, welches statistisch
verteilt in alle Raumrichtungen abgegeben wird. Damit kann durch eine Einkopplung des
anregenden Lichts unter einem flachen Winkel, &ahnlich der Dunkelfeldmikroskopie,
vermieden werden, dass reflektiertes Licht der Anregungswellenlénge in den Detektor
gelangt. Das in alle Raumrichtungen abgestrahlte Fluoreszenzlicht gelangt gré3tenteils in
den Detektor. Eine hohe Sensitivitat bedeutet auch, dass moéglichst viele der emittierten
Fluoreszenzphotonen zum Detektor gelangen. Daher muss der vom Detektor abgedeckte
Raumwinkel mdglichst grol3 sein. Dies kann erreicht werden, indem der Detektor sehr nah
an den Fluoreszenzbereich herangebracht wird. Damit steht er aber in der Regel der
Einkopplung des anregenden Lichtes im Weg. Eine Alternative ist es, eine optische Linse
mdglichst dicht auf die Oberflache des Fluoreszenzbereiches aufzulegen. Durch diese
Linse kann das anregende Licht zum Marker gelangen, das emittierte Licht wird
gesammelt und in Richtung des Detektors gelenkt.
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Laserlicht
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Fluoreszenzmarker

Abbildung 6-77: Aufbau der Fluoreszenzdetektion

Durch einen Spiegel hinter dem Fluoreszenzbereich kann der durch den Detektor
abgedeckte Raumwinkel (zumindest rechnerisch) fast verdoppelt werden. Um dabei
moglichst wenig Licht im Tréagermaterial (z.B. Nitrozellulose) der Fluoreszenzstoffe zu
absorbieren, sollte das Tragermaterial mdglichst transparent sein. Eine Transparenz von
Nitrozellulose lasst sich beispielsweise durch eine Durchtréankung mit Ethylenglycol
erreichen. Erste Versuchsmessungen wurden mit einem 650 nm-Laser durchgefiihrt. Als
Detektor diente eine Photodiode (BPX 90). Vor diese Photodiode wurde ein optischer
Filter der Firma Schott angebracht (Typ RG 715, siehe Abbildung 6-78).
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Abbildung 6-78: Absorptionskurve des optischen Filters [SCHO99]

Um die Funktionsweise eines solchen Detektors zu untersuchen, wurden
Nitrozellulosestreifen mit dem Fluoreszenzmarker Alexa Fluor® 750 in verschiedenen
Verdinnungen getrankt und mit dem improvisierten Detektor gemessen. Die Streifen mit
den verschiedenen Konzentrationen wurden jeweils 20 mal gemessen.
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Abbildung 6-79: Messwerte der Ausgangsspannung der Photodiode in Abhangigkeit von der
Verdinnung des Fluoreszenzlabels
(Die Linie stellt einen logarithmischen Trend dar)
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Abbildung 6-79 zeigt die Ausgangsspannungen der Photodiode in Abhangigkeit der
Konzentration des Fluoreszenzlabels. Bei niedrigeren Konzentrationen ist ein linearer
Zusammenhang zwischen Spannung und Konzentration zu erkennen, bei hdéheren
Konzentrationen ist dieser Zusammenhang nicht mehr gegeben. Dies ist durch die
Charakteristik der Photodiode zu erklaren. Bei Bestrahlung mit Tageslicht liefert diese
einen Wert von etwa 350 mV (Vollausschlag). Daher wurden in Abbildung 6-80 nur die
Messspannungen fir die geringeren Konzentrationen (1:10 bis 1:100) aufgetragen. Es
ergibt sich ein linearer Zusammenhang mit gutem Korrelationskoeffizienten. Die
Fehlerindikatoren betragen jeweils dreifache Standardabweichung, so dass 99,5% der
Werte innerhalb dieser Grenzen liegen.
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Abbildung 6-80: Messwerte der Ausgangsspannung der Photodiode in Abhangigkeit von der
Verdinnung des Fluoreszenzlabels (geringeren Konzentrationen)
(Die Linie stellt einen linearen Trend dar)

