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Kurzfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein mehrlagiges mikrofluidisches
Lab-on-a-Chip-System auf Polymerbasis fur den Einsatz in der chemischen
Analytik, beispielsweise der Lebensmittelanalytik und Bioanalytik, entwickelt.
Hierfur wurden verschiedene Chipdesigns entworfen, welche die Durchfihrung
einer zweidimensionalen Kapillarelektrophorese (engl. Two-Dimensional Capil-
lary Electrophoresis, 2D-CE) mit kapazitiv gekoppelter kontaktloser Leitfahig-
keitsdetektion (engl. Capacitively Coupled Contactless Conductivity Detection,
C’D) auf einem Chip erméglichen. Die Schwerpunkte der Arbeit waren zum
einen die Herstellung der mehrlagigen CE-Chips aus biokompatiblen Polyme-
ren und zum anderen die Untersuchung auf ihre Funktionsfahigkeit bei Reali-
sierung einer 2D-CE gekoppelt mit C*D.

Die entwickelten CE-Chips bestehen aus zwei dinnen Polymerschichten, in
die zwei oder drei Mikrokanale eingearbeitet sind, sowie einer kommerziell er-
haltlichen Kernspurmembran als diffusionshemmende Zwischenschicht. In der
ersten Chipebene sind lange Trennkanale angeordnet. Die Zwischenschicht
besteht aus einer nanoporésen PCTE-Membran (engl. Polycarbonate Track
Etched Membrane), welche zwischen den Mikrokanalen der unteren und obe-
ren Chipebene angeordnet ist. In der dritten Chipebene sind kurze Injektions-
und Ausschleusekanale enthalten, die orthogonal zu den Trennkanalen positi-
oniert sind.

Folgende Typen von dreilagigen CE-Chips wurden im Rahmen dieser Arbeit
hergestellt: Folienchips mit einer integrierten Membran auf PC-COC-Basis und
Folienchips auf PEEK-Basis. Die CE-Strukturen aus PC und COC wurden
durch HeiRpragen in diunnen Substratfolien mit einer maximalen Dicke von
200 ym bei minimalen Restschichtdicken von 30 um abgeformt. Die fur die
Abformung benotigten Formeinsatze wurden durch Mikrozerspanen in
Messing gefertigt, wobei der Schwerpunkt auf der Mikrostrukturierung einer
Taschenform zur optimalen Integration der PCTE-Membran lag. Durch
Mikrofrasen konnten Taschenformen mit einem Durchmesser von 4 mm und
einer Tiefe von 5 ym auf den Formeinsatzen aus Messing strukturiert werden.
Zum ersten Mal wurden dabei doppelseitig laserstrukturierten Folienchips aus
dem chemisch hochresistenten Polymer PEEK gefertigt. Da 50 ym tiefe
Kanale beidseitig in eine 100 ym dicke Substratfolie generiert wurden, konnten
Kanalkreuzungen mit freiem Durchgang gefertigt werden.

Die Entwicklung einer optimalen Verbindungstechnik zum zeitgleichen Bonden
mehrerer mikrostrukturierten Polymerschichten war eine der wichtigen Aufga-



ben dieser Arbeit. Fir das Bonden der CE-Folienchips auf PC-COC-Basis
wurde ein thermisches Bondverfahren als I6sungsmittel- und klebstofffreies
Verbindungsverfahren weiterentwickelt und optimiert. Eine dauerhafte und le-
ckagefreie fluidische Verbindung konnte insbesondere zwischen den mikro-
strukturierten Schichten aus PC/COC und der integrierten Membran erreicht
werden. Hierbei blieben die Poren der Membran frei und durchlassig und die
Kanalgeometrie erhalten. Zum Verbinden dunner doppelseitig laserstrukturier-
ter PEEK-Chips, bestehend aus drei Lagen, wurde das Plasma unterstutzte
Thermobondverfahren weiterentwickelt.

Mit den hergestellten mehrlagigen CE-Systemen wurden umfangreiche Cha-
rakterisierungen und Tests durchgefiihrt. Fluoreszenzmikroskopische Unter-
suchungen zeigten die Vorteile der Integration einer Membran im Kanalkreu-
zungsbereich. Wahrend der eingesetzten elektrokinetischen Injektion wurde
eine konstante und reproduzierbar injizierte Analytmenge erreicht, insbeson-
dere wurde kein Nachstromen des Analyten in den Trennkanal wahrend einer
CE-Messung beobachtet.

FUr die Durchfuhrung der 2D-CE Messungen wurden mit den mehrlagigen
CE-Chips mdgliche Einsatze in der lonenanalytik, Lebensmittelanalytik und
der Bioanalytik demonstriert. Zunachst wurden sowohl eine selektive Entnah-
me einzelner anorganischer lonen (K*, Na*, Li*) nach einem ersten Trenn-
schritt als auch ihre gezielte Uberleitung in einen zweiten Trennkanal und de-
ren erneuter Nachweis gezeigt. An ausgewahlten Beispielen wurde eine bes-
sere Trennung von unvollstandig separierten Analytproben nach Optimierung
der elektrischen und chemischen Trennbedingungen gezeigt. Als Beispiele
wurden zum ersten die Bestimmung der organischen Sauren in Weil3- und
Rotweinproben fur die Weinanalytik, zum zweiten die Analyse von essentiellen
Aminosauren fur die Bioanalytik demonstriert. Unter Verwendung von auf die
Polymerchips gesputterten Dunnschichtelektroden aus Gold konnten kontakt-
lose Leitfahigkeitsmessungen durchgefuhrt werden. Hierbei konnten zum ers-
ten Mal zwei parallele C*D-Detektionen in zwei Trennkanalen auf einem Chip
eingesetzt werden. Der Vorteil dieser Detektion besteht darin, dass keine Kor-
rosion und Analyt-Ablagerungen (Biofouling) auf der Detektionselektroden ent-
stehen. C*D bietet somit die Chance, zukiinftig noch kompaktere Lab-on-Chip
Systeme mit noch mehr Polymerlagen aufzubauen und so die Entwicklung von
raumlich dreidimensionalen Strukturen voran zu bringen.



Abstract

In this work a multilayered microfluidic lab-on-a-chip system based on polymer
has been developed for potential applications in chemical, food and bio
analytics. Different chip designs were developed, which allowed the fabrication
of a chip for two-dimensional capillary electrophoresis (2D-CE) with capa-
citively coupled contactless conductivity detection (C*D). The two main
aspects of this work were the fabrication of the multilayered CE chips from
biocompatible polymers and the functional testing of the designed 2D-CE
chips coupled with C*D.

The CE chips consist of two thin polymer layers in which two or three
microchannels are embedded, as well as a commercially available ion track-
etched membrane serving as a diffusion-restraining interlayer. The first chip
layer has an array of long separation channels. The intermediate layer con-
sists of a nanoporous PCTE membrane (Polycarbonate Track Etched Memb-
rane) which is positioned between the microchannels of the lower and upper
chip level. The third chip layer includes short injection and collection channels
which are positioned orthogonally to the separation channels.

The following three layered CE chip types were produced in this work: foil
chips with an integrated membrane based on PC or COC polymer and foil
chips based on PEEK polymer. CE structures from PC and COC polymer were
moulded by hot embossing in thin substrate foils with a maximum thickness of
200 pm, with a minimum residual film thickness of 30 um. The mold inserts
required for replication by hot embossing were fabricated by micromechanical
machining in brass. The main focus thereby was the microfabrication of a
special pocket form in the mold insert, which is required for the integration of
the PCTE membrane. Pocket geometries with a diameter of 4 mm and a depth
of 5 um on the brass mold insert could be fabricated by micro milling. In
addition, for the very first time, double-sided laser-structured CE foil chips
were produced in chemically resistant PEEK polymer. Because 50 ym deep
microchannels were generated on both sides in 100 um thick substrate foils,
channel cross-sections with free interconnections could be produced.

The development of an optimal sealing technology for simultaneous bonding of
several microstructured polymer layers was one of the important challenges of
this work. For the bonding of CE foil chips on PC-COC polymer base, a
thermal bonding technique was optimized as an adhesive and solvent free
sealing method. A long-term non leaking microfluidic interconnection could be
achieved in particular between the microstructured PC/COC layers and the



integrated nanoporous membrane. After the thermal bonding process,
membrane pores were preserved and remained permeable and the
microchannel geometry was without deformation. For bonding of thin laser-
structured PEEK CE chips on both sides, designed as a three layer chip,
plasma assisted thermal bonding method was used.

Extensive characterizations and tests were carried out in this work using the
fabricated multilayered microfluidic CE systems. Fluorescence microscope
imaging of fluid streams showed the advantages of the integration of a
nanoporous membrane into the microfluidic channel cross-section area.
During applied electrokinetic injection a constant and reproducible injected
sample plug was achieved. In particular, no analyte was observed downstream
in the separation channel during the CE measurement.

Possible applications for 2D-CE separation were demonstrated with the
multilayered microfluidic CE chips in ion analytics, food analytics and
bioanalytics. Firstly, a selective collection of single inorganic ions (K*, Na*, Li")
was shown after the first separation step as well as its directed transfer into
the second separation channel and a subsequent second separation and
detection. An improved separation was shown by incompletely separated
analytical sample after optimization of the electric and chemical separation
conditions for selected applications. The following applications have been
demonstrated: firstly the separation of the organic acids in white and red wine
for wine analysis; secondly the analysis of essential amino acids for
bioanalytics. Using thin film gold microelectrodes sputtered on the back side of
the polymer chip, capacitively coupled contactless conductivity detection (C*D)
could be demonstrated. Two simultaneous C®D detections could be
implemented here for the first time in two separated parallel channels on a
multilayered CE chip. This detection technique circumvents corrosion and
biofouling on the detection electrodes. Therefore C*D offers the possibility to
build an even more compact lab-on-chip system arranged with even more
polymer layers and thus promote the development of spatially three-
dimensional structures in future.
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1 Einleitung
1.1 Motivation

,Mikrotechnologien bringen Leben in die Life-Science-Branche* [1]. Die Berei-
che der Biomedizintechnik, Biotechnologien, Pharmazeutischen Industrie und
Umwelttechnik werden heutzutage als Biowissenschaften (Life-Sciences) be-
zeichnet. Eine Studie des Bundesministeriums fur Bildung und Forschung
(BMBF) zeigt, dass die wichtigsten zukunftsrelevanten Schlusseltechnologien
in der Medizintechnik die Zell- und Biotechnologie, die Informationstechnolo-
gie, die Mikrosystemtechnik und die Nanotechnologie sind [2]. Neben der
Computerisierung durch die Informationstechnologie und der Molekularisie-
rung durch die Biotechnologie wird insbesondere die Miniaturisierung durch
die Mikrosystemtechnik als Entwicklungstrend weitergehend an Bedeutung
gewinnen. Medizintechnische Applikationen auf Basis der Mikrosystemtechnik
werden derzeit bereits vermehrt eingesetzt. Typische Beispiele dafur sind Imp-
lantate wie Herzschrittmacher, Gefalistitzen (Stents) und Neuroprothesen,
Medikamentendosiersysteme zur Therapie und minimal-invasive chirurgische
Instrumente fur Operationseingriffe.

Mikrosystemtechnische Losungen im Bereich der Mikrofluidik sind in erster
Linie im biotechnologischen Analysebereich wie z.B. in der analytischen
Chemie und Labortechnik zu finden. Miniaturisierte Strukturen und Funktionen
wie z. B. Mikrokanale, Mixer, Filter, Mikroventile, Mikropumpen, Detektoren
und Sensoren lassen sich mittels Mikro- und Nanotechnologie realisieren [3].
Damit kdnnen komplette mikrofluidische Analysesysteme UTAS (engl. Micro
Total Analysis Systems) hergestellt werden, die kompakt und gleichzeitig
automatisierbar sind. Anfang der 1990er Jahre wird zum ersten Mal das
Konzept von uTAS von Manz et al. [4] eingefUhrt und seitdem wachst das
Interesse an Entwicklungen solcher Mikrosysteme stetig an.

Der zunehmende Bedarf an Hochdurchsatz-Verfahren (High-Throughput-
Screening) mit kleinsten Probenmengen in der analytischen Chemie fordert
den effizienten Einsatz von mikrofluidischen Lab-on-a-Chip-Systemen (Labors
im Scheckkartenformat), die den Transport und die Steuerung von Flussigkei-
ten im Nano- und Picoliterbereich durch geschlossene Mikrokanale ermogli-
chen. Als Lab-on-a-Chip-Systeme bezeichnet man mikrofluidische Analyse-
systeme, die verschiedene Laborprozesse wie Probenaufbereitung, Dosieren,
Mischen, Synthetisieren und Analysieren auf einem Chip integrieren. Solche
Mikrosysteme werden kunftig bei den Anwendungsgebieten wie Point-of-Care-
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Diagnostik, Praventation und Therapie von Krankheiten immer mehr an Be-
deutung gewinnen [2, 5]. Als Beispiel eines Lab-on-a-Chip-Systems ist der
Lilliput®-Chip (Boehringer Ingelheim microParts GmbH, Dortmund) zur Identifi-
kation von Mikroorganismen und zum Screening von Antibiotikaresistenzen,
eingesetzt in der klinischen Mikrobiologie oder der MicroDegasser® derselben
Firma zum Entgasen von Flussigkeiten flr die Hochleistungs-Flussigkeitschro-
matographie (engl. High Performance Liquid Chromatography, HPLC) auf dem
Markt bekannt [6].

Ausschlaggebend fur die standig steigenden Einsatzmdglichkeiten von
Lab-on-a-Chip-Systemen in den letzten Jahren ist die zunehmende Entwick-
lung kostengunstiger Verfahren wie z. B. die Replikationstechniken Mikro-
spritzgie3en und Mikrohei3pragen zur Herstellung mikrofluidischer Bauteile
aus Kunststoffen. Laut einer SWOT-Analyse (engl. Strengths, Weaknesses,
Opportunities, Threats) liegt ein grolkes Potential zur Eréffnung neuer For-
schungsfelder im Bereich der Mikrosystemtechnik insbesondere im Bereich
der Life-Sciences bei der Mikro-Nano-Integration und der Entwicklung und
Herstellung innovativer Mikrosysteme auf Polymerbasis flr die Massenproduk-
tion [7]. Das Ziel ist dabei, die im Dauergebrauch verwendeten medizintechni-
schen und diagnostischen Systeme mit Einwegprodukten zu ersetzen und
somit die Kosten fur den Betrieb des Systems zu reduzieren.

Einer der Schwerpunkte im Bereich der Mikrofluidik liegt in der Entwicklung
und Fertigung von Lab-on-a-Chip-Systemen fur die Analytische Chemie
speziell fur die instrumentelle lonenanalytik, die Lebensmittelanalytik und die
Bioanalytik. Dabei hat sich die Kapillarelektrophorese (CE), bezeichnet als
HPCE (engl. High Performance Capillary Electrophoresis), zur Separation von
lonen in Mikrokapillaren beim Anlegen eines elektrischen Feldes als eine
einfache, schnelle und zuverlassige Trennmethode bewahrt [8]. Erste Publika-
tionen zur Ubertragung des konventionellen Prinzips der CE und dessen
Miniaturisierung auf einem planaren Chip aus Glas wurden im Jahre 1992
veroffentlicht [9, 10]. Die produktspezifische Entwicklung solcher Analyse-
chips, basierend auf CE als Trennmethode, steigt seitdem standig an und
erschliel3t weitergehend neue Applikationen im Life-Sciences-Bereich. Der
besondere Vorteil der miniaturisierten CE-Strukturen liegt in verringertem
Verbrauch von Probenvolumina und der Moglichkeit die Systeme als portable
Losung zur direkten Vor-Ort-Analyse (Point-of-Care) einzusetzen. Derzeit sind
CE-Chips speziell zur Analyse von DNA, RNA und Proteinen [11-14] und zum
breiteren Einsatz in der Analytik und Diagnostik [15, 16] kommerziell erhaltlich.
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Die Analyse komplexer Biomolekulmischungen wie z. B. Peptide, Proteine
oder DNA-Fragmente erfordert meistens zwei oder mehrere Trennschritte un-
ter verschiedenen Trennbedingungen in den Mikrokapillaren [17]. In der in-
strumentellen Analytik wird jeder einzelner Trennschritt (Extraktion, Reinigung)
als eine Dimension betrachtet, d. h. jede Vortrennung macht eine Trennung
mehrdimensional. Durch die Kombination verschiedener Trenntechniken ent-
stehen multidimensionale Trennsysteme, im Idealfall bei orthogonalen Trenn-
kriterien. Sie werden heutzutage als moderne Kopplungstechniken unter dem
Begriff “hybrid techniques® oder “hyphenated techniques” bezeichnet [18]. Im
Bereich der instrumentellen Analytik werden die Miniaturisierung und die Wei-
terentwicklung solcher Kopplungstechniken als aktuelle Trends fir die nachs-
ten Jahren definiert [19, 20].

Bei einer eindimensionalen CE (1D-CE) kann es vorkommen, dass komplexe
organische Stoffgemische aufgrund sehr ahnlicher Wanderungsgeschwindig-
keiten ihrer Hauptbestandteile in einer Elektrolytlosung nicht vollstandig von
einander getrennt werden konnen. Mit einer zweidimensionalen Kapillare-
lektrophorese (2D-CE) ist eine effiziente, hochselektive und simultane Auf-
trennung komplexer Gemische bei kurzeren Analysezeiten moglich. Speziell in
der Proteomik haben sich konventionelle Trennverfahren wie 2D-Gelelektro-
phorese bereits sehr gut etabliert [21]. Die Nachteile bei dieser Technik sind
sowohl die zeitaufwendigen Probenvorbereitungsschritte und die damit erhoh-
ten Analysekosten als auch die schlechte Reproduzierbarkeit der Messungen.
Die Realisierung multidimensionaler Trennungen von biologischen Gemischen
wird auch durch Kopplungstechniken wie z. B. 2D-LC [22, 23] (zweidimensio-
nale Flussigchromatographie), bezeichnet auch als LCxLC oder 2D-GC [24]
(zweidimensionale Gaschromatographie), bekannt auch als GCxGC, sicher-
gestellt. Nachteilig sind dabei die aufwendige und komplexe Apparatur und die
mangelhafte Eignung dieser Techniken zur Miniaturisierung. Die Anwendung
einer 2D-CE erlaubt dagegen die Nutzung aller Vorteile. Dazu zahlen hohe
Trennleistung, kurze Analysezeiten, Miniaturisierbarkeit, Automatisierbarkeit
und die Flexibilitat dieser Methode.

1.2 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit soll ein mehrlagiges mikrofluidisches Lab-on-a-Chip-
System auf Polymerbasis fur den Einsatz in der chemischen Analytik z. B. Le-
bensmittelanalytik und/oder Bioanalytik entwickelt werden. Bei der Durchfih-
rung einer 2D-CE auf einem Chip mittels kontaktloser Leitfahigkeitsdetektion
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(engl. Contactless Conductivity Detection - CCD) soll das neuartige System
zur Analyse komplexer Biomolekulmischungen, die meistens mehrere Trenn-
schritte unter verschiedenen Trennbedingungen erfordert, verwendet werden.
Entsprechend dem Konzept der zweidimensionalen Kapillarelektrophorese
(2D-CE) soll der neu entwickelte 2D-CE-Chip zwei hintereinander geschaltete
Trennschritte ermoglichen. Dies bedeutet, dass nach einem ersten Trenn-
schritt aus einer noch unvollstandig separierten Molekulmischung eine Frakti-
on an einer definierten Stelle des Analysesystems gezielt entnommen und in
ein weiteres Trennkanalsystem Uberfuhrt werden kann. Um eine bessere
Trennleistung erreichen zu konnen, sollen die beiden Trennschritte moglichst
unter verschiedenen elektrischen oder chemischen Bedingungen durchgeflhrt
werden.

Ein geeignetes Chipdesign im Mehrlagenaufbau soll zur optimalen Anordnung
der Mikrokanale fur die Durchfuhrung einer 2D-CE entwickelt werden, wobei
die Kanale zur Injektion und Trennung in zwei separaten Ebenen angeordnet
sind und der elektrokinetische Fluidtransport in den Kanalkreuzungsbereichen
durch die Ebenen erfolgt. Ein Schwerpunkt der Arbeit liegt auf der Gestaltung
der Ubergabestellen zwischen den Mikrokanalen der einzelnen Ebenen. Der
Probentransport in den Ubergabestellen soll durch die Integration einer
Kernspurmembran (engl. Nuclear Track Etched Membrane) ermoglicht wer-
den. Die Aufgabe der Membran liegt darin zum einen die Fluidverbindung
zwischen den ubereinander liegenden Mikrokanalen zu sichern und zum
anderen das Nachdiffundieren von Flussigkeiten zwischen den Ebenen
einzuschranken.

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten 2D-CE-Chips sollen aus Polymeren
hergestellt werden, was eine kostenglnstige Alternative zu den CE-Chips aus
Glas darstellt, die derzeit Uberwiegend in der Praxis Anwendung finden. Be-
sonderes Augenmerk gilt der Auswahl der Polymermaterialien fur den Einsatz
in der Bioanalytik. Gute Biokompatibilitat und hohe chemische Resistenz der
Materialien sind Voraussetzung fur die Analytik in diesem Gebiet, wo haufig
empfindliche Stoffgemische (z. B. Blut, Nahrstofflésungen, Pharmaka, etc.)
untersucht werden mussen. Zunachst wird die Herstellung der mehrlagigen
CE-Systeme aus Polycarbonat (PC), anschlieRend aus den biokompatiblen
Polymeren Cycloolefin-Copolymer (COC) und Polyetheretherketon (PEEK)
angestrebt.

Fur die Herstellung der mehrlagigen 2D-CE-Systeme wird bevorzugt das Va-
kuumheil3pragen als Abformungstechnik eingesetzt, welches zu den Kern-
kompetenzen des Instituts fur Mikrostrukturtechnik (IMT) zahlt. Die Abformung
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von Mikrokanalen erfolgt dabei in sehr dinnen Polymersubstraten (mit einer
Gesamtdicke bis 200 ym) mit moglichst kleinen Restschichten. Somit wird eine
ausreichende Messempfindlichkeit fuir die CCD-Detektion erreicht. Weiterhin
mussen diese Polymersubstrate angepasste Bereiche zur Integration von allen
Mess- und Steuerelektroden aufweisen, die zur Durchfihrung einer CCD not-
wendig sind.

Einer der Schwerpunkte dieser Arbeit liegt auf der Entwicklung eines
I6sungsmittel- und klebstofffreien Verbindungsverfahren der einzelnen
mikrostrukturierten Polymerschichten. Eine passgenaue und leckagefreie
Verbindung der Schichten soll die Montage samtlicher Einzelteile zu einem
mehrlagigen Chip ermdglichen. Entscheidend ist hierbei das zuverlassige
Verbinden der integrierten nanoporosen Membran mit den Mikrokanalen der
einzelnen Ebenen, wobei die Membranporen durchlassig bleiben und die
Kanalgeometrie nicht beeintrachtigt wird.

Ein anderer Schwerpunkt liegt auf der Integration der Detektionstechnik in den
Mehrlagenaufbau. Hier soll die elektrische Methode der CCD, bekannt in der
Literatur auch als C*D (engl. Capacitively Coupled Contactless Conductivity
Detection) zum Einsatz kommen. Diese Detektionstechnik ermdglicht eine
ohne stérende optische, chemische und elektrische Interferenzen durchfiihrba-
re Messung der gewlnschten Probesubstanzen an definierten Stellen in den
Mikrokanalen. Sie ist zudem technologisch kompatibel zu den fur die Chipher-
stellung ausgewanhlten Prozessen. Zwei parallele CCD-Detektionen sollen zum
ersten Mal in beiden Trennkanalen der mehrlagigen Chips erfolgen.

Aufbauend auf einem am IMT bereits vorhandenen CE-CCD-Teststand [25]
soll der Messplatz zur Demonstration von 2D-CE-Trennungen erweitert und
optimiert werden. Abschlielend soll die Funktionsfahigkeit der hergestellten
mehrlagigen 2D-CE-Systeme an geeigneten Testsubstanzen nachgewiesen
und somit die potentielle Anwendung fur 2D-CE-Trennungen demonstriert
werden.