Die Messung des Nullsignals (auf reiner Nitrozellulose) ergab einen Wert von etwa
30 mV. Dieses Nullsignal ist nicht gut reproduzierbar und schwankt um mehrere Millivolt.
Da das Signal der 1:100-Konzentration schon nahe an diesem Nullsignal liegt, lassen sich
kleinere Konzentrationen aufgrund der grof3en Schwankungen des Nullsignals nicht mehr
reproduzierbar nachweisen. Weil das Signal der Verdinnung 1:100 in etwa der
Signalstarke eines Signals von einem Immunoassay mit einer Myoglobinkonzentration
von 1000 ng/ml entspricht, ist der Detektor im gegenwartigen Zustand fir eine
Auswertung des Immunoassays noch nicht brauchbar. Die prinzipielle Funktionsweise des
Detektors wird jedoch durch die Ergebnisse der Messungen gezeigt. Eine Optimierung
des Aufbaus, z.B. durch Verwendung anderer Filter, sollte eine Reduzierung des
Untergrundes zulassen. So sollte eine fir die Auswertung des Immunoassays
ausreichende Genauigkeit erreichbar sein.
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7 Der Prototyp (Funktionstests und Messergebnisse)

7.1 PMMA Chip mit integrierten Pumpkammern

Den letzten Integrationsschritt fir die Entwicklung eines Prototypen stellt die Integration
der Pumpkammern in das Chipdesign dar. Dieser Prototyp soll ein aus einem Stick
gefertigter mikrofluidischer Kunststoffchip sein. Eine Herstellung eines solchen
integrierten Chips ist allein durch photolithographische Strukturierung nur unter grof3em
Aufwand mdglich. Es ist zwar moglich, die Mikrostrukturen aus SU-8 direkt auf der
Ruckseite der Pumpkammerplatten herzustellen, damit wirde sich jedoch der Aufwand
eines einzelnen Chips noch um die Fertigung einer individuellen Pumpkammerplatte fir
jeden Chip erweitern. Die bisher verwendeten SU-8 Chips sind alle sehr zerbrechlich und
kénnen schlecht gereinigt werden. Das Layout des Prototypen soll eine Fertigung mit
Massenfertigungsprozessen, wie Spritzguss, ermoglichen. Um einen solchen Chip mit
mikrofluidischen Kanalstrukturen auf der einen und integrierten Pumpkammern auf der
anderen Seite herzustellen, ist der SU-8 Prozess auch deshalb schlecht geeignet, da in
diesem Prozess nur eine Seite strukturiert wird. Fur die auf der Rickseite der
Kanalstrukturen integrierten Pumpkammern muisste ein zweiseitiger SU-8 Prozess
entwickelt werden. Weil der Entwicklungsaufwand fiir einen solchen Prozess sehr hoch
und die Reproduzierbarkeit der Schichtdicke der SU-8 Strukturen nur schwer zu
gewabhrleisten ist, wurde als Fertigungsmethode fiir einen Prototypen die Frasbearbeitung
von PMMA mit einer Hochprazisions-5-Achsen-Frasmaschine der Firma KERN* gewahlt.
Mit dieser 5-Achsen-Frase konnten die optimierten Fluidikstrukturen hergestellt werden.
Ein CAD-Modell des fertigen Immunoassaychips ist in Abbildung 7-1 dargestellt.

Abbildung 7-1: Immunoassaychip mit integrierten Pumpkammern

10 K ern HSPC 2216 (High Speed Precision Cutting)
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7.2 Messergebnisse des Immunoassaychips

Um die Funktionsweise des aus einem Teil gefertigten PMMA-Chips zu untersuchen
wurden zunéchst analog zu den Tests der SU-8 Strukturen Versuchsprozesse mit
farbigen Flussigkeiten durchgefuhrt. Diese zeigten auch bei Verwendung verschiedener
Chips eine sehr gute Reproduzierbarkeit. Eine Bildserie der Durchfiihrung eines

Testprozesses mit farbigen Flussigkeiten ist in Abbildung 7-2 dargestellt. Die farbige
Abfolge der Testflissigkeiten in der Reaktionskammer zeigt deutlich den Erfolg der
einzelnen Pumpschritte.

Abbildung 7-2: Testprozess im fertigen Chip

Am Beispiel eines Myoglobin-Immunoassays sollte abschlieRend die Funktionsfahigkeit
dieses Chips untersucht werden. Die Nachweisgrenze sollte mdglichst in der
GroRRenordnung vorhandener myoglobinbasierter Cardiacmarker (wie z.B. der Firma
Roche [INT8]) liegen (siehe Abbildung 7-3).
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Referenz beraich (CARDME C W Myaglobin)
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= 30 nganl flyoglokin Lo
30 - 700 negdml fyoglobin = "x" nodml (guartitatives Ergehbnis]
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FHinwels:

= Die Myoglobinkonzertration izt abhangig von Alter, Kdrpergewicht und Geschlecht. Flr
eine Bevvertung der gemessenen Myoglobinkonzertration ist eine individuelle
Patientenbeurteilung erforderlich.

» Diagnostizches Fenster: 1-2 biz 12 Stunden.

= Myoglobin wird 1 bis 2 Stunden nach einem kardialen Ereigniz in das Biut freigesetzt.
Mach B biz & Stunden wird ein Pik erreicht. Nach etwa 24 Stunden kehirt es auf
Mormalwerte zurick.

= Ein negatives Ergebnis 6 Stunden nach Einsetzen der Symptome schliel?t einen
Myokardinfarkt aus.

Interpretation

Erpdhtes Myaglobin
= Myokardschidigungen wie Myakardinfarkt

n =chadigung der Skelettmuskeln

Abbildung 7-3: myoglobinbasierter Cardiacmarker der Firma Roche [INT8]

Dazu wurden Immunoassays mit verschiedenen Konzentrationen in 2 verschiedenen
Fluidikchips durchgefuhrt. Beginnend mit einer Konzentration von 0 ng/ml Myoglobin
(Blindprobe) sollte das Untergrundsignal beider Chips festgestellt werden. Im Anschluss
daran wurden auf jedem Chip Immunoassays zunachst mit einer Konzentration von
1000 ng/ml und anschlieRend mit 100 ng/ml durchgefuihrt. Die Ergebnisse dieser Tests
zeigten eine gut erkennbare Abhangigkeit der Starke des gemessenen
Fluoreszenzsignals von der in der Probe vorliegenden Myoglobinkonzentation (siehe
Abbildung 7-4). Die jeweils ersten Messreihen in der Abbildung (dunkelgrau und
dunkelblau) zeigen eine deutliche Abhangigkeit der Signalstéarke von der verwendeten
Myoglobinkonzentration auf den beiden verwendeten Immunoassaychips. Der
Unterschied zwischen den Signalstarken der beiden Chips deutet bereits darauf hin, dass
eine Kalibration der Signalstarke fur jeden Chip notwendig ist.
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Abbildung 7-4: Messergebnisse von Myoglobin-Immunoassays in 2 PMMA-Chips

In spateren Versuchen wurden die Signalstarken fir Myoglobinkonzentrationen von
10 ng/ml und 500 ng/ml gemessen. Die Signale dieser zweiten Messreihe (Abbildung 7-4
hellgraue und hellblaue Messwerte) zeigten zwar einen deutlichen Unterschied zwischen
diesen beiden Konzentrationen, lagen jedoch niedriger, als im Vergleich zur ersten
Messreihe erwartet wurde. Diese Abnahme der Stéarke des Fluoreszenzsignals kdnnte auf
einer Alterung der Piezoaktoren durch deren wiederholten Gebrauch beruhen. Eine
andere Erklarung fur die Abnahme des Signals der spateren Messungen ware eine
Veranderung der Chemikalien. Diese wurden bei der ersten Messreihe frisch angesetzt
und kénnten bei der spateren Messreihe (einige Stunden spéater) mit Konzentrationen von
10 ng/ml und 500 ng/ml durch aufRere Einflisse verandert sein. Fir eine weitere
Optimierung des Fluidikchips muss dieses Verhalten in einer umfangreichen
Versuchsreihe mit einer grof3eren Anzahl verschiedener Fluidikchips untersucht werden.
Eine Mdglichkeit zur Vermeidung von Messfehlern durch die Veradnderung der
Signalstarke wére die Integration einer Kalibrationsmessung in den Fluidikchip. Durch die
Integration einer Kontrollsubstanz, die in einer zusatzlichen Reaktionskammer des Chips
eine Referenzmessung darstellt, kdnnte die Signalstarke des Fluoreszenzsignals stets auf
dieses Referenzsignal bezogen werden.
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8 Ausblick
8.1 Weitere Messaufgeben / Herstellung in Spritzguss