1.3 Aufbau der Arbeit

In Kapitel 2 werden die theoretischen Grundlagen der Kapillarelektrophorese
und der kontaktlosen Leitfahigkeitsdetektion beschrieben.

In Kapitel 3 werden zunachst die Materialeigenschaften der verwendeten Po-
lymere (3.1) vorgestellt. Weiterhin werden die eingesetzten Fertigungstechno-
logien (3.2) und die Verbindungstechnik (3.3) erklart.
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In Kapitel 4 werden die Entwicklungsschritte zur Herstellung mehrlagiger
mikrofluidischen Systeme aus Polymeren erlautert, wobei eine chronologische
Darstellung der durchgefuhrten Prozesse prasentiert wird. Die Designentwirfe
fur mehrlagige Chips zur 2D-CE werden zunachst in 4.1 vorgestellt. Anschlie-
Rend wird die zu integrierende nanopordése Membran (4.2) charakterisiert.
Nachfolgend werden zum ersten die gefertigten CE-Strukturen in CE-Folien-
chips mit integrierter Membran auf PC-COC-Basis (4.3) und zum zweiten in
CE-Folienchips ohne integrierte Membran auf PEEK-Basis (4.4) eingeteilt.
Insbesondere wird hierbei auf die verwendeten Fertigungstechnologien zur
Mikrostrukturierung und die neu entwickelte Verbindungstechnik eingegangen
sowie die daraus resultierenden Ergebnisse werden prasentiert. Kapitel 4 wird
mit Methoden zum Aufbringen der CCD-Messelektroden (4.5) und der Reser-
voirstrukturen (4.6) auf den gefertigten Chips abgeschlossen.

In Kapitel 5 wird auf die Charakterisierung der hergestellten mehrlagigen
CE-Strukturen eingegangen. Vorgestellt werden zunachst der Aufbau und die
erfolgte Optimierung des CE-CCD-Messplatzes (5.1) und die allgemeine
Versuchsdurchfuhrung (5.2). Die gewonnenen Ergebnisse nach der Durch-
fuhrung von CE-Messungen zur Chipfunktion (5.3) werden nachfolgend
dargestellt. Zum Schluss werden die entstandenen 2D-CE-Auftrennungen bei
simultaner CCD-Detektion (5.4) vorgestellt und diskutiert.

In Kapitel 6 werden abschlieend die Ergebnisse dieser Arbeit zusammenge-
fasst.



2 Theoretische Grundlagen
2.1 Grundlagen der Kapillarelektrophorese (CE)

Die Grundlagen fur die Elektrophorese wurden Ende des 19. Jahrhunderts
(1879) durch das erste Gesetz von Kohlrausch (Gesetz der unabhangigen lo-
nenwanderung) beschrieben [26]: ,Geladene Teilchen wandern in einer L6-
sung unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes mit unterschiedlicher Ge-
schwindigkeit”. Dieses Phanomen wurde im Anschluss zu Kohlrausches Ge-
setz experimentell grundlich untersucht.

Die Einfuhrung der Elektrophorese als Analysetechnik erfolgte erst im Jahre
1937 durch Arbeiten von Arne Tiselius Uber die Trennung von Serumproteinen
in einem mit Pufferlosung gefullten Rohr [27]. Fur seine Entdeckungen Uber
die komplexe Natur von Serumproteinen wurde er 1948 mit dem Nobelpreis
ausgezeichnet [28]. Bei der so genannten Kklassischen Elektrophorese,
eingefuhrt von Tiselius, wurden beim Trennungsprozess Gele und
Papierstreifen, die mit Elektrolytidsungen impragniert waren, verwendet. Um
die dabei aufgetretenen storenden Konvektionseffekte zu minimieren,
versuchte man die elektrophoretische Trennung auf offene Rohre zu
Ubertragen. Im Jahre 1967 gelang Hjertén die erste Trennung in einer offenen
rotierenden 3 mm dicken Glasréhre mit einer verbesserten Trennleistung [29].
Erst gegen Ende der 70er Jahre begann die eigentliche Entwicklung der
Kapillarelektrophorese mit den Arbeiten von Mikkers at al. [30]. Zum ersten
Mal wurden dabei Trennkapillaren mit einem Innendurchmesser von 200 pm
bis 500 um verwendet. Durch den Einsatz von Fused-Silica Kapillaren mit
noch kleinerem Innendurchmesser von 75 ym konnten zu Beginn der 80er
Jahre Jorgenson und Lukacs hocheffiziente Trennleistungen mittels
Kapillarelektrophorese realisiert werden [31]. Die Reduzierung des Innen-
durchmessers fuhrte zu einem erhdéhten Oberflachen-Volumen-Verhaltnis in
den Kapillaren, welches die thermisch induzierte Konvektion deutlich
verringerte. In den spaten 80er Jahren nahm das Interesse an der
Kapillarelektrophorese-Trenntechnik aufgrund der einfachen Apparatur
erheblich zu. In den Jahren 1988/89 wurden schliel3lich die ersten kommerziell
erhaltlichen Kapillarelektrophoresegerate auf den Markt gebracht [32].

Der Begriff "Kapillarelektrophorese (CE)" ist ein Sammelbegriff fur eine Viel-
zahl verschiedener elektrophoretischer Trenntechniken: Kapillarzonenelektro-
phorese (CZE), Kapillargelelektrophorese (CGE), Micellare Elektrokinetische
Chromatographie (MEKC), isoelektrische Fokussierung (CIEF), kapillare Iso-
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tachophorese (CITP), Kapillarelektrochromatographie (CEC). Eine ausfuhrli-
che Einflhrung in Theorie und Praxis ebenso wie einen Ubersicht Uber die
zahlreichen Anwendungen der Trennmethode CE sind in [17, 33-35] gegeben.
In der Analytik hat sich die CE sehr gut etabliert insbesondere wegen des ge-
ringeren Chemikalienverbrauchs, der hohen Trenneffizienz, der guten Automa-
tisierbarkeit und der breiten Adaptierbarkeit der Trennbedingungen.

Die Kapillarelektrophorese beruht auf den gleichen Prinzipien wie die konven-
tionelle Elektrophorese, Ubertragen auf eine Trennung in dinnen Kapillaren.
Unter Elektrophorese versteht man die Bewegung von geladenen Teilchen
(lonen) in einem Tragermedium (Pufferldésung) unter dem Einfluss eines
Gleichstromfeldes. Diese Teilchen haben unterschiedliche Wanderungsge-
schwindigkeit in Abhangigkeit von ihrer Ladung, Form und effektiven GroRe,
sowie der verwendeten Pufferldsung und der Starke des elektrischen Feldes.
Dies fuhrt zur Trennung eines Stoffgemisches in seine verschiedenen Be-
standteile. Der Hauptvorteil der Kapillarelektrophorese liegt in den sehr kleinen
Probenvolumina (im Bereich weniger Nanoliter) und den kurzen Analysezeiten
im Vergleich zur herkommlichen Gelelektrophorese.

Die Kapillarzonenelektrophorese (CZE), oft auch nur als Kapillarelektrophore-
se (CE) bezeichnet, ist, bedingt durch die einfache Handhabung und Vielsei-
tigkeit, die am haufigsten verwendete Trennmethode. Aus diesem Grund
kommt sie auch im Rahmen dieser Arbeit zum Einsatz. Da die Trennkapillare
bei der CZE ausschliel3lich mit Pufferldsung mit konstanter Zusammensetzung
und gleich bleibendem pH-Wert gefullt wird, ist die CZE die einfachste Form
der CE. Die Trennung eines Stoffgemisches erfolgt dabei durch die Migration
der Hauptbestandteile in diskreten Zonen mit unterschiedlichen elektrophoreti-
schen Geschwindigkeiten. Die diskreten Zonen beinhalten somit die Molekule
aus der Probensubstanz, welche gleiche GroRe und gleiche Ladung haben.

2.1.1 Konventioneller Aufbau

Der prinzipielle Aufbau der CE-Technik ist in Abb. 2-1 schematisch dargestellt.
Im Wesentlichen besteht die CE-Apparatur aus einer Kapillaren, Elektroden
(Anode bzw. Kathode), zwei Puffergefalen, einem mit Analyten gefillten Ge-
fal, einer Hochspannungsquelle sowie einem Detektor. Kommerziell erhaltli-
che Kapillarelektrophoresegerate sind heutzutage zusatzlich mit einem auto-
matischen Probensammler, einer Vorrichtung zum Anlegen von Druck und zur
Thermostatisierung der Kapillare und einem Computer zur Steuerung und
Auswertung ausgestattet [35]. Die Trennung einer Substanz findet hier in einer
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mit Puffer geflllten Kapillare statt. Meistens werden Quarzglaskapillaren ver-
wendet, welche Ublicherweise einen Innendurchmesser zwischen 25 bis
100 ym besitzen. Um Bruchgefahren bei der Handhabung solcher dinnen
Glaskapillare zu vermeiden, beschichtet man sie in der Regel mit Polyimid. Fur
die meisten Applikationen wird eine 30 bis 100 cm lange Kapillare verwendet,
die in zwei Puffergefalle eingetaucht wird.

_ Trennung
Kapillare PP et it <)

- ~

Detektor

@ Kathode Anode @

Hochspannungsquelle

Puffer Analyt Puffer

Abb. 2-1 Konventioneller Aufbau in der CE

Zur Durchfuhrung der Kapillarelektrophorese wird eine Hochspannungsquelle
bendtigt, deren Pole in je eines der beiden Puffergefalle eingetaucht werden.
Zwischen den Kapillarenden wird eine elektrische Gleichspannung von bis zu
30 kV angelegt und dabei typische Feldstarken von 100 bis 500 V/cm erreicht.
Zur Analyten-Injektion wird der Kapillareingang in das Analyt-Reservoir einge-
taucht. Die Injektion kann entweder elektrokinetisch d. h. durch Anlegen einer
Spannung oder hydrodynamisch durch Druck oder Vakuum erfolgen. Nach
durchgefuhrter Injektion wird der Kapillareingang wieder ins Puffergefal} zu-
ruckgebracht und die Hochspannung eingeschaltet. Die geladenen Molekule
der zu analysierenden Probe werden im elektrischen Feld entsprechend ihrer
unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeit in der elektrolytgefullten Kapil-
lare aufgetrennt. Die lonen werden je nach Masse, Ladung und Mobilitat un-
terschiedlich schnell zum Kapillarausgang in Richtung der Gegenelektrode
kurz beschleunigt, dabei wandern die kleinsten Molekule mit der groften La-
dung am schnellsten. Sie durchqueren abschlieRend den Detektor am Ende
der Kapillare, mittels welchem eine qualitative und quantitative Analyse mog-
lich ist. Das erfasste Detektorsignal Uber die Zeit ergibt das so genannte
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Elektropherogramm. Mdgliche Detektionsverfahren werden in Kapitel 2.2 dis-
kutiert, insbesondere wird auf die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Detek-
tionstechnik eingegangen.

2.1.2 Kapillarelektrophorese im Chip-Format

Die Ubertragung des konventionellen Prinzips der CE und dessen Miniaturisie-
rung auf einem planaren Chip entstand Anfang der 1990er Jahre [9, 10]. Diese
Systeme werden heute als Schrittmacher in der Entwicklungsgeschichte von
Lab-on-a-Chip-Systemen angesehen. Als Resultat der Ubertragung und der
Miniaturisierung der CE auf einen Chip ergeben sich einige Vorteile wie bei-
spielsweise kurzere Analysezeiten, geringere Analytmengen sowie die Mog-
lichkeit zur Parallelisierung und Automatisierung der Analyse.

Planare CE-Systeme auf dem Chip werden mittels photolithographischen Atz-
prozessen aus der Halbleiterindustrie meist aus Glas hergestellt [36]. Dies ist
eine teuere und technisch aufwendige Prozessierung. Zur Substituierung der
Glaschips werden heute vermehrt Polymere untersucht.

Ein planarer CE-Chip wird typischerweise durch zwei sich kreuzende Mikroka-
nale dargestellt, eingearbeitet in ein Substrat (siehe Abb. 2-2). Eine glatte un-
strukturierte Platte dient dabei als Deckel. An jedem Kanaleingang und Kanal-
ausgang befindet sich jeweils ein Reservoir. Der kiurzere Kanal, der so ge-
nannte Injektionskanal, dient zur Injektion des Analyten vom Analyt-Reservoir
in den Trennkanal. Im langen Kanal, dem so genannten Trennkanal wird die
Separation der Probe durchgefuhrt. Die beiden Kanale sind meistens orthogo-
nal zueinander auf dem Chip angeordnet. In alle vier Chipreservoirs werden
Elektroden zum Anlegen der Hochspannung in die Mikrokanale eingetaucht.
Die zu analysierende Probe wird Uber das angelegte elektrische Feld Uber den
Injektionskanal in Richtung des Kanalkreuzes transportiert, der Rest der Probe
bewegt sich in Richtung Analyt-Waste-Reservoir. Durch die Umschaltung der
Hochspannung Uber den Trennkanal wird die im Kanalkreuzungsbereich vor-
liegende Analytmenge in den Trennkanal Uberfuhrt. Die aufgetrennten lonen
werden am Ende des Separationskanals beispielsweise elektrisch oder op-
tisch detektiert und im Puffer-Waste-Reservoir gesammelt. Dieses Chipdesign
ermdglicht auf kurzer Trennstrecke die Durchfihrung eines Trennvorgangs
unter einmal vorgegebenen Trennbedingungen, man spricht auch von einer
eindimensionalen CE (1D-CE).
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Hochspannung

|
1 Analyt (A+B+C)
. :
Al O
2
=

8| (] I
Detektion —
=

2
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Abb. 2-2 Prinzipieller Aufbau eines planaren CE-Chips
A: Injektion; B: Trennung;
1: Analyt-Reservoir, 2: Analyt-Waste-Reservoir,
3: Puffer-Reservoir, 4: Puffer-Waste-Reservoir

CE-Chips fur eindimensionale CE, insbesondere geeignet fur DNA- und Prote-
in-Analyse oder fur weitere Anwendungen in der Analytik und Diagnostik wur-
den in den letzten Jahren auf den Markt gebracht [11-16].

2.1.3 Grundbegriffe in der CE
2.1.3.1 Elektrophoretische Mobilitat

Die Trennung von Substanzen durch Elektrophorese beruht auf den Mobili-
tatsdifferenzen der Molekule. Die Geschwindigkeit der lonen hangt von ihrer
Geometrie und der Ladung ab. Sie wird aul3erdem von der Temperatur, dem
pH-Wert, der Viskositat des Trennmediums und der angelegten elektrischen
Feldstarke beeinflusst. Die lonen bewegen sich mit unterschiedlichen Wande-
rungsgeschwindigkeiten v; im elektrischen Feld. Die Wanderungsgeschwindig-
keit v; wird durch die elektrophoretische Mobilitat y; der lonen und der angeleg-
ten Feldstarke E bestimmt. Mit wachsender Feldstarke E (zunehmende Span-
nung) erhoht sich auch die Wanderungsgeschwindigkeit v;.

v,=u - E (2.1)
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v;  elektrophoretische Wanderungsgeschwindigkeit

u;  elektrophoretische Mobilitat

E elektrische Feldstarke

Auf Teilchen, die in einer Elektrolytldsung (Pufferlésung) als lonen vorliegen,
wirken im elektrischen Feld verschiedene Krafte. Die Kraft F,, des elektrischen

Feldes beschleunigt die lonen zur gegenpoligen Elektrode. Sie wird nach der
folgenden Formel berechnet:

F,=z-¢- E (2.2)

Fep Beschleunigungskraft
z; Ladungszahl des Teilchens

e, elektrische Elementarladung

Die Beschleunigungskraft F., nimmt mit der Ladung des lons, gegeben durch
die Ladungszahl z und die Elementarladung e,, und mit steigender elektri-
schen Feldstarke E zu.

Entgegengerichtet der Beschleunigungskraft F., erfahren die lonen im Lo-
sungsmittel eine Reibungskraft Fg, die mit steigender Viskositat n, zunehmen-
dem Stokesschen lonenradius r; und steigender Wanderungsgeschwindigkeit
v; groRer wird. Unter der Annahme von kugelférmigen lonen in einem lamina-
ren Fluss wird die Reibungskraft Fr annahrend durch das Stokessche Gesetz
gegeben [33]:

F,=6-r-n-1-v, (2.3)

n  Viskositat der Losung
r;  Stokesscher lonenradius

Alle lonen bewegen sich im Falle eines Kraftegleichgewichts mit konstanter
Geschwindigkeit v;.

Von der Gleichung 2.2 und 2.3 eingesetzt in Gleichung 2.1 ergibt sich die
elektrophoretische Mobilitat y; durch die Gleichung 2.4.

Z, - e,
H; (2.4)

C6-men-
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GrolRe Teilchen werden sich aufgrund des grélieren Stromungswiderstandes
langsamer in einer Elektrolytldsung bewegen als kleine Teilchen. Somit wan-
dern die kleinsten Molekule mit der groRten Ladung mit hdchster Wande-
rungsgeschwindigkeit in der Pufferldsung.

Die erfolgreiche Durchfiihrung einer elektrophoretischen Trennung wird nur
dann maoglich, wenn sich die lonen in ihrer Mobilitat unterscheiden. In [33] sind
die Werte der Mobilitaten unterschiedlicher lonen unter Standardbedingungen
zusammengefasst. Die elektrophoretischen Mobilitdten der Kationen werden
durch ein positives, die der Anionen durch ein negatives Vorzeichen gekenn-
zeichnet. Aufgrund der molekul- und pufferspezifischen GroRen lasst sich die
elektrophoretische Mobilitat jedoch nicht direkt berechnen einerseits weil die
Gleichung 2.4 nur fir kugelférmige Teilchen in unendlich verdinnten Lésun-
gen gilt und anderseits weil der Stokessche lonenradius meistens nicht be-
kannt ist und mit dem messbaren lonenradius in Kristallgittern nicht korreliert
[37].

2.1.3.2 Elektroosmotischer Fluss

Ein weiterer fUr eine elektrophoretische Trennung wichtiger Grundbegriff in der
CE ist der elektrokinetische Effekt der Elektroosmose, die durch den Elektro-
osmotischen Fluss (EOF) beschrieben wird. Unter dem EOF versteht man den
Fluss der Pufferldsung in der Kapillare hervorgerufen durch das angelegte
elektrische Feld und die Oberflachenladung der Kapillarwand. Der EOF ist
stark abhangig von der Verteilung der Ladungen im Bereich der Kapillarober-
flache. Dieses Grenzflachenphanomen beruht auf einem von Helmholtz und
Stern beschriebenen Zwei-Phasen-System [33]. Die in der CE am haufigsten
genutzten Kapillaren aus Quarzglas haben eine negative Oberflachenladung
an der Kapillarinnenwand. Diese entsteht durch Deprotonierung der an der
Quarzglasoberflache vorliegenden Silanolgruppen infolge des Kontaktes mit
der Pufferlosung in der Kapillare. Zur Ladungskompensierung lagern sich an
der negativ geladenen Oberflache der Kapillarinnenwand Gegenionen (Katio-
nen) aus der Elekrolytlosung an. Es bildet sich die so genannte elektrische
Doppelschicht an der Phasengrenze zwischen der festen Phase und dem Ele-
ktrolyten, die eine Potentialdifferenz, das so genannte Zeta-Potential ({-Poten-
tial), verursacht (siehe Abb. 2-3) [33]. Die erste Schicht besteht aus fest ad-
sorbierten Kationen an der Oberflache, welche haufig als starre Grenzschicht
(Sternschicht) bezeichnet wird. Mit zunehmender Entfernung von der Kapillar-
wand nimmt die starre Schicht linear ab. In der zweiten Schicht kdnnen sich
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die Kationen frei bewegen (siehe Abb. 2-3 A). Es entsteht somit eine diffuse
Grenzschicht mit exponentiellem Potentialverlauf (siehe Abb. 2-3 B). Das Ze-
ta-Potential beschreibt die Potentialdifferenz an der Scherflache zwischen der
starren und der diffusen Schicht und beeinflusst somit direkt den EOF.

Kapillarwand

/
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@ ®
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Starre Diffuse Schicht
Schicht

Potential

C
1

Starre  Diffuse Schicht Abstand
Schicht

Abb. 2-3 A: Schematischer Aufbau der elektrischen Doppelschicht an der
Grenzflache Polymeroberflache-Puffer, B: Verlauf des Zeta-Potentials
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Das Zeta-Potential ¢ wird durch die folgende Gleichung beschrieben, wobei es
sich proportional zur Oberflachenladungsdichte an der Kapillarwand und um-
gekehrt proportional zur lonenstarke des Elektrolyten verhalt:

400
Eo* &

4

(2.5)

¢ Zeta-Potential

o Oberflachenladung der Kapillare

0 charakteristische GroRe der diffusen Grenzschicht
g Dielektrizitatszahl des Elektrolyten

¢, Elektrische Feldkonstante, ¢, = 8,854*107'% As/Vm

Die Geschwindigkeit des EOF veof ist durch die Gleichung 2.6 gegeben, wobei
Veor proportional zur elektroosmotischen Mobilitat usor und dem angelegten
elektrischen Feld ist. Wenn die Viskositat der Pufferldésung n zunimmt, kommt
es zu einer Abnahme der Geschwindigkeit des EOF.

_ _&8¢
YEOF ~HEOF £ T Py E (2.6)

Aus der Gleichung 2.6 resultiert die elektroosmotische Mobilitat pzor und wird
wie folgt definiert:

&-&-C

“EOF ™ 4 1.1 2.7)

Die effektive Mobilitat eines lons e bei einer CE-Trennung ergibt sich aus der
Summe der elektroosmotischen Mobilitat ygor im bestimmten System und der
elektrophoretischen Mobilitat des lons y;.

Hopr =H EOFTH; (2.8)

Uerr effektive Mobilitat
Ueor elektroosmotische Mobilitat
u;  elektrophoretische Mobilitat des lons (+ fur Kationen, - fur Anionen)
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Die effektive Wanderungsgeschwindigkeit v.; des Analyten wird entsprechend
aus der Summe der Geschwindigkeit des EOF vgor und der elektrophoreti-
schen Wanderungsgeschwindigkeit v; durch die Gleichung 2.9 formuliert:

Vet = VEOF Vi (2.9)

Vet Wanderungsgeschwindigkeit
Veor Geschwindigkeit des EOF

v;  elektrophoretische Wanderungsgeschwindigkeit (+ fur Kationen, - fur Ani-
onen)

Die beobachtete effektive Wanderungsgeschwindigkeit ves des Analyten bei
einer CE-Trennung wird bestimmt, in dem die zurlickgelegte Weglange L. (ef-
fektive Kapillarlange vom Injektionspunkt bis zum Detektor) durch die beo-
bachtete Migrationszeit f,, des untersuchten Komponenten geteilt wird (siehe
hinzu Anhang A).

Leﬁ .

v =Y g (2.10)
eff - eff

L. effektive Kapillarlange vom Injektionskreuz bis zum Detektor

fn beobachtete Migrationszeit

Die effektive Mobilitat p.+wird somit durch die folgende Gleichung errechnet.

= Lel . Lges (2.11)
Hefy 6 U '

Wobei die angelegte elektrische Feldstarke E durch Gleichung 2.12 gegeben
ist:

7 (2.12)

Lses gesamte Kapillarlange

U angelegte Spannung
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Wahrend einer CE-Trennung werden die meisten lonen durch den EOF trans-
portiert. Die Kationen wandern am schnellsten, weil die elektrophoretische An-
ziehung zur Kathode und der EOF gleichgerichtet sind. Neutrale Molekule
werden ebenfalls mittransportiert, sie werden aber nicht voneinander getrennt.
Die Anionen bewegen sich am langsamsten, da sie zwar von der Anode ange-
zogen, aber durch den EOF zur Kathode transportiert werden. Ein gro3er EOF
beschleunigt die Messung von Kationen (z. B. Li*, Na*, K"), ein kleiner EOF
hingegen ermdoglicht die Trennung von Anionen.