In weiteren Experimenten sollte durch die Durchfihrung einer grossen Anzahl von
Versuchen die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse und die Veranderung der
Signalstarken mit der Zeit untersucht werden. Durch verschiedene Versuche muss die
Ursache fur die Veranderung der Signalstarke des Fluoreszenzsignals gefunden werden.
Dazu sollte ein Spritzgusswerkzeug hergestellt werden, welches die Fertigung einer
groBen Anzahl von Fluidikchips ermdglicht. Mit diesen Chips koénnten dann
Vergleichsmessungen mit Einwegchips durchgefiihrt und die Variation der Signalstérke
zwischen den einzelnen Chips untersucht werden. Weiterhin muss die Stabilitdt der
Reaktionschemikalien genauer untersucht und gegebenenfalls optimiert werden.

8.2 Aufbau eines Flureszenzdetektors, ,, On-Chip“-Detektion

Basierend auf den Grundlagen des Fluoreszenzdetektors soll ein Detektor entwickelt
werden, der eine Auswertung des Fluoreszenzsignals direkt auf dem Chip mit
ausreichender Genauigkeit ermoglicht. Durch eine Detektion des Fluoreszenzsignals
wahrend der Durchflhrung eines Immunoassays konnte das Ansteigen des
Fluoreszenssignals beim Spilen der Reaktionskammer mit der Tracerldsung beobachtet
werden. Durch eine Beobachtung der Abnahme des Fluoreszenzsignals wéhrend des
Waschprozesses konnte die Qualitdt des Waschprozesses Uberwacht und an die
Prozessteuerung zuriickgemeldet werden. Dadurch ware eine bessere Kontrolle des
Prozessverlaufs moglich.

8.3 Integration einer Kalibrationsmessung

Fur eine Weiterentwicklung des Immunoassaychips sollte eine Kalibrationsstrecke in den
Chip integriert werden, die durch eine Referenzmessung eine Kalibration des Chips fur
jede Einzelmessung ermdglicht. Durch eine solche ,On-Chip-Kalibration* kann zum einen
die Messgenauigkeit des Immunoassays verbessert werden, zum anderen wird eine
Veranderung der Biochemie durch falsche Lagerung oder falsche Behandlung des
beflllten Chips erkannt.