Wenn man in einer mit Elektrolyt geflllten Kapillare ein elektrisches Feld an-
legt, wandern die Kationen der diffusen Grenzschicht entlang ihrer Achse in
Richtung Kathode und bewegen infolge der inneren Reibung die gesamte
Flassigkeit in der Kapillare mit. Es bildet sich ein extrem flaches, stempelfor-
miges Stromungsprofil aus, welches zu einer sehr geringen Dispersion der
Probenzonen und daher zu schmalen bzw. scharferen Peaks und hocheffi-
ziente Trennungen fuhrt [32]. In Abb. 2-4 sind zum Vergleich die Strdomungs-
profile bei einem fur die CE typischen elektroosmotischen (A) und einem flr
die HPLC typischen hydrodynamischen Fluss (B) gezeigt. Laminare hydrody-
namische Stromungen bilden ein parabolisches Stromungsprofil aus, welches
eine deutlich starkere Dispersion der Probenzonen und somit breitere Peaks
bzw. Effizienzverluste verursacht.

A

B
Kapillare @ ——»| —» AE —>>—> Ap

Peakform

Abb. 2-4 Stromungsprofil beim A: Elektroosmotischen und B: Hydrodynamischen
Fluss und dessen Einfluss auf die Peakform

Fir die Bildung eines stempelférmigen Stromungsprofils spielt auch der Kapil-
lardurchmesser eine entscheidende Rolle. Bei einem Kapillardurchmesser
groler als 100 ym werden die Teilchen fast nur am Rande der Kapillare vo-
rangetrieben und somit wird nur schwer ein Gleichgewicht erreicht. Bei ganz
dunnen Kapillaren mit Innendurchmessern von 25 pum bis 50 ym werden
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Stromungsprofile ahnlich wie in der Abb. 2-4 A beobachtet. In diesem Bereich
sind hohere Trennleistungen zu erwarten.

2.1.3.3 Injektion

FiUr eine hocheffiziente Analyse wird eine quantitative und mdglichst reprodu-
Zierbare Probenaufgabe vorausgesetzt. In der CE wird mit sehr kleinen Pro-
benvolumina im Bereich von 5 bis 50 nl gearbeitet, um hohe Trennleistungen
zu erzielen. Zu grofe injizierte Probenvolumina wirden zu Peakverbreitung
und schlechterer Auflosung fuhren und somit die Trenneffizienz vermindern.

Die Probenaufgabe bei der CE erfolgt meistens durch drei Injektionsarten [33]:

Hydrostatische Injektion erfolgt auf Basis von Hohendifferenzen zwischen
dem Puffergefal® und dem Probengefald. Durch Anheben des Probengefales
an der Injektionsseite bzw. durch Absenken des Puffergefalles bildet sich ein
Siphoneffekt, wodurch die Probenlosung in die Kapillare gesaugt wird.
Wahrend der Zeit des Anhebens bzw. des Absenkens besteht die Gefahr,
dass ein Teil des Probenvolumens in die Kapillare flief3t. Bei kurzen Injektions-
zeiten von 1 bis 5 s ist dieser Effekt nicht vernachlassigbar. Dies wirkt sich
nachteilig auf die Reproduzierbarkeit der injizierten Probenmenge aus.

Druck-Injektion ist eine hydrodynamische Injektionsmethode, bei der die
Probenaufgabe durch Anlegen einer Druckdifferenz zwischen Probengefal}
und Kapillarenden erfolgt. Es bestehen dabei zwei Moglichkeiten zur Injektion
entweder durch Anlegen eines Uberdrucks am InjektionsgefaR oder durch
Anlegen eines Unterdrucks am Auslassgefaly. Das injizierte Probenvolumina
ist von der GroRe des Drucks bzw. der Grdélie des Vakuums und der Inje-
ktionszeit abhangig. Die hydrodynamische Injektion liefert genaue und
definierte Probenvolumina im Bereich von 0,25 bis 10 ul, deswegen kommen
sie haufig bei kommerziellen Geraten zum Einsatz [38]. Die Analytiker
bevorzugen diese Injektionsmethode haufig, wenn es um die Analyse von
biologischen Substanzen wie Blutplasma oder Urin geht, da Korpersafte aus
Komponenten mit sehr verschiedener Zusammensetzung und Leitfahigkeit
bestehen. Probleme, die bei der Vakuumtechnik auftreten koénnen, sind
beispielsweise die Erzeugung eines begrenzten Druckdifferentials oder die
Blasenbildung in der Kapillare, welche die CE-Messung stort. Der aufwendige
apparative Aufbau wie z. B. Pumpenvorrichtungen und Ventile ist ebenfalls ein
Faktor, welcher die Auswahl dieser Injektionsmethode stark eingrenzt [39].
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Elektrokinetische Injektion ist eine schnelle, einfache und flexible
Injektionsmethode, welche fur ihre Realisierung keine komplexe und teuere
Apparatur erfordert und gut automatisierbar ist [38]. Sie wird deswegen in der
Forschung und Entwicklung mikrofluidischer CE-Systeme vermehrt eingesetzt,
insbesondere zur Durchfuhrung von CE-Trennung sehr verdinnter Proben auf
einem Chip. Die elektrokinetische Injektion auf einem CE-Chip funktioniert
durch Anlegen einer elektrischen Hochspannung Uber einen Kkurzen
Injektionskanal, wodurch die Analytionen in die Kanalkreuzung des Injektions-
kanals mit dem Separationskanal transportiert werden (siehe hinzu Kapitel
2.1.2 Abb. 2-2). Die Bewegung der lonen bei dieser Injektionsart wird durch
die elektrophoretische Mobilitdt des Analyten und den EOF hervorgerufen.
Durch Umschalten der elektrischen Hochspannung tber den Separationskanal
wird das Probenvolumen im Kanalkreuz in Form eines Pfropfens in den
Trennkanal Uberfuhrt und in Richtung Detektor weitertransportiert. Dabei ist zu
beachten, dass die zur Trennung beférderte Probenmenge moglichst definiert
bleibt. Die GroRe der injizierten Analytmenge hangt dabei sowohl von der
Hohe der angelegten Spannung und der gewahlten Injektionszeit als auch von
der elektrophoretischen Mobilitat der Probenkomponenten ab. Um eine
quantitative Auswertung der Analytzusammensetzung durchflihren zu kénnen,
muss das elektrokinetisch injizierte Probenvolumen mit jedem Messzyklus
moglichst gleich und reproduzierbar bleiben. Der injizierte Analytpfropfen im
Kanalkreuz ist bei dieser Injektionsart in der Praxis meistens viel groRRer als die
im Idealfall durch die Kanalkreuzungsgeometrie bestimmte Menge zu
erwarten. Zur Optimierung dieses Problems wurden im Laufe der CE-Chip-
Entwicklung mehrere Studien zur Untersuchung verschiedener Kanalkreu-
zungsgeometrien wie z. B. mit einer T-Injektionsform [9], Doppel-T-Injektions-
form [40] oder Multi-T-Injektionsform [41] durchgefuhrt. Am besten haben sich
dabei die einfache Kreuz- und Doppel-T-Injektionsform etabliert.

Problematisch bei der elektrokinetischen Injektion ist das oft auftretende
NachflieRverhalten des Analyten in den Trennkanal wahrend einer
CE-Messung. Dies wird einerseits durch die Diffusion des Analyten in den
Separationskanal und andererseits durch die Inhomogenitaten des elektri-
schen Potentials im Injektionskreuzungsbereich verursacht [42]. Um die
Reproduzierbarkeit der Messungen nicht zu beeintrachtigen, ist hierbei ein
unkontrolliertes Nachstromen des Analyten zu vermeiden.

Zur Optimierung der Injektionsbedingungen bei einer elektrokinetischen
Injektion stellt der Einsatz einer Membran im Injektionskreuz einen viel
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versprechenden Ansatz dar. Forschungen auf diesem Gebiet werden von den
Arbeitsgruppen von Sweedler, Bohn und Shannon durchgefuhrt [43-45].

Fur die Durchfihrung der CE-Messungen mit den CE-Chips, hergestellt im
Rahmen dieser Arbeit, wurde als Injektionsart die elektrokinetische Injektion
bevorzugt verwendet. Durch die Integration einer Membran im Injektionskreu-
zungsbereich wurde das Flie- und Nachstromverhalten des Analyten im
Kanalkreuz untersucht (siehe dazu Kapitel 5.3.1).

2.1.4 Zweidimensionale Kapillarelektrophorese (2D-CE)

Multidimensionale Trennsysteme konnen durch Kopplung mehrerer analyti-
schen Methoden unter Erflllung der orthogonalen Trennkriterien entstehen. Es
sind Verbindungen sowohl unter gleichartigen (LC-LC, GC-GC) als auch un-
terschiedlichen Trenntechniken (LC-GC, 2D-HPLC-CZE) moglich. Dieses
Kombinieren der analytischen Trennmethoden mit einem “Bindestrich® wurde
in den letzten Jahren als Begriff fur moderne Kopplungstechniken, umfassend
mit Bezeichnungen wie “hyphenated techniques®, “hybrid techniques® oder
“‘hyphenated techniques® beschrieben. Die meisten Kopplungstechniken ha-
ben in der instrumentellen Analytik bedeutende methodische Entwicklungsfort-
schritte verbunden mit erweiterten Anwendungsbereichen ermoglicht [18]. Zur
ErfUllung der immer steigenden Anforderungen in der Analysentechnik, defi-
niert durch die steigende Komplexitat der Proben, die erforderlichen kurzeren
Analysezeiten sowie niedrigere Nachweisgrenzen, sind moderne Kopplungs-
techniken aus leistungsstarken Trennverfahren gefragt und notwendig [20].

Da biologische Substanzen (Peptide, Proteine) in der Regel sehr komplex sind
und aus mehreren Komponenten mit unterschiedlichen chemischen und phy-
sikalischen Eigenschaften bestehen, werden fur ihre vollstandige Analyse ver-
schiedene Trennungen in mehreren Schritten unter verschiedenen Trennbe-
dingungen bendtigt, wobei jeder Trennschritt (z. B. Extraktion) als eine Dimen-
sion definiert wird. Somit werden beispielsweise Analysetechniken mit zwei
oder drei Trennschritten als zwei- (2D) oder dreidimensional (3D) bezeichnet
[46].

Elektrophoretische Trennmethoden wie 2D-Gelelektrophorese haben sich be-
reits in der Biochemie, Molekularbiologie und Proteomik sehr gut etabliert
[18, 21]. Dabei wird beispielsweise die Isoelektrische Fokussierung (die Tren-
nung erfolgt hierbei nach dem isoelektrischen Punkt der Proteine) in der ersten
Dimension mit einer SDS-PAGE (engl. sodium dodecylsulfate polyacrylamide
gel electrophoresis) in der zweiten Dimension kombiniert. Bei der Natriumdo-
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decylsulfat-Polyacrilamidgelelektrophorese werden die Proteine nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Als problematisch werden bei dieser Technik
einerseits die arbeitsaufwendigen Probenvorbereitungsschritte und die damit
erhohten Analysekosten andererseits die eingeschrankte Reproduzierbarkeit
betrachtet.

Bei der multidimensionalen Chromatographie werden meist zwei GC- oder
zwei LC-Trennsaulen mit unterschiedlichen Trenneigenschaften bzw. Selekti-
vitdt gekoppelt. Daraus entsteht die zweidimensionale Gaschromatographie,
bekannt auch als GCxGC oder 2D-GC, und die zweidimensionale Flussig-
chromatographie, bezeichnet als LCxLC oder 2D-LC [18]. Es sind auch Kom-
binationen wie LC-GC (2D-Flussig und Gaschromatographie) oder 2D-LC-MS
mdglich, welche die Online-Kopplung der Flassigchromatographie und der
Massenspektrometrie ermaoglicht [47]. Allerdings sind hierbei sowohl die auf-
wendige und komplexe Apparatur, die mangelhafte Eignung dieser Techniken
zur Miniaturisierung als auch die gro3eren Flussigkeitsvolumen problematisch.
Die Kombination der HPLC (LC) mit der CZE wird in der Literatur als viel ver-
sprechende Kopplungstechnik fur mehrdimensionale Trennungen beschrie-
ben, da sie die Vorteile beider Verfahren verbindet. Dazu zahlen hohe Trenn-
leistung bei guter Reproduzierbarkeit, kurzen Analysezeiten, Miniaturisierbar-
keit, Automatisierbarkeit und die Flexibilitat dieser Methoden [46].

Bei mehrdimensionalen chromatographischen Trennungen sind es vor allem
zwei wichtige Kriterien, die erflullt werden mussen. Einerseits miussen die ge-
koppelten Techniken auf unterschiedlichen bzw. orthogonalen Trennprinzipien
beruhen und andererseits darf die erreichte Auflosung in der ersten Dimension
durch die nachfolgenden Dimensionen nicht verringert werden. Giddings for-
muliert die Orthogonalitat als notwendige Bedingung fur die mehrdimensiona-
len Trennungen in der analytischen Chemie und entwickelt das Konzept fur die
Peakkapazitat n¢ [48]. Bei zweidimensionalen Trennungen wird die maximale
Peakkapazitat nc des multidimensionalen Systems im Idealfall als Multiplikati-
on der Peakkapazitaten der einzelnen Dimensionen berechnet, wobei die
Peakkapazitat der ersten Dimension n¢; und die Peakkapazitat der zweiten
Dimension ng; ist.

In der Regel unterscheidet man zwischen online und offline multidimensiona-
len Systemen. Bei online Systemen werden die Fraktionen aus der ersten Di-

mension automatisch in die nachste Dimension zur weiteren Auftrennung
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transportiert, wobei dies durch die bestimmte Anordnung der einzelnen Trenn-
saulen ermdglicht wird. Bei offline Systemen werden die Fraktionen der ersten
Dimension in bestimmten Zeitabstanden aufgefangen und zeitverzdgert in die
zweite Dimension zur weiteren Auftrennung injiziert. Bei letzterem betrachtet
man die einzelnen Trennsaulen als komplett unabhangige Systeme. In der
Analytik werden vor allem online multidimensionale Systeme bevorzugt, da sie
in automatisierter Funktion moglichst viele und genauere Informationen Gber
die zu analysierende Probe liefern kdnnen.

Komplexe biologische Stoffgemische kdnnen meistens bei einer eindimensio-
nalen Kapillarelektrophorese (1D-CE) aufgrund sehr ahnlicher Mobilitaten der
Hauptbestandteile in einer Elektrolytldsung nicht vollstandig von einander ge-
trennt werden. Zur Verbesserung der Trenneffizienz von CZE und zur Eroff-
nung neuer Applikationsfelder entsteht das Interesse an der Entwicklung einer
zweidimensionalen Kapillarelektrophorese (2D-CE) im Chipformat. Uber Frak-
tionensammlung auf einem CE-Chip aus Glas wurde in [49] berichtet. Mit
einem 3D-Chip aus PDMS wurde ebenfalls Fraktionensammlung durchgefuhrt
[50]. Mehrdimensionale Trennungen durch Kombination verschiedener Trenn-
methoden wie z. B. MEKC mit CE [51, 52], OCEC (engl. open channel e-
lectrochromatography) mit CE [53] oder IEF mit CE [54] wurden auf planare
mikrostrukturierte CE-Strukturen, hauptsachlich aus Glas hergestellt, bereits
demonstriert. Eine SDS-uCGE (SDS-Mikrokapillargelelektrophorese) konnte
mit MEKC zur Durchfiuhrung von 2D-Trennungen auf einem Chip aus PMMA
gekoppelt werden [55].

Das Konzept, welches im Rahmen dieser Arbeit zur Durchfihrung einer
2D-CE auf einem Chip entwickelt wurde, ist in Abb. 2-5 dargestellt. Ahnlich wie
die 2D-GC, bekannt auch als “Heart-Cutting®, basiert hier die 2D-CE auf der
Nachtrennung einer oder mehrerer Fraktionen, enthommen aus einer ersten
Trennung. In der 2D-LC kommen zur Fraktionensammlung aufwendige und
komplex verschaltete Ventil- und Pumpenvorrichtungen zum Einsatz [18].
Nach der Injektion des Analyten in den ersten Trennkanal erfolgt als erster
Trennschritt die Separation 1 der Probe. Weiterhin werden ausgewahlte Frak-
tionen selektiv online aufgefangen und Uber einen Ausschleusekanal in den
zweiten Trennkanal Uberfuhrt. Anschliel3end erfolgt eine zweite Separation der
aufgefangenen Fraktionen bei unterschiedlichen Trennbedingungen. In Kapitel
5.3 werden die nach diesem Prinzip durchgefihrten 2D-CE-Messungen dar-
gestellt.

22



Theoretische Grundlagen

@ i
Analyt (A+B+C)

O O
O ()| Injektion

Analyt (A+B+C)

Separation 1

@

|
<
@
/0

O I ( )| Fraktionen-
Fraktionen- sammlung
sammlung

Separation 2 Detektion 2

— 7

[

C> (D Separation 2

Abb. 2-5 Prinzip der zweidimensionalen Trennung auf einem Chip mittels CZE
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2.2 Kontaktlose Leitfahigkeitsdetektion (CCD)

Eine der anspruchsvollsten Aufgaben in der CE ist die Detektion der aufge-
trennten Analytkomponenten. Aufgrund der kleinen Dimensionen der Kapilla-
ren und der dadurch bestimmten geringen Analytmenge werden hohe Anfor-
derungen bezuglich minimale Nachweisgrenzen, Massenempfindlichkeit und
Signalrauschen gestellt. Die meist verbreitete Detektionsmethode in der CE,
ahnlich wie in der HPLC, ist die optische On-Column-Detektion, insbesondere
die UV-Absorption. Dabei wird die Trennkapillare durch ein am Ende der poly-
imidbeschichteten Fused-Silica-Kapillare eingebranntes Detektionsfenster di-
rekt mit Licht durchstrahlt. Zu den am haufigsten verwendeten optischen De-
tektoren gehdren vor allem die kommerziell erhaltliche UV-VIS-Detektoren und
die Fluoreszenzdetektoren [35]. Wegen ihrer hohen Nachweisempfindlichkeit
kommt haufig die laserinduzierte Fluoreszenzdetektion (LIF) bei der CE auf
dem Chipformat zum Einsatz [56]. Die Fluoreszenzdetektion erméglicht hohe
Nachweisgrenzen bei kleinen Probenvolumina, dennoch erfordert sie das La-
beln (engl. labeling) von biochemischen Analyten mit Fluoreszenzfarbstoff-
Markern. Aulierdem wird eine aufwendige, gro3volumige und teuere Appara-
tur far ihre Durchfiihrung bendtigt.

Als Alternative zur optischen Detektion bieten sich elektrochemische
Detektionsverfahren wie Potentiometrie, Konduktometrie und Amperometrie
an. Die Leitfahigkeitsdetektion als eine robuste konduktometrische Detektions-
technik mit guter Reproduzierbarkeit gewinnt in den letzten Jahren immer
mehr an Bedeutung. Von Vorteil ist dabei, dass diese Detektion vom Prinzip
einfach und universell ist, kein Labeln der Proben erfordert und der Detektor
hauptsachlich aus elektronischen Komponenten besteht. Das Detektionssignal
ergibt sich als die Differenz zwischen der Leitfahigkeit der Analytionen und der
des Hintergrundelektrolyten (Pufferldsung). Die Messempfindlichkeit bei dieser
Methode ist von den Parametern wie Elektrodenflache, Elektrodenabstand
oder Elektrodenposition zum Trennkanal stark abhangig. Bei dieser Art der
elektrochemischen Detektion ist die Positionierung der Messelektrode
entscheidend, weil dadurch das Analysensignal direkt beeinflusst wird.

Sind die Detektionselektroden direkt im Trennkanal integriert, so spricht man
von einer direkten Leitfahigkeitsmessung. Grundlegende Forschungen an Po-
lymerchips und Hybridchips aus Glas/Polymer wurden mit solchen direkt integ-
rierten Mikroelektroden bereits durchgefuhrt [57-59]. Probleme, die bei der di-
rekten Leitfahigkeitsdetektion entstehen kdnnen, sind beispielsweise Kontami-
nationen oder Analyt-Ablagerungen (Biofouling) auf der Elektrodenoberflache,
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welche die Detektionsempfindlichkeit reduzieren kdnnen. Daruber hinaus kon-
nen Storeffekte entstehen, welche durch die Wechselwirkung zwischen Detek-
tionsspannung und Trennspannung verursacht worden sind. Diese kdnnen zu
Verzerrungen des Detektionssignals aber auch zur Bildung von Gasblasen im
Trennkanal fuhren. Als eine anspruchsvolle technische Herausforderung wird
auch die genaue Positionierung der Messelektroden zum Kanal betrachtet.
Dies zeigt sich als aulderst schwierig und aufwendig.

Sofern die Messelektroden aul3erhalb des Trennkanals positioniert werden,
besteht die Mdglichkeit zur Durchfiihrung einer kontaktlosen Leitfahigkeitsde-
tektion auf einem CE-Chip. Bei einer CCD (engl. Contactless Conductivity De-
tection) sind die Detektionselektroden berUhrungfrei durch eine Kapillarwand
(z. B. Polymerfolie) vom in der Kapillare fliekenden Analyten abgetrennt (siehe
Abb. 2-6 A), sodass Elektroden und Analyt nicht mehr in direktem Kontakt mit-
einander stehen. Die Signallibertragung zwischen den externen Messelektro-
den und dem Analyten erfolgt dabei durch eine kapazitive Kopplung, darum
wurde in den letzten Jahren den Begriff C*D (engl. Capacitively Coupled Con-
tactless Conductivity Detection) in der Literatur [60, 61] eingefuhrt.

Die CCD wurde in den 1980er Jahren als Detektionstechnik fir elektrophore-
tische Trennungen mittels Isotachophorese bekannt [62]. Speziell fir den Ein-
satz in der Kapillarelektrophorese wurde diese Detektion zum ersten Mal im
Jahre 1998 von zwei Forschungsgruppen unabhangig von einander entwickelt
und angewendet [63, 64]. Uber eine erste Ubertragung der CCD auf einen
CE-Chip wurde im Jahre 2002 berichtet [61, 65, 66]. Seitdem wachst die An-
zahl der Publikationen Uber das Forschungsgebiet CE/CCD standig an
[60, 67-69].

Der Aufbau der CCD auf einem Chip, ist als Beispiel in der Abb. 2-6 gezeigt,
wobei das eigentliche Messzellenvolumen durch das Mikrokanalvolumen zwi-
schen den beiden Messelektroden wesentlich bestimmt wird (siehe
Abb. 2-6 B). Die fur die CCD bendtigten Sender- und Empfangerelektroden
sind von der Aullenseite auf dem Deckel des CE-Chips aufgesputtert (siehe
Abb. 2-6 A). Somit werden sie durch eine Kapillarwand (gegebenenfalls eine
dinne Polymerfolie) vom Analyten getrennt. Die kontaktlose Leitfahigkeits-
messung beruht auf dem ,Sender- und Empfangerprinzip“, wie im Ersatz-
schaltbild der Abb. 2-6 C gezeigt ist. Das Messsignal wird durch die dinne Po-
lymerfolie in den mit Elektrolyten gefillten Mikrokanal ein- und anschliel3end
am anderen Ende der Messzelle ausgekoppelt. Die Polymerfolie bildet somit
eine Ein- und Auskoppelkapazitat. Um Verfalschung der Messergebnisse zu
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verhindern, soll eine direkte SignalUberkopplung zwischen den beiden Elekt-
roden moglichst vermieden werden.

Kapillarwand
+—— (obere Polymerlage)

A {— Kapillare (Elektrolyt)

— Kapillarwand
T I . (untere Polymerlage)

Sender- Empfanger-
Elektrode Kapillare (Elektrolyt) Elektrode
11
j—————=—=—=—===- n-----=-=-=-=-=-=-=--

1 1 :

: Signal - 1

C 1 Uberkopplung :
1

1
1

. || | !

1l Il
Signal _ Elektrolyt / Analyt Signal _
Einkopplung Auskopplung

Abb. 2-6 CCD-Aufbau auf einem Chip: A: Chipquerschnitt im Detektionsbereich;
B: Aufsicht des Detektionsbereichs; C: Ersatzschaltbild

Die Leitfahigkeit G einer Elektrolytldsung wird durch den reziproken Wert des
elektrischen Widerstands R bestimmt:

G=— (2.14)

Betrachtet man in diesem Fall die Messzellengeometrie mit einer Flache
zwischen den Elektroden A und Lange der Messzelle / (in diesem Fall der
Elektrodenabstand), ist die Leitfahigkeit unter Verwendung der spezifischen
Leitfahigkeit des Analyten k direkt proportional zu A und umgekehrt proportio-
nal zu /.

G:K-é
[

(2.15)

26



Theoretische Grundlagen

Aus der Gleichung 2.14 und 2.15 ergibt sich der Widerstand des Analyten:

R= (2.16)

|
K A
Da bei einer CCD-Messung die Grundleitfahigkeit des Pufferelektrolyten schon
bekannt ist, wird praktisch eine Widerstandsanderung erfasst. Um eine kapazi-
tiv gekoppelte kontaktlose Leitfahigkeitsdetektion durchfihren zu kénnen, wird
eine hochfrequente Wechselspannung zwischen den beiden Messelektroden
angelegt. Die CCD-Messung erfolgt unter Verwendung eines hochfrequenten
Signals, deswegen muss der Betrag der komplexen Impedanz |Z| berlcksich-
tigt werden. Die Impedanz ist vom realen Widerstand R und einem imaginaren
kapazitiven Anteil X, abhangig:

Zl=+R*+ X? (2.17)
| | C

Die komplexe Impedanz eines Kondensators wird wie folgt formuliert:

1
X =—
TaafC (2.18)
Wobei f die Frequenz der angelegten Spannung und C der Kapazitat des
Kondensators ist.

Die Kapazitat C zwischen zwei Platten berechnet sich wie folgt:

C:go.g J—

r

(2.19)

g0 Elektrische Feldkonstante, &) = 8,854*10™"% As/Vm
g, materialspezifische Dielektrizitatszahl

A  Flache der Kondensatorplatte

d Plattenabstand

Bei der nach dem ,Sender- und Empfangerprinzip“ funktionierenden CCD ent-
stehen durch die Kapillarwand (Dielektrikum) Ein- und Auskoppelimpendan-
zen, die mdglichst gering werden sollen. Dies wird nach der Gleichung 2.19
bei steigender Frequenz, VergroRerung der Ein- und Auskoppelflachen sowie
Reduzierung der Kapillarwanddicken gegeben. In diesem Fall spielt die Die-
lektrizitatszahl des eingesetzten Kapillarwandmaterials (gegebenenfalls das
Polymermaterial des CE-Chips) eine grol3e Rolle. Sie muss moglichst hoch
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sein, damit bei CCD-Messungen mit sehr geringen Polymerwanddicken durch
Anlegen einer elektrophoretischen Hochspannung ein dielektrischer Durch-
schlag verhindert werden kann.

Durch die kontaktlose Leitfahigkeitsdetektion wird die nachteilige Empfindlich-
keit der direkten Kontaktleitfahigkeitsmessung auf elektrophoretische Trenn-
spannung deutlich verbessert. Weitere signifikante Vorteile der CCD sind:

e Universaler Detektor fur alle geladene Spezies

e Keine Korrosion und Analyt-Ablagerungen (Biofouling) auf den Detekti-
onselektroden — somit lange Lebensdauer der Detektionselektroden und
bessere Reproduzierbarkeit der Messungen

o Keine elektrochemische Wechselwirkungen

¢ Keine Fluoreszenzfarbstoff-Markierung des Analyten erforderlich

¢ Unabhangigkeit von Kapillarmaterialien. Moglicher Einsatz von
CE-Chips aus nichttransparenten Polymeren wie z. B. PEEK

e Einfache und preiswerte Messelektronik

o Kompatibilitat zur Miniaturisierung und Integration auf einem CE-Chip

e Moglichkeit zur Portabilitat wegen der realisierbaren kleinen Dimensio-
nen des Detektors

Probleme, die bei der CCD auftreten konnen, sind:

e Der Detektor kann temperaturempfindlich reagieren, wodurch es zu
Unstabilitaten der Basislinie wahrend einer CE-Messung kommen kann.

e Um hochste Peakauflosung bei einer Trennung zu bekommen, mussen
charakteristische Optimierungen der Pufferlosung fur spezifische An-
wendungen durchgefuhrt werden.

e Signal- und Empfindlichkeitsverluste, hervorgerufen durch die kapazitive
Ein- und Auskopplung, kdnnen bei der CCD vorkommen.

Meistens wird die Messempfindlichkeit von der Kapillarwanddicke beeinflusst
(siehe Abb. 2-6 A), weil die Kapillarwanddicke immer mit in die Kopplung
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eingeht. Auf einem planaren CE-Chip, wie in [25] beschrieben, ist die Signal-
empfindlichkeit beispielsweise stark von der Dicke der Deckelfolie abhangig.
Je dicker die Deckelfolie des Chips ist, desto schwacher wird die CCD-Signal-
empfindlichkeit.

Zum Nachweisen der Funktionalitat der im Rahmen dieser Arbeit hergestellten
CE-Chips wurde die kontaktlose Leitfahigkeitsdetektion CCD eingesetzt. Die
CCD-Technik wurde zur Durchfuhrung von 2D-CE bei paralleler CCD-De-
tektion an zwei Stellen auf einem Chip optimiert und weiterentwickelt (siehe
hierzu Kapitel 5.3).
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3 Material und Methoden

3.1 Materialeigenschaften der verwendeten Polymeren

Miniaturisierte Lab-on-a-Chip-Systeme zur CE werden heute meistens aus
Quarzglas hergestellt. Diese Systeme werden mittels herkdmmlicher Silizium-
und Glasbearbeitungsverfahren in planare Substrate geatzt [3]. CE-Chips aus
Glas sind fur die Anwendung mit optischer Detektion sehr gut geeignet. Diese
Detektionstechnik ist die in den Trenntechniken derzeit am haufigsten verwen-
dete Variante und somit bereits etabliert. Jedoch machen eine Reihe von Ei-
genschaften, wie beispielsweise der geringere Materialpreis, die flexible Ferti-
gung und die einfache Handhabung verschiedene Polymere, wie z. B. Poly-
methylmethacrylat (PMMA), Polycarbonat (PC), Cycloolefin-Copolymer (COC),
Polyimid (PI) oder Polyetheretherketon (PEEK) zu einer viel versprechenden
Alternative zu den Glas-Chips.

Kostenglnstige mikrofluidische Systeme kdnnen aus Kunststoffen gefertigt
werden, weil sie sich durch Replikationstechniken unabhangig von der Kom-
plexitat ihrer Geometrie herstellen lassen. Die Stoffklasse der Polymere ist
darUber hinaus sehr vielfaltig, sodass sich fur fast jede Anwendung ein geeig-
neter Kunststoff finden Iasst [70]. FUr den Einsatz mikrofluidischer Systeme in
der chemischen Analytik spielen Materialeigenschaften wie z. B. gute Biokom-
patibilitat oder hohe chemische Resistenz eine entscheidende Rolle.

Im Folgenden werden die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Polymere
kurz beschrieben.

3.1.1 Polycarbonat (PC)

Bei den Polycarbonaten (PC) handelt es sich um lineare, thermoplastische
Polyester der Kohlensaure mit aliphatischen oder aromatischen Dihydroxy-
Verbindungen [71]. Bisphenol-A-Polycarbonat ist der wichtigste Vertreter
dieser Stoffklasse, auf dessen Basis eine Vielzahl weiterer Polycarbonattypen
aufgebaut. In den 50-er Jahren gelang Schnell et al., damals Mitarbeitern der
Bayer AG, zum ersten Mal die Herstellung von aromatischem Polycarbonat
aus Bisphenol A (BPA), das thermoplastisches Verarbeitungsverhalten und
eine hohe Glasubergangstemperatur aufwies [72]. Abb. 3-1 zeigt die Struktur-
formel des Polymers [71].
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Abb. 3-1 Strukturformel von PC

Die in seiner Struktur enthaltenen Carbonatgruppen —O-CO-O- sind durch
aromatische Gruppen voneinander getrennt. Die spezifischen Eigenschaften
der Polycarbonate werden dadurch beeinflusst.

Dieses Polymer zeichnet sich durch hohe Lichttransmission, hohe
Warmeformbestandigkeit, hohe Zahigkeit, hohe Malihaltigkeit sowie gutes
elektrisches Isolationsvermdgen aus. Seine Uberzeugenden mechanischen
Eigenschaften liegen in der hohen Festigkeit, Steifigkeit und Harte begrindet
[72].

Polycarbonat-Bauteile zeichnen sich durch eine hohe Warmeformbestandig-
keit bis zu 140 °C aus, was von Vorteil fur die Sterilisierbarkeit dieser Produkte
ist. Die Glasubergangstemperatur von PC liegt bei 148 °C, der Schmelzbe-
reich im Bereich zwischen 150 und 300 °C.

Im praxisrelevanten Temperaturbereich beeinflussen weder Temperatur-
schwankungen noch Feuchtigkeit der Umgebung die guten elektrischen
Eigenschaften von PC-Bauteilen.

Einige Nachteile stehen jedoch den oben erwahnten Vorteilen gegenuber. Es
ist es zu beachten, dass Polycarbonate kerbempfindlich und anfallig gegen
Spannungsrissbildung sind. Ihre Verarbeitung erfordert von daher erhohte
Aufmerksamkeit [71].

Daruber hinaus weisen Polycarbonate nur begrenzte Chemikalienbestandig-
keit auf. Sie sind gegenuber Wasser, anorganischen und vielen organischen
Sauren, schwachen wassrigen Alkalien, Oxidations- und Reduktionsmitteln
wie auch gegen Salzlésungen, Fette, Ole und Alkohole besténdig. Unbestan-
dig sind sie hingegen gegenuber starken wassrigen Alkalien, Ammoniak, Ami-
nen, Estern und aromatischen Kohlenwasserstoffen. Loslich sind sie dartuber
hinaus in Chlorkohlenwasserstoffen, insbesondere Dichlormethan, sowie von
Dioxan [73].

Das Produkt Makrofol® DE 6-2 ist eine transluzente Extrusionsfolie auf Basis
von Makrolon®, dem Polycarbonat der Firma Bayer MaterialScience (Leverku-
sen, Deutschland) [74]. Die blendfreie und kratzunempfindliche Folie wurde
speziell fur grafische Anwendungen entwickelt. Sie ist in verschiedenen Stan-
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darddicken von 100-750 um erhaltlich. Typische Anwendungsbeispiele fur
Makrofol® sind u. a. Displays, Bedienungselemente, Namenschilder sowie
LCD-Anzeigen. In der Elektrotechnik und Elektronik werden Teile mit Isolati-
onsfunktion aus Makrofol® DE 6-2 hergestellt, da das Material eine hohe
Durchschlagfestigkeit von 60 kV/mm aufweist. Diese Eigenschaft ist beson-
ders vorteilhaft fur die Herstellung von CE-Chips mit CCD-Detektion.

Kennzeichnende Eigenschaften von Makrofol® sind:

« elastisch Uber einen groRen Temperaturbereich
« kalt- und warmverformbar
« sehr gute elektrische isolations- und dielektrische Eigenschaften

o exzellent bedruckbar mit Standardfarben

Folgende Anwendungen von PC sind bekannt: Haushaltgerate (dekorative und
funktionelle Gerateblenden); Blisterverpackungen; Deckfolien flir Sportartikel;
ID-Karten.

Die auf dem Markt bekanntesten Produkte aus Polycarbonat sind die Compact
Discs (CDs), die durch Massenproduktion mittels Spritzgussverfahren im
Sekundentakt hergestellt werden [75, 76].

Die Medizintechnik und die Optik sind weitere interessante Einsatzgebiete
dieses Werkstoffs. Polycarbonat wird in der optischen Industrie zunehmend
als Fertigungsmaterial bei der Herstellung von Brillengestellen oder von
leichten und komfortablen Glasern verwendet. Dank seiner hohen Schlag-
zahigkeit und Bruchfestigkeit konnen so bruchsichere Brillenscheiben her-
gestellt werden [77].

Bei der Herstellung hochwertiger medizinischer Gerate wird Polycarbonat
ebenfalls verstarkt eingesetzt. Ausschlaggebend daflr sind seine glasahnliche
Transparenz, die zuverlassige Sterilisationsfahigkeit und die gute Vertraglich-
keit mit Korperflissigkeiten und Geweben bei Kontaktzeiten bis zu 30 Tagen
[78]. Gehause von Blutfiltern, Blutoxygenatoren oder Dialysatoren werden bei-
spielsweise aus Polycarbonat gefertigt [79]. Aus Makrofol® DE 6-2 werden
darUber hinaus auch Gehauseteile von Blutdruck- oder Blutzuckermessgera-
ten hergestellt [74].
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3.1.2 Cycloolefin-Copolymer (COC)

Cycloolefin-Copolymere (COC) und Cycloolefin-Polymere (COP) gehdren zu
den relativ neuen thermoplastischen Materialien, die in den letzten Jahren im-
mer mehr an Bedeutung in der Industrie besonders fur die Life-Sciences An-
wendungen gewonnen haben. Die unterschiedlichen Typen COC/COP sind
heutzutage unter den verschiedenen Handelsnamen Topas®, Zeonor®, Zeo-
nex®, Apel® und Arton® kommerziell bekannt.

Cycloolefin-Copolymere sind Kunststoffe, die zu der Gruppe der amorphen
Thermoplaste gehoéren. Anfang der 1990er Jahre wurde das hochtransparente
Polymer COC von der Firma Hoechst und der japanischen Firma Mitsui Sekka
gemeinsam entwickelt. Unter dem Handelsnamen Topas® (Thermoplastic
Olefin Polymer of Amorphous Structure) wird COC seitdem von der Firma
Ticona (Frankfurt am Main, Deutschland) als weltweit groRter Hersteller von
COC produziert.

In den Ketten der COC-Polymere sind zwei verschiedene Monomere, Ethylen
und Norbornen, enthalten, wahrend die meisten Kunststoffe nur aus den
Ketten eines Monomers bestehen [71]. Mittels Metallocen-Katalysatoren
wurde eine Copolymerisation mit Ethylen realisiet und somit eine
wirtschaftliche Synthese von COC erreicht [80]. Die Strukturformel eines COC
istin Abb. 3-2 gezeigt:

H H H H
|| ||
_...(lj.._{lj; C—C—+
L H HI 'X'- "Y

R, R,

Abb. 3-2 Strukturformel von COC

Durch die Kombination der beiden Grundbausteine Ethylen und Norbornen
und deren Verhaltnis zueinander konnen die physikalischen Eigenschaften
des Cycloolefin-Copolymers in weiten Grenzen variiert werden. Bei verschie-
denen COC Typen kann somit beispielsweise die Warmeformbestandigkeit
des Materials im Bereich von 75 °C bis zu 170 °C eingestellt werden.
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Seine vielfaltigen Eigenschaften ermdglichen dem Polymer ein breites
Anwendungsspektrum dieses Polymers bestimmen und macht es flur viele
Bereiche z. B. in der Medizin zu einer innovativen Werkstoffalternative macht
[81].

Kennzeichnende Merkmale von COC sind:

« niedrige Dichte von 1,02 g/cm®
« hohe Transparenz und geringer Brechungsindex von 1,53

« aulerordentlich geringe Wasseraufnahme von 0,01 % und hohe Was-
serdampfsperrwirkung

« einstellbare Warmeformbestandigkeit bis zu 170 °C
« hohe Steifheit, Festigkeit und Harte
« sehr gute Blutvertraglichkeit und hervorragende Biokompatibilitat

« sehr gute chemische Bestandigkeit gegen Laugen, Sauren und polare
Losungsmittel

« sehr gute elektrische Isolationseigenschaften

« sehr gute thermoplastische Verarbeitbarkeit

Bekannte Anwendungen von COC sind beispielsweise: Bauteile wie Lichtlei-
ter, Linsen, Sensoren in der Optik; Folien fur Flachbildschirme; Blisterverpa-
ckungen in der Pharmaindustrie; Medizinische Vorrichtungen wie Ampullen,
Spritzen, Diagnoseschlauche; Mikrotiterplatten, Kuvetten, Mehrschichtbehalter
in der Diagnostik und Labortechnik.

Aufgrund seiner Eigenschaftskombination wird COC seit einigen Jahren ver-
mehrt zur Herstellung von Lab-on-a-Chip-Systemen eingesetzt [82, 83]. Von
grollem Interesse wird somit dieses Polymer auch zur Fertigung von mikroflui-
dischen Systemen zur Kapillarelektrophorese.

Fur die ersten Vorversuche zur Fertigung von mehrlagigen CE-Chips mit integ-
rierter PCTE-Membran wurde in dieser Arbeit COC vom Typ Topas® 5013 der
Firma Ticona verwendet. Aufgrund seiner geringeren Glasubergangstempera-
tur (Tg = 130 °C) im Vergleich zu PC (Tg = 140 °C) waren die Bondergebnisse
mit der PCTE-Membran unzureichend. Es traten undichte Bondstellen zwi-
schen den Kanalen und der Membran auf, da bei einer Temperatur von 128 °C
gebondet wurde (siehe dazu Kapitel 4.3.3.3 Abb. 4-19). Aus diesem Grund
wurde das COC vom Typ Zeonor® Film ZF 14-188 der Firma Zeon (Zeon
Europe GmbH (Dusseldorf, Deutschland) untersucht. Aufgrund seiner héheren
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Glasubergangstemperatur von 138 °C konnten damit im Gegensatz zu
Topas® 5013 gute und reproduzierbare Bondergebnisse bei einer Bondtempe-
ratur von 130 °C erreicht werden (siehe Kapitel 4.3.3.3 Abb. 4-21).

3.1.3 Polyether-Ether-Keton (PEEK)

Polyetheretherketon (PEEK) ist ein teilkristalliner Thermoplast, der zur hoch-
temperaturbestandigen Gruppe der Polyaryletherketone gehort. Er ist der am
langsten bekannte und wichtige Kunststofftyp dieser Gruppe. Seine Struktur
besteht aus Arylringen, die durch Ether- und Ketongruppen verbunden sind.
Die Strukturformel von PEEK wird in Abb. 3-3 gezeigt [84]. Wegen seines line-
aren Aufbaus ohne Verzweigungen in der Hauptkette wird PEEK als reines
Polymer betrachtet.

assasaas

Abb. 3-3 Strukturformel von PEEK

n—

Die Firma Victrex GmbH (Lancashire, GroRbritannien) ist der weltweit
fihrende Hersteller von Polyaryletherketon-Werkstoffen, die sie seit 1978
entwickelt und produziert [84]. PEEK wird derzeit als einer der vielseitigsten
Kunststoffe betrachtet, der dem Markt zur Verfugung steht. Das Polymer
kommt vor allem in Anwendungen zum Einsatz, die hohe Anforderungen an
Temperatur, chemischen und mechanischen Stabilitat stellen [85].

PEEK zeichnet sich durch gute mechanische, elektrische, thermische und
chemische Eigenschaften aus, die Uber einen grofen Temperaturbereich
nahezu konstant bleiben [86].

Kennzeichnende Hauptmerkmale von PEEK sind:

« hohe Dauergebrauchstemperatur von 260 °C, hohe Schmelz- bzw.
Glasubergangstemperatur von 340 °C

« hohe Warmeformbestandigkeit von tber 300 °C
« hohe mechanische Festigkeit

« hohe Steifigkeit und Harte, hohe Kriechfestigkeit auch bei hohen Tem-
peraturen

« gunstiges Gleit- und Abriebverhalten
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« gute chemische Bestandigkeit gegen fast allen organischen und
anorganischen Ldsungsmittel (unbestandig gegenlber konzentrierter
Schwefelsaure und Salpetersaure sowie Fluorwasserstoff)

« geringfugige Wasseraufnahme bei Normalklima < 0,1 %
» sehr hohe Biokompatibilitat
« strahlenbestandig gegen Rontgen, Beta- und Gammastrahlen

« sehr gute elektrische Isolationseigenschaften, eine hohe
Durchschlagfeldstarke von 190 kV/mm

« schwer entflammbar

Die Einsatzbereiche dieses hochtemperatur- und chemikalienbestandigen Po-
lymers liegen in einem breiten Spektrum. PEEK wird als Materialersatz fur
Glas, Metallen und Edelstahl bei Operationsinstrumenten z. B. Katheter einge-
setzt sowie fur Verbundwerkstoffimplantate in der Medizintechnik verwendet.
Er dient als Isolationswerkstoff in der Hochspannungstechnik und als Schal-
tungstrager in der Elektrotechnik.

Mechanisch lasst sich PEEK sehr gut bearbeiten. Die PEEK-Halbzeuge kon-
nen gebohrt, gefrast und gedreht werden. Dieses Polymer kann genauso mit-
tels Replikationstechniken mikrostrukturiert werden [87-89]. Bei der Abformung
durch Vakuumheil3pragen wirkt sich seine hohe Kristallitschmelztemperatur
nachteilig aus. Die Messingformeinsatze werden bei der Entformung wahrend
des Prageprozesses teilweise beschadigt, deswegen werden sie vor der Ab-
formung mit Wolframdisulfid beschichtet [25]. Durch Lasertechniken wie
Excimer-Laserstrukturierung kann PEEK gut direkt strukturiert werden [90].

Der Preis von PEEK ist vergleichsweise hoch, er gehort zurzeit zu den teuer-
sten technischen Kunststoffen. Eine kosteneffiziente Alternative zu PEEK, die
die Firma Victrex GmbH in der letzten Jahren entwickelt hat, ist die Beschich-
tung verschiedener Bauteile aus Glas, Keramik oder Metall mit PEEK Feinpul-
ver [91]. Diese Beschichtungen konnen die Leistung und Funktionalitat eines
Produkts verbessern, die Lebensdauer der Anwendung bis zu 40 % erhdhen,
Systemkosten senken. Eigenschaften wie Verschleil¥festigkeit bei hohen Tem-
peraturen, Schmierfahigkeit, Losbarkeit und Chemikalienbestandigkeit werden
insbesondere optimiert [92].

Im Vergleich zu den oben erwahnten Polymeren PC und COC ist PEEK kein
transparenter Kunststoff, deswegen kann es nicht flr optische Detektionstech-
niken in der Kapillarelektrophorese eingesetzt werden. Seine Naturfarbe ist
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hell beige bis schwarz. Durch die Entwicklung der CCD als nichtoptisches De-
tektionsverfahren kann PEEK zur Herstellung von CE-Chips verwendet wer-
den. Seine hohe chemische Resistenz ermdglicht eine nahezu freie Auswahl
des eingesetzten Hintergrundelektrolyten bei den CE-Messungen, beispiels-
weise kann mit stark alkalischen Losungen gemessen werden.

Ein weiterer Vorteil von PEEK, speziell bei Anwendungen in der Kapillar-
elektrophorese mit kontaktlosen Leitfahigkeitsmessungen, ist seine hohe elekt-
rische Durchschlagfeldstarke verglichen mit den anderen eingesetzten Poly-
meren. Diese Eigenschaft ermdglicht die Verwendung von sehr dinnen Folien
zur Herstellung von mehrlagigen CE-Chips aus PEEK (siehe dazu Kapitel 4.4).
Dadurch wird eine hdhere Signalempfindlichkeit bei der CCD erzielt.

3.2 Fertigungstechnologien zur Herstellung von CE-Chips aus
Polymeren

Direkte Mikrostrukturierung von mikrofluidischen Systemen aus Polymeren
erfolgt meistens durch Fertigungsverfahren wie z. B. Mikrozerspanen, Litho-
graphie oder Lasermikrobearbeitung. Zu den indirekten Strukturierungsverfah-
ren gehort die Abformungstechnik wie Heildpragen oder Spritzgiel3en. Fur die
Herstellung der Formeinsatze, bendtigt fur die Replikationstechnik, wird in der
Regel das Mikrozerspanen (z. B. Mikrofrasen), das Mikroerodieren, die Laser-
mikromaterialbearbeitung oder das LIGA-Verfahren (Lithographie, Galvanik,
Abformung) eingesetzt. Hauptkriterien wie Aspektverhaltnis, Strukturhdhe und
Strukturbreite, Toleranzen, Oberflachengute und Fertigungskosten sowie Fle-
xibilitat des Verfahrens spielen bei der Wahl der Fertigungstechnologien eine
entscheidende Rolle.