8.4 Erweiterung auf andere Zielmolekile

Fur eine Verwendung des Immunoassachips zur Herzinfarktdiagnose ist eine Erweiterung
auf andere herzinfarktspezifische Zielsubstanzen, wie z.B. Troponin, CK-MB oder CRP,
notwendig. Durch eine Integration weiterer Reaktionskammern (parallel oder seriell) sollte
ein Ausbau des Immunoassaychips zum ,Multianalytassaychip“ erfolgen. Eine dartber
hinausgehende Erweiterung auf andere Zielmolekile kann den Einsatzbereich des
Fluidikchips deutlich erweitern.
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9 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit konnten mikrofluidische Strukturen entwickelt werden, die eine
Durchfiihrung biochemischer Analysen auf einem ,Lab-Chip“ erméglichen. Am Beispiel
eines mikrofluidischen Immunoassays konnte die Funktionsweise und das
Zusammenspiel der Einzelkomponenten gezeigt werden. Die Durchfiihrung
biochemischer Reaktionen erfolgt dabei in einer mikrofluidischen Reaktionskammer, die
von den an der Reaktion beteiligten Chemikalien durchstromt wird. Der Antrieb der
Flussigkeitsbewegung erfolgt Gber Mikropumpen, die aufgrund ihrer Bauweise auch fir
eine Integration in Einwegsysteme geeignet sind. Die fur die Reaktion bendtigten
Chemikalien werden in mikrofluidischen Kanalen auf dem Chip integriert. Durch eine
Durchfihrung von Immunoassay-Tests auf Adh&sionsfolien konnte eine Eignung dieser
Folien fir biochemische Analysen gezeigt werden. Diese auf den Adhasionsfolien
durchgefuhrten Immunoassays konnten sowohl durch Fluoreszenz als auch durch
Chemolumineszenz ausgewertet werden. Die Eignung der Adhasionsfolie als
preisgunstige und einfache Moglichkeit fir das VerschlieRen der mikrofluidischen
Kanalstrukturen wurde durch die Durchfiihrung von Immunoassays in mikrofluidischen
Klvetten bekraftigt. Diese Versuche zeigten auch, dass in mikrofluidischen
Reaktionskammern Immunoassay-Tests mit ausreichender Genauigkeit fir z.B. die
Diagnose eines Herzinfarkts durchgefihrt werden koénnen. Die Aufldsung und der
Messbereich der Immunoassays konnte durch Verwendung von Nitrozellulosestiicken als
biologisch aktive Bereiche in den Reaktionskammern gesteigert werden. Eine
Massenfertigung wird durch die Verwendung der Nitrozellulose ebenfalls erleichtert, da
die Belegung der Reaktionsbereiche mit der Biochemie unabh&ngig von der Herstellung
der fluidischen Strukturen erfolgen kann. Fur die Steuerung der Flussigkeiten auf einem
mikrofluidischen Chip wurde eine Mikropumpe entwickelt, deren Ventilstrukturen mit
2-dimensional strukturierten Aufbau ohne bewegte Teile auskommen. Eine Herstellung
dieser Pumpe ist mittels photolithografischen Techniken fir die Prototypenfertigung und
auch mittels Massenfertigungsprozessen, wie Heil3préagen und Spritzgiel3en, mdglich. Die
Integration dieser Mikropumpe in einen aus SU-8 Photoresist gefertigten Fluidikchip
zeigte die Eignung dieser Pumpe fir die Herstellung von mikrofluidischen
Analysesystemen. Es wurde eine Computersteuerung entwickelt, die den kompletten
Prozessablauf fur einen mikrofluidischen Immunoassay ohne auf3ere Eingriffe steuert. Die
Mdglichkeit, einen Immunoassay im fertig beflllten Chip ohne Vorkenntnisse (,goof-
proof) durchzufuhren, wurde damit gezeigt. Durch Computersimulationen konnten sowohl
die Funktionsweise der Mikropumpe als auch die Kanalkreuzung und die
Reaktionskammer optimiert werden. Die stromungsoptimierte Kanalkreuzung lasst eine
Injektion der Probe in die Reaktionskammer ohne Ruckstromungen der Probe in das
Tracer- oder Waschreservoir zu. Die Durchfihrung eines Immunoassays als Blindversuch
zeigte, dass die in der optimierten Reaktionskammer durchgeflhrten Waschprozesse, die
Probe bzw. die Tracerlésung ausreichend auswaschen. Durch Herstellung eines komplett
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integrierten Fluidikchips aus PMMA (durch Prazisions-Frasbearbeitung auf einer KERN-5-
Achsen-Frasmaschine) konnte ein Prototyp eines spritzgussfahigen Immunoassaychips
gefertigt werden. Die Durchfihrung von Myoglobin-Immunoassays zeigte, dass in diesem
Immunoassaychip ein Nachweis von Myoglobinkonzentrationen von weniger als
100 ng/ml moglich ist. Der Vergleich zu vorhandenen myoglobinbasierten Cardiacmarkern
mit einem Nachweisbereich zwischen 30 und 700 ng/ml (z.B. der Firma Roche [INT8])
zeigt die prinzipielle Eignung dieses Fluidikchips fiur die Herzinfarktdiaggnose. Eine
Auswertung der Immunreaktionen Uber Fluoreszenz wurde durch die Verwendung
geeigneter Biochemie realisiert und macht eine ,On Board“-Auswertung mit einem
geeigneten Fluoreszenzdetektor ohne Integration zuséatzlicher Komponenten auf dem
Chip mdglich.
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