Im Folgenden werden die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Fertigungs-
verfahren dargestellt.

3.2.1 Mikrozerspanen

Das Mikrozerspanen ist ein spanabhebendes Bearbeitungsverfahren, welches
Prozesse wie Frasen, Bohren, Drehen oder Hobeln mit definierter Schneide im
Mikrometerbereich umfasst. Metalle (Kupfer, Edelstahl), Metalllegierungen
(Messing) sowie formstabile Kunststoffe kobnnen mit kleinsten Werkzeugen aus
Diamant oder Hartmetall mit verschiedenen Nutprofilen (dreieckig, rechteckig)
mikrostrukturiert werden. Fur die Bearbeitung von Stahl werden Hartmetall-
werkzeuge verwendet. Polymere wie PMMA oder PC sowie Kupfer und Me-
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ssing lassen sich in bester Qualitat mit Diamantwerkzeugen bearbeiten [90].
Mikrozerspanen ist ein sehr flexibles und schnelles Verfahren mit einer hohen
Materialabtragsrate zur Herstellung von Prototypen und Kleinserien. Damit
sind 3D-Strukturen ohne erhebliche Designeinschrankungen herstellbar [93].

Am Institut fir Mikroverfahrenstechnik (IMVT, KIT) werden kleinste Rechteck-
werkzeuge aus Diamant mit einer Schnittbreite von 40 ym bzw. V-Nutenfraser
mit einer Spitzenbreite unter 10 um bei einem Spitzwinkel von 15° eingesetzt.
Mit Schaftfrasern werden Aspektverhaltnisse bis 5 erreicht, mit Profilfrasern ist
die Fertigung feinere Strukturen bis Aspektverhaltnis 10 mdglich.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Verfahren Mikrofrasen eingesetzt. Das
Frasen ist ein spanendes Fertigungsverfahren, bei dem der Fraser (das Werk-
zeug) um seine Langsachse rotiert und von einer Hochprazisionsfrasmaschine
in definierter Weise uber das zu bearbeitende Werkstuck gefuhrt wird. Je klei-
ner der eingesetzte Fraser ist, umso genauer kann die gewunschte Mikrostruk-
tur ausgearbeitet werden. Die kleine GroRe des Werkzeugs fuhrt meistens zu
einem sehr hohen und schnellen Verschleily der Mikrofraser. Die Werkstoff-
auswahl fur Formeinsatze beschrankt sich damit auf weichere Materialien wie
Messing.

Am IMVT wurden durch Mikrofrasen fir erste Prototypenstrukturen Mikrokana-
le mit einem Querschnitt 50 x 50 um? in PC direkt strukturiert (siehe dazu Ka-
pitel 4.3.1) und die fur das Heildpragen bendtigten Formeinsatze aus Messing
(siehe dazu Kapitel 4.3.2) gefertigt.

3.2.2 Abformung

Alle Replikationstechniken zur Herstellung von Mikrostrukturen werden unter
dem Begriff “Mikroabformung“ zusammengefasst. Urformverfahren wie Spritz-
gielden, Spritzpragen oder HeilRpragen werden zur Abformung von Mikrobau-
teilen aus Kunststoffen verwendet. Die aufgezahlten Abformungsverfahren
kommen meist zur Strukturierung von thermoplastischen Polymeren zum Ein-
satz [87, 94]. Industriell werden fur die Massenfertigung hauptsachlich die ers-
ten zwei Verfahren SpritzgieRen und Spritzpragen verwendet, im Bereich der
Forschung und Entwicklung fur Prototypen- und Kleinserienfertigung eignet
sich das Heillpragen sehr gut. Die Auswahl des Verfahrens hangt sowohl von
der Geometrie der zu erzeugenden Mikrostruktur und der zu strukturierenden
Flache als auch von den verwendeten Polymermaterialien ab.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Replikationsverfahren eingesetzt: Das
VakuumheiR3pragen zur Abformung von dinnen CE-Folienchips aus den a-
morphen Thermoplasten PC und COC (Kapitel 4.3.2) und das Thermoformen
zur Herstellung von dinnen CE-Folienchips aus dem teilkristallinen Thermo-
plast PEEK (Kapitel 4.4.1).

Als Replikationsverfahren zur Mikrostrukturierung wurde das HeilRpragen
erstmals Anfang der 1990er Jahre im Rahmen der Entwicklung der
LIGA-Technik am Forschungszentrum Karlsruhe (jetzt KIT) eingesetzt [95].
Das Heillpragen ist ein Warmumformprozess, beim dessen Ablauf dinne
Kunststofffolien als Ausgangsmaterial zwischen ein mikrostrukturiertes Werk-
zeug (metallischer Formeinsatz) und eine unstrukturierte Substratplatte einge-
legt werden. Eine Abformung zwischen zwei mikrostrukturierten Formeinsat-
zen ist ebenfalls moglich. In dem Formeinsatz wird zuvor die gewunschte Mik-
rostruktur invers (als negativ) eingearbeitet. Um Lufteinschlisse zu vermeiden,
findet der Heil3prageprozess in einer Vakuumkammer statt. Das Vakuumheil3-
pragen ist in Abb. 3-4 schematisch dargestellt [96]. Dabei wird der Formein-
satz mit hoher Kraft in eine thermoplastische Polymerfolie hineingedruckt, die
uber ihre Erweichungstemperatur erhitzt wurde. Das Polymer fullt das Werk-
zeug aus und es entsteht eine Mikrostruktur als formgenaue Abbildung des
metallischen Formeinsatzes im Polymer.

Der HeilRprageprozess ist in folgende Prozessabschnitte gegliedert, wobei auf
eine prazise Steuerung von Kraft, Weg und Temperatur geachtet wird:
1. Aufheizen des Kunststofffolie auf Umformtemperatur

2. Umformvorgang durch Pragen (kraft- und weggesteuert), Aufbringen der
Pragekraft, Abbildung der inversen Struktur des Formeinsatzes in den
Kunststoff

3. Abkuhlen des Formteils und des Formeinsatzes auf Entformtemperatur
unter Beibehaltung der Kraft

4. Entformen des Bauteils durch Herausfahren des Formeinsatzes und
Substratplatte.
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Abb. 3-4 Schematische Darstellung des HeilRprageprozesses [96]

Alle Prozessschritte und Parameter, analysiert fur das Mikrohei3pragen am
IMT, sind in [94] ausfuhrlich beschrieben. Mit diesem Prageverfahren kdnnen
hohe Aspektverhaltnisse und kleinste Strukturdetails bis in den Nanometer-
bereich erreicht werden [97]. Aufgrund der Verwendung von dunnen Kunst-
stofffolien als Ausgangsmaterial ist das Vakuumheil3pragen besonders fur die
Abformung von grof¥flachigen und sehr dunnen Bauteilen geeignet [96, 98].
Durch diese Eigenschaften findet die Heil3pragetechnik Anwendungen im Be-
reich der Mikrooptik, Mikrofluidik insbesondere bei der Herstellung von
Mikrokapillarsystemen auf einem Chip oder auf einer Mikrotiterplatte [99].
Somit ist auch die Mikrostrukturierung von ebenen Platten wie CE-Chips in
sehr dunnen Polymerfolien, welche im Rahmen dieser Arbeit verwendet
werden, maoglich.

Ein weiteres Verfahren zur Herstellung komplexer mikrofluidischen Strukturen
ist das Mikrothermoformen. Das Thermoformen ist fur Anwendungen in der
Industrie z. B. im Bereich der Verpackungstechnik fur die Herstellung von
makroskopischen Komponenten gut etabliert. Das Mikrothermoformen wurde
am IMT zur Herstellung von dreidimensionalen Mikrostrukturen aus Polymer-
membranen [100] und zur Fertigung von polymeren Zellkulturtrager fur das
Tissue Engineering [101] entwickelt. Der besondere Vorteil dieses Verfahrens
liegt in der Mdglichkeit diinnste Kunststofffolien bearbeiten zu kénnen. Ahnlich
wie beim HeilRpragen werden hierbei thermoplastische Folien als Ausgangs-
material verwendet, die auf eine Temperatur im Glasubergangstemperaturbe-
reich erhitzt werden. Der metallische Formeinsatz wird bei diesem Verfahren
nicht wie beim HeilRpragen als Stempel, sondern nur als formgebendes Werk-
zeug eingesetzt, in das die verstreckte Folie eingeformt wird. Das Thermofor-
men hat gegenuber dem Heil3pragen den Vorteil, dass bei relativ niedriger
Umformtemperatur gearbeitet wird. Somit kdnnen Polymere mit sehr hoher
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Schmelztemperatur wie z.B. PEEK (334 °C) bei niedriger Temperatur
(180 °C) strukturiert werden. Aus diesem Grund wurde das Thermoformen als
ein Verfahren zur Strukturierung von dinnen CE-Folienchips aus dem teilkri-
stallinen Thermoplast PEEK weiter entwickelt.

3.2.3 Lasermikromaterialbearbeitung

Mit der Laserprozesstechnik ist sowohl Mikro- und Nanostrukturierung als
auch Oberflachenmodifizierung und Deckelung von polymeren Mikrokompo-
nenten moglich [102]. Fur die Materialklasse der Polymere bieten die Laser-
prozesse vielfaltige Mdglichkeiten zur direkten Mikrostrukturierung. Zu den
wichtigen Lasermikrobearbeitungsverfahren gehdren das Laserstrahlschnei-
den, -bohren, -schweilden und der Formabtrag. Bei der Laserstrukturierung
erfolgt eine lokale Erhitzung des Materials mittels Laser und daraus resultie-
render lokaler Verdampfung des Materials. Wichtige Laserparameter fur die
Wahl der Laserstrahlung sind zum ersten der Wellenlangebereich, zum zwei-
ten die zeitliche Lange des Laserpulses und zum dritten die Laserenergiedich-
te. Die Strukturauflésung wird durch die Wellenlange bestimmt, je kleiner die
Wellenlange, desto kleiner die Strukturauflosung. Durch die Dauer des Laser-
pulses wird der thermische Eintrag in das Material beeinflusst, je kirzer der
Laserpuls, desto geringer die thermische Belastung des Werkstoffs. Die La-
serenergiedichte bestimmt die Abtragsrate. Hohe Abtragsrate wird durch hohe
Energiedichte erreicht.

Am Institut fur Materialforschung (IMF-I, KIT) kommen zur Mikrostrukturierung
von Polymeren folgende Lasertypen zum Einsatz: CO,-, Nd:YAG- und
Excimer-Laser [90]. CO,-Laser werden zum grol3flachigen Bohren, Schweilden
und Schneiden von Polymeren verwendet. Sie sind sehr leistungsstark bzw.
besitzen eine hohe Pulsenergie. Planare CE-CCD-Chips aus PMMA wurden
durch CO.-Laserstrahlung hergestellt und mittels Laserdurchstrahlschweil3en
mit einer 40 um dicken PMMA-Folie gedeckelt [103, 104]. Fur den Decke-
lungsprozess wurde der kostenglnstige Diodenlaser (Wellenlange 940 nm)
gegenuber dem Nd:YAG-Laser als Strahlquelle bevorzugt eingesetzt. Die Her-
stellung von dreidimensionalen Mikrostrukturen aus Polymeren ist durch die
UV-Laserstrahlung moglich. Dabei werden zwei Typen von UV-Laserstrahl-
quellen werden unterschieden: Nd:YAG- und Excimer-Laser. Nd:YAG-Laser
werden zur Mikrostrukturierung von unterschiedlichsten Materialien wie z. B.
Metalle, Keramiken und Polymere verwendet, weil sie bei verschiedenen Wel-
lenlangen (532 nm, 355 nm, 266 nm) betrieben werden kdnnen. Sie finden
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Anwendung zum Schneiden von NiTi-Legierungen, Schweil3en von Stahl, zur
Herstellung von Formeinsatzen (Laser-LIGA) oder zum Abtrag von Polyimid
zur Herstellung von Mikrofluidik-Chips [102]. Excimer-Laser ermdoglichen
Strukturauflosungen im Submikrometerbereich. Sie gehdren zu den wichtigs-
ten Gaslasern, deren Wellenlange im ultravioletten Spektralbereich (Argonfluo-
rid-Laser 193 nm, Kryptonfluorid-Laser 248 nm) liegt [105]. Anwendungen fin-
det die Excimer-Laserstrukturierung insbesondere in der Lithographie, der di-
rekten Oberflachenstrukturierung, aber auch zur Reinigung von Oberflachen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Verfahren der Lasermikrobearbeitung zur
Fertigung von doppelseitig laserstrukturierten Folienchips aus PEEK zur
2D-CE (Kapitel 4.4.2) eingesetzt. Dinne PEEK-Folien wurden am IMF-I mit
einem KrF-Excimer-Laser mikrostrukturiert, wobei rechteckige Mikrokanale mit
einem Querschnitt 50 x 50 um? gefertigt werden konnten. AnschlieBend wur-
den sie durch Thermisches Bondverfahren dreilagig, d. h. jeweils mit einer
Boden- und einer Deckelfolie, gebondet.

3.3 Aufbau- und Verbindungstechnik

Die Aufbau- und Verbindungstechnik (AVT) spielt fur die Mikrosystemtechnik
eine groRe Rolle, denn sie ermdglicht es, Komponenten der Mikrostruktur-
technik und der Mikroelektronik zu kombinieren und sie in einem Mikrosystem
zu integrieren [106]. Die AVT stellt dabei hochste Anspriche an Material und
Methoden. Anforderungen wie Biokompatibilitdt der Materialien, Korrosionsbe-
standigkeit, Sterilisierbarkeit und Langzeitstabilitdt der Mikrosysteme sind in
der Medizintechnik beispielsweise bei den kunstlichen Implantaten von ent-
scheidender Bedeutung.

Bei der Deckelung von mikrofluidischen Strukturen fur den Einsatz in der
Analytik liegt das Problem darin, dass die zu verbindenden Bereiche und die
Mikrokanalbereiche sehr eng beieinander liegen. Folgende Anforderungen
sind dabei zu erfullen:

e Die Mikrokanale mit moglichst geringem oder keinem Totraum zu
verschliel3en.

e Eine dichte, lekagefreie und dauerhaft feste Verbindung zwischen den
mikrostrukturierten Bauteilen zu sichern.

e Das Beibehalten der Kanalgeometrie zu gewahrleisten.
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e Die verschlossenen Mikrokanale frei von Partikelverunreinigungen, die
die Funktionsfahigkeit des Fluidiksystems negativ beeintrachtigen kon-
nen, zu halten.

Ein Verbindungsverfahren wird als optimal betrachtet, wenn es zu einem
zuverlassiges Verschlielen einer oder mehrer mikrostrukturierten Kunststoff-
platten fuhrt, Beschadigungen der Kanalgeometrie vermeidet, keine Ver-
unreinigungen oder Klebstoffe in die Kanale einbringt, unabhangig von den
Strukturabmessungen ist und moglichst einfach und robust durchzufiihren ist.

Verschiedene Verbindungstechniken sind prinzipiell fur das Verbinden von
fluidischen Mikrostrukturen aus Polymeren geeignet: Das Kleben, das
Schweil3en und das Bonden.

3.3.1 Kleben

Das Kleben gehort zu einer der altesten Verbindungstechniken. Dieses Ver-
bindungsverfahren wird als stoffschlissiges Fligen von Bauteilen unter Ver-
wendung eines Klebstoffs definiert. Die Haftfestigkeit einer Klebeverbindung
basiert auf der Adhasion des Klebers an der Oberflache der Flugeteile und der
Kohasion im Inneren des Klebstoffes. Der Klebstoff haftet an der Fugeoberfla-
che durch physikalische oder chemische Wechselwirkungen und mechani-
schen Formschluss. Wichtig ist dabei, dass der Klebstoff nah genug an die
Oberflache des Fugeteils reicht, so dass die Adhasionskrafte wirken konnen.
Schmutzpartikel oder Fettschichten auf der Fugeoberflache konnen die Haf-
tung deutlich verringern. Somit werden beim Kleben hohe Anforderungen an
die Sauberkeit der Oberflachen gestellt.

Das Kleben gehort im Gegensatz zu Schweillen oder Bonden zu den warme-
armen Verbindungstechniken. Das Ausharten vom Klebstoff erfolgt meistens
bei Raumtemperatur, was Geflgeveranderungen und Spannungen in den FU-
geteilen verringert. Mit diesem Verfahren lassen sich gleich- und verschieden-
artiger Werkstoffe miteinander verbinden, sowohl verschiedene Kunststoffe
(Thermoplaste, Elastomere und Duroplaste) als auch Metalle. Hybrid-
Verbindungen zwischen Metall und Kunststoff sind somit auch madglich [107].
Verschiedene Klebeverfahren kommen inzwischen in der Mikrosystemtechnik
zum Einsatz. Bekannt dabei sind das Kapillarkleben, das Kammerkleben so-
wie das Losungsmittelkleben.

Das Kleben wird beim Verbinden einzelner mikrostrukturierten
Polymerschichten zu einem CE-Chip als kritisches Verfahren betrachtet. Beim
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Kapillarkleben beispielsweise ist die Verklebung sehr langer und schmaler
Mikrostrukturen (z. B. CE-Chips) kritisch, da der Kapillareffekt Gber die
notwendige Wegstrecke hinweg nicht ausreichen wirde. Schwierig ist dabei
aulRlerdem das Sichern der Kanalbereiche, die einerseits dicht verschlossen
werden mussen andererseits aber auch klebstofffrei bleiben mussen. Als
mdgliche Alternative zum Kleben kommen hierzu das Schweillen und das
Bonden in Frage.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Kleben zum Aufbringen von Reservoir-
struktur aus PMMA auf den thermisch gebondeten CE-Chips aus PC (siehe
Kapitel 4.6) eingesetzt. Hierbei ging es um das Verbinden von zwei glatten un-
strukturierten Fugeflachen, die kaum kritische Stellen beinhalteten. Fir diesen
Zweck konnte das Verfahren problemfrei eingesetzt werden. Zum Kleben wur-
de ein Kapillarklebstoff verwendet, der in wenigen Sekunden durch UV-Licht
bei Raumtemperatur aushartet. Zum Aufkleben der PEEK-Reservoirstruktur
auf den gebondeten Folienchips aus PEEK wurde Zweikomponenten-
Epoxidharzklebstoff genutzt, der das Kleben von nicht transparenten und
chemischresistenten Polymer, wie beispielsweise PEEK, problemlos ermog-
licht hatte.

3.3.2 Schweil’en

Gleiche oder ahnliche Werkstoffe kdnnen durch Schweillen miteinander ver-
bunden werden, wobei eine stoffschllissige Verbindung zwischen den zu fi-
genden Bauteilen durch lokales Aufschmelzen in der Fligezone und leichten
Druck entsteht. Aus den drei Kunststoffgruppen Duroplaste, Thermoplaste und
Elastomere lassen sich nur die Thermoplaste verschweilden, da nur sie in den
(thermoplastischen) Schmelzezustand Uberfihrt werden kénnen [107]. Zu den
fur polymere Mikrostrukturen geeignete Schweildverfahren zahlen das Ultra-
schallschweilen und Laserdurchstrahlschweil3en.

Das Ultraschallschweilden ist ein schnelles und fremdstofffreies Schweildver-
fahren, bei dem hochfrequente mechanische Schwingungen verwendet wer-
den. Dabei wird das Polymer in der Fugezone durch Zerstreuung mechani-
scher Schwingungsenergie lokal geschmolzen und eine Schweil3naht erzeugt
wird [108]. Um einen moglichst geringen Totraum im zu verschweillenden Ka-
nalbereich eines mikrofluidischen Systems zu haben, muss hier besonders
darauf geachtet werden, dass der Schweil3prozess moglichst nah an der Ka-
nalkante verlauft. Aufgrund der kurzen Zykluszeiten ist dieses Verfahren be-
sonders fur den Einsatz in der Serienproduktion geeignet.
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Am IMF-I wurde das LaserdurchstrahlschweiRen mit Hochleistungsdiodenlaser
zum Verbinden von laserstrukturierten oder abgeformten Fluidikstrukturen
entwickelt [104]. Beim Laserdurchstrahlschwei3en wurde ein opaker Kunst-
stoff, undurchlassig fur die Laserstrahlung, mit einer transparenten Kunststoff-
folie verschweildt. Zu diesem Zweck wurde eine Absorptionsschicht mit einer
Dicke von 3-5 nm, bestehend aus graphitischem Kohlenstoff, in die Flugeflache
eingebracht. Dabei wird die obere transparente Deckelfolie vom Laser durch-
strahlt und an der Oberflache des unteren opaken Polymersubstrats absor-
biert. Dadurch entsteht die flr das Verschwei’en bendtigte Warme, indem
eine lokale Erhitzung des Materials erfolgt. Dieses Verfahren wurde schon
zum Deckeln von CE-Chips, hergestellt aus dem transparenten Polymer
PMMA, eingesetzt [103]. Damit konnten Mikrokanadle mit einem Querschnitt
von 100 x 100 pm? mit einer 40 um dicken Deckelfolie aus PMMA verschweift
werden. Es wurde insgesamt eine gute Dichtigkeit und hohe Festigkeit der
Verbindungen erreicht. Nach Durchfihrung von CE-Messungen mit den laser-
verschweildten CE-Chips wurde aufgrund der aufgebrachten Kohlenstoffab-
sorptionsschicht eine Erhdhung des EOF in den Mikrokanalen beobachtet.
Beim Nachweis von Kationen wirkt sich dieser Effekt positiv auf die Trennung
aus, die Anionentrennung wird hingegen negativ beeinflusst.

3.3.3 Bonden

Neuartige Bondverfahren zum Verbinden von mikrostrukturierten fluidischen
und optischen Bauteilen aus Polymeren wurden in den letzten Jahren verstarkt
in den Funktionsbereichen der Optik und Mikrofluidik am IMT entwickelt. Dazu
zahlen insbesondere das UV-unterstitzte Bonden und das Thermische Bon-
den.

e UV-unterstutzte Bonden

Das UV-unterstitzte Bonden wurde zum Deckeln von fluidischen und
optischen Mikrostrukturen, hergestellt aus PMMA, entwickelt [109], das auf der
so genannten Photodegradation der Polymere basiert. Vor dem eigentlichen
Bondvorgang werden zunachst die zu verbindenden Polymeroberflachen mit
UV-Licht bei einer Wellenlange von 240 nm bestrahlt. Die Bestrahlung
verursacht Kettenbruche in der PMMA-Molekulstruktur, was zu einer Re-
duktion des Molekulargewichts des Polymers fuhrt. Damit wird die Glas-
Ubergangstemperatur im oberflachennahen Bereich des Polymers in
Abhangigkeit der eingesetzten Bestrahlungsdosis bzw. Bestrahlungszeit
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deutlich reduziert. AnschlieRend werden die beiden bestrahlten Substrate aus
PMMA unter Druck in Kontakt gebracht und bei einer niedrigen Temperatur
gebondet. Die typischen Prozessparameter waren wie folgt: UV-Dosis-
1,5 Jlcm?, Bondtemperatur fir PMMA-80 °C, Bonddruck-0,5 N/mm?, Bond-
dauer-5 min. Dieses Verfahren eignet sich sehr gut zum Bonden von
schmalen und tiefen Kanalen (<20 um), bei denen eine Deformation der
Kanalgeometrie die Strukturfunktion erheblich beeinflussen kann [110].

e Thermisches Bonden

Das thermische Bonden wurde am IMT zum Deckeln von planaren CE-Chips
mit unstrukturierten diinnen Deckelfolien entwickelt. Die Deckelung von sol-
chen mikrofluidischen Strukturen wurde bis zu diesem Zeitpunkt als ein Kkriti-
scher und schlecht reproduzierbarer Prozess bezeichnet. In [111] wurden alle
Prozessparameter zum Bonden von CE-Chips, hergestellt aus verschiedenen
Polymeren wie z. B. PMMA, PC, PS und COC, ermittelt, optimiert und zu-
sammengefasst.

Das thermische Bonden ist ein relativ einfaches und flexibles Verfahren, das
ohne Einsatz von Klebstoffen oder Losungsmitteln funktioniert. Dabei ist es
sehr gut geeignet zum Verbinden von mikrofluidischen CE-Strukturen in
mehreren Ebenen. Durch dieses Verfahren konnen gleichartige oder unter-
schiedliche Polymermaterialien mit ahnlicher Glasubergangstemperatur und
ahnlichem Viskositatsverhalten in der Schmelze unter Temperatur und Druck
thermisch miteinander verbunden werden. Die Thermoplaste lassen sich im
Gegensatz zu den Elastomeren und Duroplasten am besten mit diesem Ver-
fahren bonden, weil sie wahrend ihres gummielastischen Zustands in einem
bestimmten Temperaturbereich verformbar sind.

Bei thermischem Bonden werden mehrere mikrofluidischen Polymerstrukturen
zwischen zwei parallelen Heizplatten gelegt und innerhalb wenigen Minuten
zusammengepresst. Der Bondprozess kann sowohl unter Vakuum als auch
bei Raumbedingungen durchgefuhrt werden. Entscheidend flr bestmdgliche
Bondergebnisse ist die genaue Ermittlung der Prozessparameter: die Bond-
temperatur, der Bonddruck und die Bondzeit. Die Bondtemperatur wird knapp
unter der GlasUbergangstemperatur der zu verbindenden Polymeren einge-
stellt. Der Druck auf die gesamte Bondflache der Strukturen muss genau er-
mittelt werden. In der Regel treten bei zu hohem Druck und zu hoher Bond-
temperatur Verformungen der Mikrostruktur bzw. Deformationen der Kanal-

47



Material und Methoden

geometrie auf. Eine unzureichende Festigkeit der Bondverbindung tritt bei zu
niedriger Temperatur und zu geringem Druck auf.

Der Ablauf eines thermischen Bondverfahrens wird durch folgende Arbeits-
schritte beschrieben:

1. Vorbereitungsschritt: Die zu verbindenden mikrofluidischen Polymer-
strukturen mussen gereinigt werden, sie mussen staub- und fettfrei sein.

2. Bonden der Polymerstrukturen: 1) Aufheizen auf die Bondtemperatur;
2) Einlegen der Fugeteile in die Bondmaschine und Zusammenfahren
der beiden Heizplatten; 3) Aufbringen des auf die Bondflache ermittelten
Bonddruckes

3. Abkuhlung unter aufrechterhaltenen Druck bis eine formstabile Verbin-
dung erreicht ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das thermische Bondverfahren zum zeitglei-
chen Bonden mehrerer mikrostrukturierten Polymerschichten eingesetzt und
weiterentwickelt. Dadurch wurden CE-Folienchips auf PC-COC-Basis mit in-
tegrierter nanopordésen PCTE-Membran (siehe Kapitel 4.3.3) gebondet. Wei-
terhin wurde auf die ermittelten Bondparameter des Plasma unterstutzten
Thermobondverfahrens [25] zurickgegriffen und das Verfahren zum Bonden
von doppelseitig laserstrukturierten Chips aus PEEK (siehe Kapitel 4.4.3) op-
timiert und weiterentwickelt.
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4 Herstellung mehrlagiger CE-Strukturen aus
Polymeren

Neben Zuverlassigkeit und Funktion ist die preiswerte Herstellung von
mikrofluidischen Komponenten eine notwendige Vorrausetzung fur einen
Einsatz als Einwegprodukte, speziell fir Anwendungen in den medizinischen
und diagnostischen Bereichen. Alle an einer (bio-) chemischen Reaktion be-
teiligten Materialien und Substanzen mussen dabei Uber eine gute Biokom-
patibilitdt und ausreichende chemische Bestandigkeit verfugen [112]. Die
Herstellung der mehrlagigen mikrofluidischen Systeme wurde aus den Poly-
meren PC, COC und PEEK deswegen angestrebt, weil diese Kunststoffe die
Materialanforderungen erflllen.

Der entstandene Herstellungsprozess bei der Entwicklung mehrlagiger
CE-Strukturen wird in Kapitel 4 ausfuhrlich erklart. Eine Gliederung der
Fertigungsschritte wird in Abb. 4-1 gezeigt, wobei eine chronologische
Darstellung der durchgefuhrten Prozesse prasentiert wird.

Herstellung mehrlagiger CE-Strukturen aus Polymeren

Folienchips mit integrierter Membran Folienchips ohne integrierte Membran
auf PC-COC-Basis auf PEEK-Basis

Fertigungstechnologien / Mikrostrukturierung

Mikrofrasen | | Vakuumheil3pragen J Thermoformen | | Laser-
Mikrostrukturierung

Verbindungstechnik

Thermisches Bonden Plasmaunterstltztes
Thermisches Bonden

Aufbringen von CCD-Messelektroden
v

Aufbringen von Reservoirstrukturen
‘

Fertiger mehrlagiger Chip zur 2D-CE

Abb. 4-1 Gliederung der Fertigungsschritte beim Herstellungsprozess
mehrlagiger mikrofluidischen Systeme aus Polymeren

Im Folgenden werden die im Rahmen dieser Arbeit entworfenen Chipdesigns
beschrieben.



Herstellung mehrlagiger CE-Strukturen aus Polymeren

4.1 Designentwirfe fiir mehrlagige Chips zur 2D-CE

Zur Realisierung einer zweidimensionalen Kapillarelektrophorese (2D-CE)
wurden drei Designs fur mehrlagige CE-Chips entworfen (siehe Abb. 4-2).
Unter zweidimensionaler CE ist die Auftrennung eines Analytpfropfens in zwei
Schritten zu verstehen (siehe hierzu Kapitel 2.1.4). Damit kdnnen bei einer
unvollstandigen Separation der Testsubstanz nach der ersten Separation
einzelne Fraktionsgruppen ausgewahlt und Uber einen Sammelkanal (engl.
collection channel) in einen zweiten Trennkanal zur weiteren Auftrennung
ubergeleitet werden.

Alle drei Designs zeigen ein mehrlagiges Multikanalsytem, das entweder aus
drei- oder vier Mikrokanalen aufgebaut ist (siehe Abb. 4-2). Die in einer Ebene
strukturierten Injektions- (1-2) und Ausschleusekanale (5-6) werden durch eine
nanoporése Membran von den Separationskanalen (3-4; 7-8) der nachsten
Ebene abgetrennt. Durch diesen Aufbau soll ein kontinuierliches Nachflielien
des zu untersuchenden Analyten verhindert werden. Die Flussrichtung des
Analyten ist mit roten Pfeilen im System gekennzeichnet. Eine kontaktlose
Leitfahigkeitsdetektion (CCD) der aufgetrennten Substanz soll bei allen drei
Designs an zwei Stellen mit jeweils zwei Elektrodenpaaren nacheinander
erfolgen.
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Abb. 4-2 Design 1, 2 und 3 des mehrlagigen CE-Chips zur zweidimensionalen
CE, Analytflussrichtung ist in rot gekennzeichnet (Aufsicht)

Mit der dreikanaligen CE-Struktur nach Design 1 (Abb. 4-2) sollte untersucht
werden, wie die Injektion Uber die Membran in den Trennkanal (3-4) der
nachsten Ebene funktioniert und ob man ausgewahlte Fraktionen des auf-

50



Herstellung mehrlagiger CE-Strukturen aus Polymeren

getrennten Analyten in den Ausschleusekanal (5-6) Uberleiten kann. Das
Elektrodenpaar CCD 1 zeigt zunachst die Auftrennung des Analytpfropfens in
mehrere Fraktionen im Separationskanal an. Einzelne Fraktionen werden in
den Ausschleusekanal umgeleitet, so dass diese dann nicht mehr am Elektro-
denpaar CCD 2 erscheinen.

Der vierkanalige CE-Chip nach Design 2 (Abb. 4-2) soll die angestrebte zwei-
dimensionale Kapillarelektrophorese erméglichen. Uber den Injektionskanal
(1-2) wird die zu separierende Analytprobe in den ersten Separationskanal
(3-4) transportiert und aufgetrennt. Die erste Detektion erfolgt am Elektroden-
paar CCD 1. Ausgewahlte Fraktionen werden dabei aufgefangen und Uber den
Sammelkanal (5-6) in den zweiten Separationskanal (7-8) Ubergeleitet und
dort weiter separiert. Die zweite Auftrennung des aufgefangenen Analyt-
pfropfens erfasst das Elektrodenpaar CCD 2.

Der dreikanalige CE-Chip nach dem Design 3 soll mit dem vierkanaligen
System nach Design 2 verglichen werden (Abb. 4-2). Er ist so konzipiert, dass
nur im Injektionsbereich eine nanoporése Membran eingebaut wird und an der
Uberleitungsstelle zwischen beiden Trennkanalen (3-4) und (5-6) eine direkte
Fluidverbindung ermaoglicht wird. Dadurch leitet man im Vergleich zu Design 2
grollere Menge des aufgefangenen Analytpfropfens in den zweiten Separa-
tionskanal (5-6) Uber. Eine bessere Trennleistung und Peakauflosung in der
zweiten Dimension soll hierdurch erzielt werden.

4.2 Charakterisierung der nanoporosen PCTE-Membran

Zwischen die beiden mikrostrukturierten Schichten des mehrlagigen CE-Chips
soll eine Kernspurmembran aus Polycarbonat (engl. Polycarbonate Track
Etched Membrane, PCTE-Membran) integriert werden. Die Membran soll die
Fluidverbindung zwischen zwei ubereinander liegenden Kanalen sichern und
das Nachdiffundieren von Substanzen von einer zur nachsten Ebene ein-
schranken.

Diese Membrantypen werden in der Laborpraxis oft als Filtrationseinheiten
verwendet. In Abb. 4-3 sind zwei Membranfilter gezeigt, in denen Kernspur-
membrane verkapselt sind. Diese Spritzenaufsatzfilter kommen als Einweg-
produkt z. B. zur manuellen Probenreinigung, Partikelentfernung, Mikrofiltra-
tion von Analytldsungen oder Proteinmischungen zum Einsatz [113]. Sie
werden auch haufig bei der Zellkultivierung in der Zellbiologie verwendet.
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Abb. 4-3 Spritzenaufsatzfilter und PCTE-Membran der Firma GE Osmonics

Kernspurmembranen werden derzeit industriell aus den polymeren Materialien
Polycarbonat (PC), Polyethylenterephthalat (PET) und Polyimid (PI1) [114] her-
gestellt. Sie wurden in den 60er Jahre von der Firma General Electric zu-
nachst auf Silikatbasis, spater auf PC-Basis entwickelt [115]. Die PCTE-
Membran, die in dieser Arbeit zum Einsatz kam, wurde von der Firma
GE Osmonics (Minnetonka, USA) hergestellt. Solche Membrane werden mit-
tels lonenspurtechnologie (Track-etching) aus dem Standardpolymer Polycar-
bonat (Makrofol® DE) der Firma Bayer MaterialScience AG (Leverkusen,
Deutschland) erzeugt. Bei diesem Verfahren wird eine Polycarbonatfolie mit
einer Dicke von 6 bis 10 ym mit Argon- oder Xenon-lonen beschossen. Durch
die Durchdringung der Schwerionen wird die Polymerstruktur beschadigt und
es entstehen so genannte Kernspuren im Material. Danach werden die ge-
schadigten Stellen beispielsweise mittels KOH weggeatzt. Die Anzahl der Po-
ren ist abhangig von der Expositionszeit in der Strahlungsquelle, der Poren-
durchmesser hangt von der Atzdauer ab [116].

Diese Herstellungsmethode garantiert Membranen mit gleichférmigen zylindri-
schen Kapillarporen mit definierter Porengrof3e von ublicherweise 0,01 uym bis
20,0 ym und definierte Porendichte von 10 bis 10° Poren pro cm? (Abb. 4-4).
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Porendurchmesser

Xa ; E——

IMT/FZKJCD1_0408W_011 A19| g 2000 nm IMT/FZK JCD1_0408W_10a A2

Gleichférmige zylindrische Poren

Abb. 4-4 Aufsicht (links) und Querschnitt (rechts) der PCTE-Membran mit
PorengréfRen von 200 nm und einer Membrandicke von 10 um

Die glatte Oberflache dieser Membran ist fur die gute thermische Verbindung
der einzelnen Schichten des CE-Chips vorteilhaft und fir mikroskopische
Auswertungen geeignet. Die Membran bleibt thermisch stabil bis 140 °C,
autoklavierbar ist sie bei 120 °C. |hre hohe Warmebestandigkeit ermoglicht
den Einsatz des thermischen Bondens als Verbindungstechnik bei der Herstel-
lung mehrlagiger CE-Chips anzuwenden.

Die diunne Membran ist sowohl chemisch als auch mechanisch sehr bestan-
dig. Sie ist hydrophil, biologisch innert, nicht elektrisch leitend, von wassrigen
Losungen benetzbar, proteindurchlassig und somit generell fir chemische und
biologische Analysen gut geeignet. Aufgrund ihrer Eigenschaften findet sie
breites Anwendungsspektrum, das von Chemotaxistudien Uber Getrankeana-
lysen, Sterilitatstests, Zellkultur-/Zellbiologie, Bioassays, Zytologie, Umwelt-/
Luftanalysen bis zu Anwendungen bei Epifluoreszenz reicht.

Die Struktur von PCTE-Membranen aus Makrofol wird in [117] auf die Sym-
metrie der Porengeometrie untersucht. Studiert werden dabei Poren mit einem
Durchmesser von 30 nm, wobei festgestellt wurde, dass bei kleineren Poren-
durchmessern héhere Asymmetrie und Uberschneidungen der Poren in der
Tiefe auftreten. Durch die lonenspurtechnologie kann in Folge von ,Doppelbe-
schissen“ keine ideale Porengrofdenverteilung auf der Membranoberflache
erreicht werden [116].

Deswegen wurde die in dieser Arbeit verwendete Membran auf bestehende
Uberschneidungen der einzelnen Porenstrukturen untersucht, welche eine
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nachteilige Auswirkung auf eine dichte Verbindung zwischen Kanal und
Membran haben kénnten. In Abb. 4-4 links beobachtet man minimale Uber-
schneidungen bei einer Porengrdéfie von 570 nm, die sich als unkritisch fur das
zuverlassige Bonden von den drei Polymerschichten erwies.

4.3 CE-Folienchips mit integrierter Membran auf PC-COC-Basis
4.3.1 Mikrofrasen

Die zunachst getesteten CE-Strukturen (nach Design 2) wurden zu Beginn
dieser Arbeit in kleinen Stiickzahlen direkt aus dem Polymer Makrofol® DE 6-2
gefrast (Abb. 4-5, vergleiche Abb. 4-2 Design 2). Bei den durchgeflhrten
CE-Messungen zur Chipfunktion, vorgestellt in Kapitel 5.3, wurde festgestellt,
dass die grolkere Rauhigkeit der Kanalwande bei den gefrasten Chips, vergli-
chen mit abgeformten Chips, das Signal-Rausch-Verhaltnis beeinflusst. Im
Gegensatz zu den gemessenen Rauhigkeitswerte bei den abgeformten Chips
(Ra~ 0,03 ym) waren die gemessenen Rauhigkeitswerte bei den gefrasten
CE-Strukturen (R, ~ 0,2 um) um den Faktor 6 groRer (vergleiche Abb. 4-5 mit
Abb. 4-9 D).

Die gemessenen Signalrauschwerte bei den gefrasten Kanalen (ca. 30 pV)
waren im Vergleich zu den gemessenen Signalrauschwerten der abgeformten
Chips im Durchschnitt um den Faktor 3 groer (ca. 10 yV). Die entsprechen-
den Messkurven hierzu werden in Kapitel 5.3.2 diskutiert (vergleiche Abb. 5-11
der abgeformten Chips mit Abb. 5-15 der gefrasten Chips).

IMT/FZK JCD1_0406W_005 A1

Abb. 4-5 Mikrogefraste Kanalkreuzung 50 x 50 pm? (links), eingearbeitete
mikrogefraste Membrantasche von ca. 5 um Tiefe (rechts) aus
Makrofol DE 6-2
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4.3.2 Abformung durch Heil3pragen

Um eine kostengunstige Herstellung der oben dargestellten mehrkanaligen
CE-Strukturen zu ermdglichen, wurde die Abformtechnik des Vakuumheil3pra-
gens eingesetzt. Verwendet wurde die Heillprageanlage HEXO3et der Firma
Jenoptik Mikrotechnik (Abb. 4-6). Dieser Anlagentyp ist fur die Abformung der
CE-Strukturen aufgrund der hochprazisen Kraft-Weg-Regelung und des flexib-
len Steuerungssystems besonders geeignet. Bei diesem Typ HeilRprageanlage
ist das Stammwerkzeug in die Maschine integriert, lediglich der Formeinsatz
ist durch einfache und schnelle Montage austauschbar. Durch eine hochaufl6-
sende Kraftmessdose werden die auftretenden Krafte im Prageprozess direkt
im Kraftfluss der Anlage erfasst. Dank der Maschinensteuerung auf der Basis
einer Programmiersprache konnen die Prozessparameter noch wahrend des
HeilRpragevorgangs verandert werden [96]. Durch die Flexibilitat einer pro-
grammbasierten Steuerung sowie der Integration eines Stammwerkzeugs mit
Heiz- und Kuhlelementen eignet sich das Maschinenkonzept sowohl fur das
klassische Vakuumheil3pragen als auch fur thermisches Bonden oder Thermo-
formen von Polymerfolien [100, 101] sehr gut.

Kraftmessdose

Formwerkzeug
Substrat
Vakuumkammer

PC-Steuerung

Abb. 4-6 Heillprageanlage HEXO03et der Firma Jenoptik Mikrotechnik

Die fur das HeilRpragen bendtigten Formeinsatze aus Messing wurden mittels
Mikrozerspanen von der Arbeitsgruppe Mikrozerspannung des Instituts fur
Mikroverfahrenstechnik (IMVT, KIT) hergestellt. Abb. 4-7 zeigt das nach De-
sign 1 konzipierte Formwerkzeug (siehe dazu Abb. 4-2). Die obere Halfte des
Formeinsatzes (1) enthalt den Separationskanalsteg, die untere Halfte (2) die
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beiden Injektions- und Ausschleusekanalstege (siehe Abb. 4-7). Jede der bei-
den Halften wird nach der Abformung in Kunststoff als einzelne Schicht
eines mehrlagigen Polymerchips betrachtet. Beide Komponenten werden in
einem Pragezyklus abgeformt und fur die weitere Bearbeitung mechanisch
voneinander getrennt (siehe hierzu Kapitel 4.3.3).

MT/FZK, JCO1_0406W_001 AB |

Abb. 4-7 Mikrogefraster Formeinsatz aus Messing (Chipdesign 1)
(1) Obere Halfte: Separationskanalsteg
(2) Untere Halfte: Injektions- und Ausschleusekanalsteg
(3) Ausschnitt des Formeinsatzes im Reservoirstrukturbereich
(4) Kanalsteg mit Querschnitt von 50 x 50 ym?

Abb. 4-7 stellt einen Ausschnitt des Formeinsatzes im Reservoirbereich (3)
und dessen Ubergang zum Kanalsteg (4) mit einem Querschnitt von
50 x 50 ym? dar. In friiheren wissenschaftlichen Arbeiten am IMT wurde dieser
Kanalquerschnitt als optimal fur CE-Trennungen mit CCD beschrieben [25].
Grolere Kanalquerschnitte konnen zu thermischen Problemen fuhren, kleine-
re Querschnitte wirden beim verwendeten Messprinzip zu einer geringeren
Empfindlichkeit fuhren. Deswegen wurden alle Mikrokandle in dem hier
beschriebenen mikrofluidischen System mit dem oben genannten Kanal-
querschnitt entworfen und abgeformt. Der Boden des abgeformten Reservoir-
bereichs wird durchstof3en und die eigentliche Reservoirstruktur wird in einem
nachsten Fertigungsschritt auf dem gebondeten mehrlagigen Chip aufgeklebt
(vergleiche hierzu Kapitel 4.6).

Beim Entwurf des ersten Formeinsatzes nach Design 1 wurde angenommen,
dass die Dicke der nanoporésen Membran (~ 8 um) ausreichend gering sei,
um sie direkt zwischen den mikrostrukturierten Polymerschichten integrieren
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zu koénnen. Nach den ersten Bondergebnissen (siehe 4.3.3.3, Abb. 4-19) wur-
de festgestellt, dass die Membran an ihrem Rande nicht richtig gebondet wird
und eine reproduzierbar dichte Verbindung zwischen den Schichten nicht si-
chergestellt werden kann. Zur optimalen Integration der nanoporésen Memb-
ran zwischen der unteren und oberen Schicht eines mehrlagigen Chips wur-
den deswegen spezielle Taschen in den Kanalkreuzungsbereichen der beiden
folgenden Chipdesigns 2 bzw. 3 gefertigt.

Der entworfene Formeinsatz aus Messing nach Design 2 (siehe dazu
Abb. 4-2) wird in Abb. 4-8 dargestellt. Ahnlich wie bei Design 1 sind hier in der
unteren Halfte des Formeinsatzes die Kanalstege fur den kurzen Injektions-
und Ausschleusekanal enthalten. Der Unterschied zum ersten Formeinsatz ist
hier, dass die obere Halfte des Werkzeugs zwei lange Kanalstege fur die Se-
parationskanale mit zwei eingearbeiteten Taschenformen (Abb. 4-8 (1)) fur die
Membran beinhaltet.

Abb. 4-8 Gefraster Formeinsatz aus Messing nach Design 2; (1) Erhabene
Taschenform fur eine Membran durch einen Separationskanal (rechts)
und zwei Separationskanale (links)

Die erhabenen Taschenformen mit einem Durchmesser von 4 mm und einer
Hohe von 5 ym konnten einwandfrei durch Mikrofrasen auf den beiden Form-
einsatzen aus Messing strukturiert werden. Im Detail wird in Abb. 4-9 A und B
die eine Variante der Taschenform durch einen Kanalsteg gezeigt. In Abb. 4-9
C und D ist die in PC abgeformte Membrantasche zu erkennen. Auf Abb. 4-9
B beobachtet man kleine Spanreste am Taschenrand, die nach der mikrome-
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chanischen Bearbeitung des Abformwerkzeugs aus Messing verblieben sind.
Alle verwendeten Formeinsatze wurden sorgfaltig vor dem eigentlichen Ab-
formprozess im Ultraschallbad gereinigt. Wahrend des ersten Heil3pragevor-
gangs wurden die restlichen Grate an den Randern der Taschenformen und
der Kanalstege mit der Kunststofffolie entfernt.

Abb. 4-10 A stellt die zweite Variante der erhabenen Taschenform dar, die
durch zwei Mikrokanalstege verlauft. Die in PC abgeformte Membrantasche
durch zwei Trennkanale wird in Abb. 4-10 B gezeigt. Man beobachtet ins-
gesamt gelungene Abformungen der Membrantaschen mit guter Oberflachen-
qualitédt. Bei dem anschlieBenden thermischen Bondprozess zur Herstellung
mehrlagiger CE-Chips wurden die nanoporésen Membranen in die ab-
geformten Taschen genau positioniert und mit den zwei mikrostrukturierten
Polymerfolien als Sandwich zusammengebondet. Nach einer Optimierung der
Bondparameter konnten insgesamt 15 Chips erfolgreich hergestellt werden
(siehe hierzu Kapitel 4.3.3).

Abb. 4-9 A: Erhabene Taschenform mit einem Durchmesser von 4 mm und einer
Hohe von 5 um auf dem Formeinsatz aus Messing; B: Erhabener
Taschenrand und Kanalsteg 50 x50 pym?% C: In PC abgeformte
Membrantasche durch einen Separationskanal, D: Abgeformter
Taschenrand mit einer Hohe von 5 pm
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(IMT/FZK JCD1_0406W_007 A1 | 1000 pm

Abb. 4-10 A: Erhabene Taschenform mit einem Durchmesser von 4 mm und einer
Hohe von 5pum auf dem Formeinsatz aus Messing; B: In PC
abgeformte Membrantasche durch zwei Separationskanale

Bei dem mikrogefrasten HeilRpragewerkzeug nach Design 3, gefertigt aus
Messing, ist in Abb. 4-11 (1) die erste Variante der Membrantasche durch
einen Separationskanal dargestellt. Eine detaillierte Ansicht der Taschenform
zeigt Abb. 4-9 B. Der andere wichtige Bereich bei diesem Design ist die
orthogonale Kreuzung der beiden langen Separationskanale, die in
Abb. 4-11 (2) zu sehen ist. Fertigungsbedingt entstehen bei der Mikro-
zerpanung in diesem Kreuzungsbereich abgerundete Ecken mit einem Radius
von 30 um. Durch die Geometrie der Kanalkreuzung vergréfert sich an dieser
Stelle das Volumen des aufgefangenen Analytpfropfens, das wahrend einer
CE-Messung in den zweiten Separationskanal Uberleiten werden sollte
(vergleiche Design 2, Abb. 4-2). Die zwei sich kreuzenden Kanale mit einem
Querschnitt vom 50 x 50 um? wurden mit guter Qualitat in PC und COC
abgeformt (Abb. 4-11 (2) rechts).

Zusatzlich zu den Mikrokanalstegen, Taschenformen und Reservoirstrukturen
wurden in den vorgestellten Abformwerkzeugen auch mehrere kleine Mikro-
saulen eingefrast. Eine Saulenstruktur mit einem Durchmesser von 2 mm und
Hohe von 100 um ist in Abb. 4-11 (3) nahe am Kanalkreuz beider Trennkanale
zu erkennen. In den nach der Abformung entstandenen Ldchern im Chip
werden Stifte eingefuhrt, die zur Positionierung der Schattenmaske beim
Besputtern der CCD-Elektroden dienen (siehe dazu Kapitel 4.5, Abb. 4-28).
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3)

Abb. 4-11  Gefraster Formeinsatz aus Messing nach Design 3; (1) Erhabene
Taschenform mit Héhe 5 ym durch einen Separationskanal (s. dazu
Abb. 4-9), (2) Mikrogefraste Kanalkreuzstruktur (links) und
in PC abgeformtes Kanalkreuz zweier Separationskanale mit
Kanalquerschnitt 50 x 50 um? (rechts), (3) Mikrogefraste Saulenstruktur
mit einem Durchmesser von 2 mm und Héhe von 100 um

Ausschlaggebend fur die Polymerauswahl in dieser Arbeit war eine ahnliche
Glasubergangstemperatur mit der kommerziell erhaltlichen PCTE-Membran,
um eine zuverlassige thermische Verbindung zwischen den Ebenen sichern zu
konnen. Die eingesetzten Polymere PC vom Typ Makrofol DE 6-2
(Tg =140 °C) und COC vom Typ Zeonor® Film ZF 14-188 (Tg=138 °C ) geho-
ren zu den amorphen Thermoplasten, die sich in der Regel sehr gut durch Ab-
formtechiken strukturieren lassen [87].

Um eine ausreichende Messempfindlichkeit flr die CCD-Detektion erreichen
zu koénnen, sollten die einzelnen Schichten des Multikanalsystems eine Dicke
von 150 um nicht Uberschreiten, da die Messempfindlichkeit vom Abstand
zwischen dem Detektor und dem Kanal beeinflusst wird (Abb. 4-12 C). Um
eine bessere Messempfindlichkeit zu erzielen, musste dieser Abstand
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verringert werden. Beim Abformungsprozess wurde deswegen eine moglichst
kleine Restschicht der heiRgepragten Strukturen angestrebt.

> j" D ’__" {1 ye|  A:Chipdesign

B : Erste Polymerschicht

CCD-Elektroden

C : Seitenansicht

Trennkanal

) T i
50 um
120 -150
Abstand zum l 50 ym Hm
Detektor P
70 -100 pm 1
[

|
CCD-Elektroden

Abb. 4-12 Schema einer abgeformten Kanalstruktur in Polymerfolie mit von unten
aufgesputterten CCD-Elektroden: A-Aufsicht des Designs eines
mehrlagigen Chips; B-Ausschnitt der ersten Polymerschicht im
Detektionsbereich; C-Seitenansicht der ersten Schicht mit Abstand zum
Detektor

Die CE-Kanalstrukturen wurden in 150-200 um dicke PC- und COC- Substrat-
folien mit einer ca. 30-50 um dicken Restschicht abgeformt. Dabei konnten
Folienchips mit einer Dicke von insgesamt 120-150 ym erzeugt werden, dar-
aus ergibt sich bei einem 50 um tiefen Kanal ein Abstand von 70 bis 100 ym
zu dem Detektor (sieche Abb. 4-12 C). In Abb. 4-12 B ist die erste Polymer-
schicht eines mehrlagigen Chips im Detektionsbereich schematisch gezeigt,
die nach Chipdesign 1 (Abb. 4-2) aus einem Trennkanal besteht. Die ideale
Dicke von 100 ym far den Folienchip und 50 um Abstand zu dem Detektor
konnte mit Abweichungen im Material von 8 um erreicht werden.
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4.3.3 Verbindungstechnik: Thermisches Bonden in drei Lagen

Als nachster wichtiger Fertigungsschritt fur die Herstellung von mehrlagigen
CE-Chips ist das thermische Bondverfahren zu betrachten. Diese Art Verbin-
dungstechnik wurde am IMT (Institut fur Mikrostrukturtechnik, KIT) zum Bon-
den von verschiedenen mikrofluidischen Analysesystemen erforscht und ist fur
solche Prozesse gut etabliert. Eine Vielzahl von wissenschaftlichen Arbeiten
[25, 111, 118, 119] beschreibt diese Verbindungstechnik als gut geeignet zur
klebstoff- und 16sungsmittelfreien Deckelung von mikrostrukturierten Bauteilen
wie z. B. Mikrosysteme mit integrierten weichmagnetischen Strukturen [120]
oder polymere mikrofluidische Systeme mit integrierten Wellenleitern [110].

In dieser Arbeit wurde ein thermisches Verbindungsverfahren zum Bonden
von mehrlagigen CE-Strukturen mit integrierter Membran entwickelt. Die Bond-
parameter fur die Materialien PC, COC und PEEK wurden soweit optimiert,
dass eine auf Dauer dichte und zuverlassige Verbindung zwischen den struk-
turierten Schichten ohne Kanaldeformationen entstand (vergleiche Kapitel
4.3.3.3).

4.3.3.1 Zugversuche mit Polycarbonat-Folien

Bei den Untersuchungen von Haftkraften und Verbindungsfestigkeiten werden
Scher- oder Zugversuche eingesetzt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden axiale
Zugversuche zum Test von entstandenen Polymerverbindungen durchgefihrt.
Bei einem axialen AbreilRversuch werden die Proben durch Zugkrafte parallel
zur Verbundflache bis zum Bruch belastet. Die Proben definierter Geometrie
werden zwischen die Backen einer Zugprifmaschine gespannt und anschlie-
Rend unter einachsiger Belastung bis zur Auflésung der Kunststoffverbindung
verformt. Die Zugkraft F wird dabei als Funktion der Langenanderung AL, be-
schrieben in Formel 4.1, aufgezeichnet.

AL =L - Lo 4.1)

L, Ausgangsmesslange

L jeweilige Messlange

AL Langenanderung

Die Zugfestigkeit R, ist die Spannung, die im Augenblick des Reil3ens aus der

maximal gemessenen Zugkraft bezogen auf den Probenquerschnitt errechnet
wird [121]. Diese wird aus der Gleichung 4.2 bestimmt:
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F max
SO

Rm = (4.2)

Fmax maximal gemessene Zugkraft

So Ausgangsquerschnitt

Zur Uberpriifung der Verbindungsfestigkeit wurden Zugversuche von
gebondeten Proben aus PC mit einer Universalprifmaschine vom Typ Instron
4505 (Instron GmbH, Darmstadt, Deutschland) am IMT durchgefuhrt. Es
wurde untersucht, welchen Einfluss die Oberflachenplasmabehandlung des
Polymers auf die Bondfestigkeit der thermisch gebondeten PC Proben hat.

Alle Zugproben aus PC mit einer Bondflache von 400 mm? wurden bei exakt
gleichen Parametern (Temperatur, Druck, Zeit) gebondet. Die Prozessparame-
ter sind: Bondtemperatur - Tg = 138 °C; Bonddruck - pg = 3,6 N/mm?, Bondzeit
- ts = 5 min. Die vorbereiteten Proben wurden anschlieend zwischen zwei
Probenhalter aus Kupfer, die so genannten Zugprifzylinder, mit einem Kleb-
stoff vom Typ DELO-CA®2153 (DELO Industrie Klebstoffe, Landsberg,
Deutschland) aufgeklebt. Eine gute Klebeverbindung zwischen Probe und
Probenhalter wurde erreicht, indem alle Klebeoberflachen, sowohl die der Po-
lymerprobe als auch die des Zugprufzylinders, durch Sandstrahlen mit Edelko-
rund (60-120 um) aufgeraut wurden. Dies fuhrte dazu, dass beim Ziehen der
Proben kein Bruch in der Klebeflache zwischen Kunststoffprobe und Kupfer-
prufzylinder sondern in der Bondflache des Polymers stattfand. Dadurch kann
eine nahezu realistische Aussage Uber die Verbindungsfestigkeit gemacht
werden.

Die Plasmavorbehandlung der PC-Proben mit Argon-, Sauerstoff- und Stick-
stoffgas fanden am Institut fur Biologische Grenzflachen (IBG, KIT) in einer
Plasmaanlage vom Typ AMR 80 (Plasma Technology, Bristol, UK) statt. Fol-
gende Prozessparameter wurden verwendet: Prozessdruck: 0,3 mbar
(200 mTorr); Generatorleistung: 240 W; Gasfluss: 50 sccm und Prozesszeit:
10 Minuten. Die UV-Bestrahlung der Proben erfolgte 40 min mit einer Leistung
von 1 mW/cm? bei 240 nm Wellenlange.

Eine Oberflachenbehandlung oder eine Beschichtung im Plasma ermdglicht
die Optimierung der Oberflacheneigenschaften eines Polymers. Dadurch
werden die Benetzungs- und Adhasionseigenschaften an der Oberflache eines
Kunststoffs verbessert ohne beispielsweise seine Volumeneigenschaften zu
beeintrachtigen. Durch Plasma modifizierte Oberflachen sorgen fur eine
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Festigkeitssteigerung oder eine Erhdhung der thermischen Leitfahigkeit eines
Polymers [122]. Sauerstoff- und Stickstoffgase werden meistens zur che-
mischen Modifizierung der Oberflache angewendet. Das Edelgas Argon wird
eher zur physikalischen Modifizierung eingesetzt.

Die aus den maximal gemessen Zugkraften berechnete Zugfestigkeit ist in
Abb. 4-13 dargestellt. Infolge von Kettenbrichen und daraus resultierende
Reduzierung des Molekulargewichts des Polymers an der Oberflache durch
eine Plasmavorbehandlung ist eine erhohte Festigkeit bei den vorbehandelten
Proben zu erwarten. Die ermittelten Zugfestigkeiten bei den vorbehandelten
Proben zeigten hingegen eine geringere Verbindung im Vergleich zu
unbehandelten Proben. Der berechnete Mittelwert bei den unbehandelten
PC-Proben wurde auf 8 N/mm? ermittelt. Bei den mit Sauerstoff vor-
behandelten Proben wurde im Unterschied hingegen einen Mittelwert von
4.2 N/mm? berechnet.

Zugversuche von PC (Bondflache 400 mmz)

12

10 - w—
8

max. Zugfestigkeit [N/mn?]
(o))
'—

unbehandelt UV-bestrahlt Ar-Plasma N-Plasma O-Plasma

Abb. 4-13  Einfluss von Oberflachenbehandlungen auf thermisch gebondeter
PC-Proben (Bonddruck: 3,6 N/mm?, Bondtemperatur: 138 °C,
Bondzeit: 5 min fur alle Proben)

In [123] werden die Modifizierungseffekte vom PC bei einer Plasmabehand-
lung mit Sauerstoff und Argon untersucht. Die berichteten Ergebnisse fuhren
zu keiner wesentlichen Haftfestigkeitssteigerung bei plasmavorbehandelten
PC-Proben, was ebenfalls die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergeb-
nisse bestatigt. Eine Begrindung fur diese Resultate kdnnte in der Struktur
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des Polymers liegen. Wahrend einer Plasma-Vorbehandlung koénnen die
COO-Gruppen in der Polymerkette vom PC abgespalten werden und dadurch
Primarradikale entstehen, die keine feste Bindung zur Polymermatrix haben.
Somit bildet sich eine schwach gebundene Grenzschicht, die zu einer mangel-
haften Modifizierungseffektivitat bei PC fuhrt [123].

Infolge der oben resultierenden Ergebnisse wurden alle in dieser Arbeit
gebondeten mehrlagigen PC-Chips mit integrierter nanoporésen Membran
ohne Plasmabehandlung gefertigt. Dies erwies sich insofern als vorteilhaft, als
dass dadurch ein zusatzlicher Arbeitsprozess bei der Herstellung von mehr-
lagigen CE-Chips entfiel.

Die einzelnen Aufbau- und Verbindungsschritte der mehrlagigen CE-Struk-
turen mittels thermischem Bondverfahren werden folgend in Kapitel 4.3.3.2
ausfuhrlich beschrieben.

4.3.3.2 Aufbau- und Verbindungsprinzip des mehrlagigen Fluidsystems

Alle direkt gefrasten und abgeformten CE-Chips wurden nach dem in
Abb. 4-14 dargestellten Aufbau durch thermisches Bonden miteinander ver-
bunden. Die Bondparameter (Temperatur, Druck, Zeit) wurden fir die Polyme-
re PC und COC optimiert, so dass die mehrkanaligen Teststrukturen in ein,
zwei- bzw. drei Lagen einwandfrei gefertigt werden konnten. Dieses Verbin-
dungsverfahren hat den grof3en Vorteil I6sungsmittelfrei und ohne jegliche
Klebstoffe zu erfolgen und ist deswegen fur die Herstellung von CE-Strukturen
besonders gut geeignet.

Abb. 4-14 Aufbau eines dreilagigen abgeformten CE-Chips aus PC und COC
nach Design 1 (links) und Design 2 (rechts)
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Die identische Grofle der einzelnen Schichten ermoglicht es, das Multikanal-
system beim Zusammenlegen genau positionieren zu kdénnen. Die auf Mafl
geschnittene PCTE-Membran wurde Uber markierte Punkte genau am Kanal-
kreuzungsbereich eingebracht.

Fur die Durchfihrung der thermischen Bondprozesse kam eine Blrkle Presse,
Modell LAT 6.0 (Burkle Process Technologies, Freudenstadt / Abb. 4-15) zum
Einsatz. Rechts auf dem Bild befindet sich die Maschinensteuerung der Anla-
ge, links ist der gedffnete Werkzeugschacht (1) in der Abb. 4-15 gezeigt. Das
Pneumatiksystem (2) besteht aus einem Pneumatikzylinder, einen bewegli-
chen Presstisch und den beiden Heiz-/Kuhlplatten. Dieser Teil der Anlage er-
zeugt den notwendigen Pressdruck flr den Bondprozess, wobei eine Pneuma-
tiksteuerung den eingestellten Druck im System konstant halt. Im Pneumatik-
schrank (4) sind die fur die Pneumatiksteuerung notwendigen Einrichtungen
eingebaut. Der Schaltschrank (3) als dritte Komponente dient zur elektrischen
Steuerung der Anlage. Er wird in Temperaturregeleinheit, Druckanzeige, Zeit-
relais und Bedienfeld fur die Kuhlung unterteilt. Wahrend des Bondprozesses
werden sowie die angegeben Soll- und die Istwerte der Bondtemperatur als
auch der Bonddruck automatisch gesteuert und kontrolliert.

Abb. 4-15 Bondanlage der Firma Burkle, Modell LAT 6.0, (1) Werkzeugschacht
mit unterer und oberer Heizplatte, (2) Pneumatiksystem,
(3) Schaltschrank, (4) Pneumatikschrank
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Diese pneumatisch betriebene Anlage eignet sich flur die Verpressung von fla-
chigen Pressmaterialien unter Temperatur und Druck und ist speziell fir Mate-
rial- und Flietestversuche entwickelt worden. Im Bereich der Herstellung
kleinflachiger mikrofluidischer Bauteile u. a. speziell bei der Deckelung von
Kapillarelektrophorese-Chips aus den verschiedenen Polymeren PMMA, PC,
COC, PS, PEEK wurden die Prozessparameter flr diese Presse entwickelt
und optimiert [111, 124].

Der Versuchsaufbau bei einem thermischen Bondverfahren eines dreilagigen
Folienchips erfolgt wie in Abb. 4-16 dargestellt. Der ganze Prozess findet im
Werkzeugschacht der Bondanlage (siehe Abb. 4-15 (1)) statt. Dort befinden
sich die untere und obere Heizplatte, gekennzeichnet in Abb. 4-16 mit (1). Fur
eine gleichmaliige Druck- bzw. Kraftverteilung auf die Probenflache wird hier-
bei eine Kautschukeinlage (2) verwendet. Damit die Kautschukeinlage bei dem
hohen Pressdruck haften und nicht platt gedruckt werden kann, wird eine dun-
ne Stahlfolie (3) aufgelegt. Die mikrostrukturierten Folienchips (5) mit den ex-
akt positionierten PCTE-Membranen (6) werden zwischen zwei Polypropylen-
folien (4) gelegt, um eine glatte und transparente Oberflache der gebondeten
CE-Chips zu erhalten. Die Verwendung einer zusatzlichen Stahlfolie (3) auf
der Polypropylenfolie (4) verhindert eine Abbildung der rauen Heizplattentextur
auf der Polymerstruktur.

L4l

() ——

(3 ——= [

(5)
© | ' e I
@) — = (4)
@ -
(1) ——

ttt 11t

Druck und Warme

Abb. 4-16 Versuchsaufbau beim thermischen Bonden eines dreilagigen
Folienchips, (1) Heizplatten, (2) Kautschukeinlage — 5 mm dick,
(3) Stahlfolie — 0,5 mm dick, (4) Polypropylenfolie — 0,1 mm dick,
(5) mikrostrukturierte Polymerfolie — 0,16 mm dick,
(6) PCTE-Membran — 0,008 mm dick
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Beim Bonden von mehrlagigen CE-Chips mit integrierter PCTE-Membran ist
zu beachten, dass:

e die einzelnen mikrostrukturierten Schichten der Folienchips exakt zuein-
ander positioniert sind,

e die integrierte nanoporése PCTE-Membran richtig in der Membranta-
sche zwischen den Mikrokanalen sitzt und beim Versuchsaufbau nicht
seitlich verrutscht,

e die optimierten Bondparameter (Temperatur, Druck, Zeit) ausreichend
fur eine dauerhafte Verbindung der einzelnen Lagen sind, dabei aber die
Membranporen und die Kanalgeometrie nicht zerstoren.

4.3.3.3 Bondergebnisse

Ermittlung der Bondparameter

Die Ermittlung der Bondparameter ist von entscheidender Bedeutung fur das
Verbinden der einzelnen strukturierten Lagen in einem polymeren CE-Chip.
Fur die Versuchsdurchfuhrung in der Anlage Burkle sollte eine zusatzliche
Umrechnung durchgefuhrt werden. Nach der Formel 4.3 wurde der Bonddruck
ps in den Kolbendruck px umgerechnet und als eigentlicher Presssolldruck
bestimmit.

AB
AK

Px = Ps (4.3)

Aus Formel 4.3 resultiert Formel 4.4, worin die Formel fUr die Berechnung der
Kolbenflache Ak des Pneumatikkolbens der Anlage eingesetzt wird.

pK :pB T (44)

Aus Formel 4.4 wurde mit den unten vorgegebenen GroRen den notwendigen
Kolbendruck bzw. den Solldruckwert fur das Bonden eines mehrlagigen
CE-Chips berechnet:

e Bondflache: Ag = 1710 mm? (95 mm x 18 mm) -
gleich fur alle Chips
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e Bonddruck: ps=5,6 N/mm? bei PC und COC:;
ps = 3,7 N/mm? bei PEEK

¢ Kolbendurchmesser: dx =320 mm

e Kolbenflache: Ay = 80384 mm?

e Kolbendruck: pk=0,12 N/mm? bei PC und COC;

px = 0,08 N/mm? bei PEEK

Die Tab. 4-1 zeigt die ermittelten Prozessparameter beim thermischen Bonden
mehrlagiger CE-Chips aus den verschiedenen Materialien PC, COC und
PEEK. Wahrend der durchgefuhrten Bondversuchsreihen wurden die Tempe-
ratur-, Druck- und Zeitwerte variiert, fir den entsprechenden Polymertyp an-
gepasst und optimiert.

Bei dem PC-Typ Makrofol® DE 6-2 lagen die Bondtemperaturwerte zwischen
138 °C und 148 °C und die Bonddruckwerte zwischen 3,7 und 6,5 N/mm?. Bei
einer Temperatur von 138 °C waren die Proben nicht ausreichend gebondet,
bei 148 °C war die PCTE-Membran zum Teil in die Mikrokanale verschmolzen.
Laut Hersteller liegt die maximale Warmebestandigkeit der Membran bei
140 °C. Bei Driicken von 6,5 N/mm? waren die Mikrokanale leicht deformiert.

Aufgrund der fur die angestrebte Anwendung vorteilhaften Eigenschaften von
COC wurde im Rahmen dieser Arbeit eine Verbindung zwischen
COC-PC-COC Schichten entwickelt. Zum ersten Mal wurde getestet, ob sich
die PCTE-Membran zwischen zwei strukturierten Schichten aus COC vom Typ
Zeonor® bonden ldsst. Aufgrund der ahnlichen Eigenschaften beider amor-
phen Polymere wurden Versuche zum thermischen Bonden durchgefihrt. Ge-
bondet wurde dabei bei einer Bondtemperatur von 130 °C, die 8 °C unterhalb
der Tgvon COC und 18 °C unterhalb der Tgvon PC liegt.

Das Bonden im Bereich nahe der Glasubergangstemperatur der verwendeten
Polymere erwies sich als unkritisch flr die Kanalgeometrie. Die Poren der
integrierten nanoporésen Membran waren bei den genannten Parametern
durchlassig.

Bei doppelseitig laserstrukturierten PEEK-Chips (siehe hierzu Kapitel 4.4.2)
wurden die Temperaturwerte zum plasmaunterstutzten Thermobonden von
PEEK-CE-Chips aus friheren Arbeiten [125] entnommen. Die Druck- und
Zeitwerte wurden bei den durchgeflhrten Bondversuchen variiert. Die besten
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Ergebnisse wurden bei einem Bonddruck von 3,7 N/mm? und einer Bondzeit
von 10 min erzielt.

Polymertyp | Chipdicke | Glasiibergangs- | Bondtemperatur | Bonddruck | Bonddauer
[um] temperatur Ts [°C] [N/mm?] [min]
Te [°C]
'PC-
Makrofol® 320 148 140 5,6 5
DE 6-2
‘coc-
Zeonor® 260 138 130 5,6 5
Film ZF
14-188
’PEEK Lite 200 334 250 3,7 10
TK®

" Bayer MaterialScience AG (Leverkusen, Deutschland)
2 Zeon Europe GmbH (Diisseldorf, Deutschland)
3 Lipp-Terler GmbH (Gaflenz, Osterreich)

Tab. 4-1 Ermittelte Bondparameter beim thermischen Bonden mehrlagiger
Polymerchips

Abb. 4-17 zeigt die Querschnitte eines thermisch gebondeten zweilagigen
(links) bzw. dreilagigen Folienchips aus Polycarbonat (rechts). Die Quer-
schnitte wurden bei einem Scheidwinkel von 45° moglichst nah am Kanal-
kreuzungsbereich durchgefuhrt. Der untere Kanal bildet den in der ersten Lage
strukturierten Separationskanal ab. Der obere Kanal entspricht dem in der
zweiten Lage strukturierten Injektionskanal. Bei der zweilagigen Struktur ohne
integrierte Membran ist die Verbindung zwischen den Schichten so gut
gelungen, dass die Grenzschicht der beiden Polymerlagen kaum zu
unterscheiden ist. Die punktierte Linie in Abb. 4-17 links zeigt die imaginare
Darstellung dieser Grenzschicht. Bei dem dreilagigen CE-Chip mit der ein-
gebauten Membran wird eine gute homogene Bondverbindung erreicht
(vergleiche Abb. 4-14). Ausgeschlossen bleibt eine Stelle mit abgeloster
Membran (Abb. 4-17 rechts), welche bei der Praparation der Querschnitts-
probe fur die REM-Aufnahmen erfolgte und somit nicht als negatives Bond-
ergebnis zu betrachten ist.
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Lage 2 [Lage 3

Lage 1 'Lage 1
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Abb. 4-17  Querschnitte nah am Kanalkreuz thermisch gebondeter CE-Chips;
zweilagige (links) und dreilagige (rechts), Schneidwinkel 45°

Die VergrofRerung des Querschnitts eines thermisch gebondeten Separations-
kanals wird in Abb. 4-18 gezeigt. Links auf dem Bild wird die integrierte Memb-
ran als porose Decke des Trennkanals dargestellt. Auf der Vergro3erung der
Membranoberflache (Abb. 4-18 rechts) beobachtet man, dass die Poren der
Membran nach dem Bonden im Bereich nahe der Glasubergangstemperatur
immer noch frei und durchgangig sind.

Membra

Lage 1

IMT/FZK JCD1_0408W_10b Al N IMT/FZK JCD1_0408W_10b A2

Abb. 4-18 Kanalquerschnitt eines gebondeten mehrlagigen Chips mit nanopordser
Membran mit Porengrofde von 200 nm, Schneidwinkel 45°

Beflllungstests

Zur Uberprifung der Dichtigkeit der aufgebauten Verbindung zwischen den
Schichten wurden Befullungsversuche mit dem Farbstoff Methylenblau durch-
gefuhrt. Dieser Farbstoff wird in der analytischen Chemie, Medizin und
Farbetechnik verwendet. Er 16st sich in Wasser gut mit intensiver blauer
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Farbe. Bei der Gelelektrophorese wird das Methylenblau beispielsweise zum
Farben von DNA und RNA in Gelen und auf Membranen eingesetzt [126].

Nach der Beflllung der mehrlagigen Mikrostruktur mit dem Farbstoff konnten
die unvollstandig gebondeten Stellen schnell und eindeutig erkannt werden.
Ausschlaggebend flr eine gute Verbindung ist die erreichte Dichtigkeit im
Kanalkreuzungs- und Membranbereich. Dies bedeutet, dass sich der Farbstoff
nicht seitlich der Kanale ausbreiten darf. Abb. 4-19 demonstriert zwei Beispiele
einer undichten Bondverbindung zwischen den Mikrokanalen und der nano-
porésen Membran. Die roten Pfeile kennzeichnen die Verbreitungsrichtung
des Fluidstroms im Falle eines unvollstandigen Bondergebnisses. Die dunklen
Bereichen im Kanalkreuz (siehe Abb. 4-19 links) bilden eine seitliche
Verbreitung der Methylblauflissigkeit durch die Membran ab. Bei der Durch-
fuhrung einer elektrophoretischen Messung mit solch einem im Kanalkreuz
unvollstandig gebondeten CE-Chip wurde sich das Injektionsvolumen der
Analytprobe bei jedem neuen Injektionsvorgang verandern, da sich ein Teil der
injizierten Probe immer durch die Membran verbreitet. Diese Tatsache wurde
sich negativ auf die Reproduzierbarkeit der Messungen auswirken.

Bei einer unvollstandig gebondeten Membran am Rande (siehe Abb. 4-19
rechts) tritt die gefarbte Flussigkeit aus dem Kanal heraus (siehe die roten
Pfeile) und fliel3t seitlich entlang des Membranrandes. In diesem Fall hat sich
nach dem thermischen Verbinden eine ungebondete Luftspalte zwischen der
PCTE-Membran und den beiden mikrostrukturierten Schichten gebildet, die
sich schnell mit Farbstoff befullen lasst. Bei einer CE-Messung mit solch
einem am Membranrande unvollstandig gebondeten Chip wirde sich eine
Doppelinjektion derselben Analytprobe ergeben. Dies wirde bedeuten, dass
zwei Injektionsvorgange gleichzeitig stattfinden wirden, einer im Kanalkreuz
und einer am ungebondeten Membranrand. Als Folge dessen wurden bei den
entstandenen Elektropherogrammen doppelte Peaks flur dieselbe Analytprobe
auftreten, was nicht akzeptabel wird.
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Abb. 4-19  Unvollstandig gebondete Membran im Kanalkreuz (links) und am
Membranrand (rechts). Die roten Pfeile zeigen eine unerwinschte
Verbreitungsrichtung des Fluidstroms.

Diese Erstergebnisse fihrten zu den Uberlegungen, die PCTE-Membran in
eine speziell eingearbeitete Tasche einzubetten. Solche mehrlagige CE-Chips
mit eingebetter Membran werden in den unteren Abbildungen dargestelit.

Abb. 4-20 A zeigt einen thermisch gebondeten dreilagigen CE-Chip mit dem
Kanalkreuz und integrierter nanoporosen Membran (B) und die beflllten
Mikrokanale (C). Leckagefreie Verbindungen konnten zwischen strukturierten
PC und PC bzw. PC und COC Schichten erreicht werden.

Abb. 4-20 A: Beflllungstest eines thermisch gebondeten PC-Chips nach
Design 2; B: Im Kanalkreuzungsbereich; C: Zum Vergleich mit vollstan-
diger Befiillung (Kanalquerschnitt 50 x 50 pm?)
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Mit den COC-PC-COC Chips wurde im Rahmen dieser Arbeit getestet, ob eine
Verbindung zwischen zwei strukturierten Schichten aus COC und der Memb-
ran aus PC maoglich ist (siehe Tab. 4-1). Die Beflllungstests mit dem Farbstoff
Methylenblau zeigen, dass eine gelungene Bondverbindung zwischen den
beiden Polymeren entstanden ist (Abb. 4-21 A unbeflllt). Der befillte obere
Kanal und der leere untere Kanal auf dem Bild B sind ein Beweis dafir, dass
die Membran sehr gut als diffusionshemmende Schicht dienen kann.

Abb. 4-21  A: Kanalkreuzungsbereich eines dreilagigen COC-PC-COC Chips;
B: Zum Vergleich - oberer Kanal befullt, unterer Kanal nicht beftllt
(Kanalquerschnitt 50 x 50 uym?)

Ein nach Design 3 gefertigter mehrlagiger CE-Chip wird in Abb. 4-22 A ge-
zeigt. Die Bilder B und C zeigen eine VergroRerung des Kreuzungsbereichs
zwischen den zwei Trennkanalen, wobei B ein unbefiilltes und C ein vollstan-
dig befiilltes Kanalkreuz entspricht.

Abb. 4-22  A: Befillungstest eines thermisch gebondeten PC-Chips nach
Design 3; B: Im Kanalkreuzungsbereich; C: Zum Vergleich mit
vollstandiger Befiillung (Kanalquerschnitt 50 x 50 pm?3).
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Leckagefreie Beflullungsversuche konnten somit sowohl im Injektionskreu-
zungsbereich mit der Membran als auch an den Kreuzungsstellen der Separa-
tionskanale mit den dreilagigen CE-Chips demonstriert werden. Diese Ergeb-
nisse beweisen gelungene Bondversuche der mehrlagigen CE-Strukturen.

4.4 CE-Folienchips ohne integrierte Membran auf PEEK-Basis

4.4 .1 Thermoformen

Folienchips aus PEEK durch Thermoformen

Da PEEK sich auf Grund der sehr guten Materialeigenschaften, wie z. B. einer
hohen thermischen Stabilitat, einer hohen Biokompatibilitat, der chemischen
Bestandigkeit und einer hohen elektrischen Durchschlagfeldstarke fir eine
hochempfindliche CCD-Detektion eignet, wurde in dieser Arbeit untersucht, ob
mehrlagige CE-Chips auch in PEEK hergestellt werden kénnen. Von friheren
am IMT durchgefihrten Arbeiten ist bekannt, dass bei der Abformung von
hochtemperaturbestandigem PEEK (Schmelzpunkt 334 °C) durch Adhasion
zwischen Polymerschmelze und Werkzeug hohe Entformkrafte entstehen und
somit der Formeinsatz schnell beschadigt werden kann [25]. Zur Reduzierung
der Adhasion bzw. der Entformkrafte wurde der eingesetzte Formeinsatz mit
500 nm Wolframdisulfid beschichtet. Der Formeinsatz zeigte im Verlauf der
Abformungen keine Verschleilderscheinungen. Um dinne Restschichten zu
erzeugen, muss das Werkzeug in 50 und 100 um dicken Folien abgeformt
werden. Die geforderten dunnen Restschichten konnten jedoch aufgrund der
nicht ausreichenden Ebenheit zwischen Werkzeug und Substratplatte nicht
erfolgreich realisiert werden. Um diese Unebenheit auszugleichen, wurde ein
Zweischicht-Verfahren angewandt [100].

Dieses Zweischicht-Prageverfahren hat sich als optimal fur die Strukturierung
von Kanalen in dunnen PEEK-Folien (Typ Lite TK der Firma LippTerler) her-
ausgestellt. Ein Sandwich aus einer dicken Schicht eines niedrigschmelzen-
den Polymers (in diesem Fall 500 um dicken PMMA) und einer dinnen
Schicht PEEK (50 um bzw. 100 ym dick) bildet die Grundlage des Zwei-
schichtverfahrens. Der Pragedruck wird Uber die Schmelze des PMMA auf die
dinne PEEK-Folie Ubertragen, dabei werden die Unebenheiten zwischen
Werkzeug und Substratplatte ausgeglichen. Mit Hilfe des Formeinsatzes wer-
den dann die Kanale mit einem Querschnitt von 50 x 50 ym? in die 50 um bzw.
100 um starke PEEK-Folie thermogeformt. Die Strukturierung erfolgt gegen-
uber dem konventionellen HeilRpragen von PEEK bei deutlich geringen Tem-
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peraturen. Die Pragetemperatur lag mit ca. 180 °C oberhalb der Glasuber-
gangstemperatur von PEEK (Tg=143°C) und deutlich unterhalb der
Schmelztemperatur (334 °C) des teilkristallinen Polymers.

Aufgrund des Zweischichtverfahrens wird die Rickseite der gepragten
PEEK-Folie ebenfalls strukturiert, die Geometrie des Kanals wird auch auf der
Ruckseite abgebildet. Abb. 4-23 zeigt die Vorder- und Ruckseite der thermo-
geformten Mikrokanale in PEEK.

Durchgeflihrte Messungen in dieser Arbeit ergaben, dass die 50 um tiefen
Kanale bei einer 50 um dicken Folie ca. 40 ym bzw. bei einer 100 um dicken
Folie ca. 20 um aus der Rickseite herausragen (Abb. 4-23).

[IMT/FZK  JCDA1_(

Abb. 4-23 Thermogeformte Kanale mit 50 x 50 pm? Querschnitt in 100 pm dicke
PEEK-Folie (links: Sicht der Vorderseite; rechts: Sicht der Ruckseite)

Es wurde eine Reihe von Versuchen zum Bonden der dunnen Folienchips aus
PEEK (z. B. 100 ym dinn) durchgefihrt. Die Proben wurden mittels Plasma-
unterstitztem thermischen Bondverfahren nach dem in Abb. 4-14 gezeigten
Aufbau gebondet. Dabei ist zu beachten, dass die herausragende Kanal-
struktur nach dem Zusammenfligen nicht deformiert wird und somit die Kanal-
geometrie erhalten bleibt. Die Bondergebnisse haben eine deutliche
Deformation der Mikrokanale gezeigt (Abb. 4-24 links). Dies fluhrte zu einer
kompletten Unterbrechung der Kanalverbindung an bestimmte Stellen entlang
der Kanalgeometrie (Abb. 4-24 rechts).
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Abb. 4-24  Lichtmikroskopaufnahme des Querschnitts eines thermogeformten
Trennkanals (links), Befullungstest im Kanalkreuzungsbereich eines
thermisch gebondeten PEEK-Chips mit einer Gesamtdicke von 200 um
(rechts)

Weitere Alternativen zur Fertigung von dinnen mehrlagigen CE-Chips aus
PEEK wurden studiert und nachfolgend beschrieben.

4.4.2 Lasermikrostrukturierung

Erste Prototypen von doppelseitig laserstrukturierten Folienchips aus
PEEK

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Lasermaterialbearbeitung vom
Institut fur Materialforschung (IMF-I, KIT) wurden zum ersten Mal doppelseitig
laserstrukturierten Folienchips aus PEEK gefertigt. Die Strukturen wurden
nach Design 2 (siehe Abb. 4-2 links/ Kapitel 4.1) generiert. Bei der
PEEK-Strukturierung wurde ein KrF-Excimer-Laser mit Wellenlange 248 nm,
Pulslange 6 ns, Pulsfrequenz max. 500 Hz eingesetzt. Folgende Laserpara-
meter wurden zur Strukturierung von PEEK verwendet: Energiedichte:
1-2 Jlem?; Pulsfrequenz: 300-500 Hz; Abtragsrate pro Puls: 300-500 nm; Pro-
zessgas: Helium.

In 100 um dicken PEEK-Folien wurden beidseitig Mikrokanale mit einem
Querschnitt von 50 x 50 pm? laserstrukturiert. Die obere Seite der Folie enthélt
den Injektions- und Ausschleusekanal, die untere Seite die beiden Separa-
tionskanale. Designbedingt kreuzen sich die Kandle nur an drei Stellen auf
dem Chip. Da 50 um tiefe Kanale beidseitig in eine 100 um dicke Folie
generiert wurden, konnten Kanalkreuzungen mit freiem Durchgang gefertigt
werden (Abb. 4-25). Der Kanalkreuzungsbereich ist auf der REM-Aufnahme in
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Abb. 4-25 links deutlich zu erkennen. Nach der REM-Aufnahme wurde von
goldbesputterten Mikrokanalen ein Lichtmikroskopbild aufgenommen, bei dem
der freie Durchgang im Kanalkreuz beider Ebenen genau zu unterscheiden ist
(Abb. 4-25 rechts).

IMT/FZK JCD1_0406W_001 A2

Abb. 4-25 REM-Aufnahme (links); lichtmikroskopische Aufnahme des
Kanalkreuzes eines CE-Chips aus PEEK (rechts)

Der Vorteil bei diesem Aufbau ist, dass beim Bondprozess die exakte
Positionierung der Kanale der verschiedenen Ebenen zueinander entfallt.
Allerdings ist bei dieser Konstruktion die Integration einer nanoporosen
Membran nicht mehr maoglich.

4.4.3 Verbindungstechnik: Plasmaunterstutztes Thermisches Bonden in
drei Lagen

Bondversuche von 3-lagigen CE-Chips aus PEEK

PEEK lasst sich adhasiv mittels Klebstoffen oder thermisch durch Ultraschall-,
Rotationsreib- oder Heizelementschweillen bonden. Durch eine zusatzliche
Oberflachenaktivierung von PEEK in Plasma vor dem Bondprozess wird eine
hohere Verbundfestigkeit der gebondeten Flachen erreicht [89].

Zum Bonden von doppelseitig laserstrukturierten PEEK Chips konnten in
dieser Arbeit erste Versuche durchgefuhrt werden. Die Proben wurden mittels
Plasma unterstitztem Thermobondverfahren gebondet. Zum Bonden von
PEEK CE-Chips hat sich diese Methode sehr gut bewahrt [127]. Die Prozess-
parameter der bis jetzt verwendeten Plasmaanlage vom Typ AMR 80 (Plasma
Technology, Bristol, UK) am Institut fir Biologische Grenzflachen (IBG, KIT)
zur Stickstoffvorbehandlung von PEEK, wurden auf eine andere Plasmaanlage
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(Plasmaatzer 4-TEC Vakuum-Anlagenbau GmbH, Vierkirchen, Deutschland)
am IMT Ubertragen. In der Tab. 4-2 sind die Prozessparameter der beiden
Plasmaanlagen angegeben.

Plasmaanlage vom Typ AMR 80: Der Prozessdruck betrug 0,3 mbar
(200 mTorr), die Generatorleistung 240 W, der Massenfluss des Prozessgases
50 sccm und die Prozesszeit 10 Minuten.

Plasmaatzer 4-TEC: Die Vorbehandlung des laserstrukturierten Chips erfolgte
beidseitig. Die unstrukturierten Deckel und Boden wurden einseitig in der
Plasmaanlage vorbehandelt. Die Oberflache aller Teile wurde 15 min lang bei
einer Leistung von 200 W und einem Prozessdruck von 0,4 mbar (300 mTorr)
mit Stickstoff aktiviert.

Plasmaanlage Prozessparameter fiir die Vorbehandlung in Stickstoffplasma
Typ Leistung [W] Druck [mbar] Zeit [min]
"AMR 80 240 0,3 10
’4-TEC 200 0,4 15

" Plasma Technology (Bristol, England)
2 4-TEC Vakuum-Anlagenbau GmbH (Vierkirchen, Deutschland)

Tab. 4-2 Prozessparameter fur die Stickstoffplasmavorbehandlung vor dem ther-
mischen Bonden dreilagiger Polymerchips aus PEEK

Nach der erfolgten Stickstoffvorbehandlung wurden erste Versuche zum ther-
mischen Bonden von dreilagigen PEEK Chips durchgefuhrt.

Fraher durchgeflhrte Untersuchungen haben gezeigt, dass zweilagiges Bon-
den von PEEK gut funktionieren kann [124, 128]. Zum ersten Mal wurden in
dieser Arbeit Versuche zum Bonden von drei Lagen aus PEEK in einem Bond-
schritt realisiert. Dabei sollte bertcksichtigt werden, dass die Injektions- und
die Separationskanale beim Bonden nicht eingedrickt werden und der Kanal-
kreuzungsbereich nach dem Bonden frei und durchgangig bleibt. Der Ver-
suchsaufbau beim Bondprozess verlief ahnlich wie in Kapitel 4.3.3.2 (verglei-
che Abb. 4-16) beschrieben wurde. Die laserstrukturierte PEEK-Folie wurde
direkt nach der Oberflachenaktivierung mit Stickstoff mit dem unstrukturierten
Deckel von oben und dem Boden von unten als Sandwich zusammengelegt
(siehe Abb. 4-26). Der Unterschied zu dem Versuchsaufbau bei den mehrlagi-
gen PC-Chips ist hierbei, dass die zu bondenden PEEK-Folien zwischen zwei
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PTFE-Folien gelegt wurden. Der Grund daflr ist, dass die Bondtemperatur bei
PEEK etwa 250 °C betragt und damit um 110 °C hoher liegt als beim PC
(Tg = 140 °C) ist. Die PTFE-Folien sind bei hoheren Bondtemperaturen von bis
zu max. 260 °C bestandiger als die bis jetzt verwendeten PP-Folien. Die PP-
Folien verschmelzen bei Prozesstemperaturen uber 160 °C.

Bei den dreilagigen CE-Chips aus PEEK konnte eine dichte und zuverlassige
Verbindung der Mikrokanale mit der Boden- und der Deckelfolie erreicht wer-
den. Folgende Bondparameter fuhrten zu optimalen Bondergebnissen: Tem-
peratur: 250 °C; Druck: 3,7 N/mm?; Dauer: 10 min.

Der Chipaufbau und ein fertiger CE-Chip mit aufgesputterten Messelektroden
sind in Abb. 4-26 gezeigt. Von Vorteil ist hierbei, dass man mit dem jetzigen
Aufbau des Chips eine Bodendicke von 50 um erzielt und der Abstand zum
Detektor somit deutlich reduziert wird. Dadurch wird die Messempfindlichkeit
der CCD-Messung erhoht (vergleiche Kapitel 5.4.1).

q_: ‘ [_1# r\ Injaktjsl'kanal
= e

Kanal-
kreuz

L =— Separationskanal

.
-

Deckel ——= \ N § 50um

Injektionskanal o 100 um Polymerfolie
~ Kanalquerschnitt
Separationskanal 77 / 50 x 50 um?

Boden ——=«~"""SNINNNY] T 50 um

Abb. 4-26 Dreilagiger PEEK-Chip mit Kanalquerschnitt 50 ym x 50 ym

4.5 Aufbringen der CCD-Messelektroden durch Sputtern

Wie bereits im Kapitel 4.1 erwahnt wurde, sollen die aufgetrennten
Testsubstanzen im mehrlagigen CE-System an zwei Stellen (siehe Kapitel 4.1,
Abb. 4-2) hintereinander detektiert werden. Als Detektionsmethode soll die
kontaktlose Leitfahigkeitsdetektion CCD eingesetzt werden. Diese Mess-
technik hat den Vorteil, dass sie im Vergleich zu einer optischen Detektion
labelfrei und unabhangig von den optischen Eigenschaften der Probe und
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Messzelle funktionieren kann. Zur Durchfuhrung der Leitfahigkeitsmessungen
werden Messelektroden eingesetzt, die auf den fertigen Chip gesputtert
werden. Dabei sind die Messelektroden durch eine dinne Polymerschicht vom
Analyten getrennt (siehe Kapitel 4.3.2, Abb. 4-12). Somit wird eine Wechsel-
wirkung zwischen Elektroden und Messmedium vermieden.

Das Aufbringen der CCD-Elektroden auf den Chip wurde mittels Sputtertech-
nik realisiert. Das Sputtern erfolgte in einer Plasmaanlage des Typs SCD 040
(Firma Balzers Union, Lichtenstein). Das verwendete Prozessgas war Argon,
der eingesetzte Prozessdruck 0,05 bar. Die aufgesputterten Mikroelektroden
wurden mit einer Beschichtungsrate von 6 nm/min (I = 15 mA) aufgebracht
und haben eine Goldschichtdicke von etwa 500 nm. Bei der Auswahl des Ma-
terials fur die Mikroelektroden waren die gute elektrische Leitfahigkeit und die
Korrosionsbestandigkeit des Goldes ausschlaggebend.

Eine Schattenmaske mit fur die CCD optimierter Elektrodengeometrie [25]
wurde fur den Sputterprozess eingesetzt (Abb. 4-27). Die dunne Schatten-
maske aus Stahl wurde durch nasschemisches Atzen bei der Firma Atztechnik
Herz GmbH (Epfendorf, Deutschland) gefertigt. Sie wird mittels Positionie-
rungsstiften zum Kanal positioniert und dabei auf dem Chip befestigt.

Abb. 4-27  Schattenmaske mit drei Elektrodenpaaren (links); montierte Schatten-
maske auf dem Chip vor dem Sputtern (Mitte); gesputterte Gold-
Elektrodenstrukturen exakt Uber dem Trennkanal angeordnet (rechts)

Der Chip mit der Maske wird in einen Maskenhalter (1) aus Edelstahl montiert
und zum Sputtern in die Plasmaanlage gelegt (Abb. 4-28). Zu beachten ist hier
die exakte Positionierung der Sputtermasken (2) zu dem eingelegten Polymer-
chip (3) durch die Positionierungsstifte (4), damit die nach dem Sputterprozess
entstandenen Messelektroden mittig zum Mikrokanal angeordnet sind.
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Abb. 4-28 Maskenhalter (1); Schattenmaske (2); eingebauter Polymerchip (3);
Positionierungsstifte (4)

4.6 Aufbringen der Reservoirstrukturen durch Kleben

Nach dem Zusammenbonden aller drei mikrostrukturierten Schichten betragt
die maximale Chipdicke ungefahr 0,2 - 0,3 mm. Dadurch wird die Hohe der
Reservoirstruktur genau bestimmt. Allerdings ist das Reservoirvolumen
(< 1 ul) far die Analytmenge sehr verringert, was fur die Durchfihrung mehr-
facher CE-Messungen nicht ausreichend ist. Abb. 4-29 zeigt einen dinnen
Folienchip aus PC mit besputterten Messelektroden aus Gold (1).

Zur besseren Handhabung der gefertigten Folienchips aus PC und COC
wurde eine Reservoirstruktur aus PMMA aufgeklebt. Um eine Vergrofierung
der Reservoirvolumina zu erzielen, wurden 10 mm hohe PMMA-Bl6cke
verwendet, die designbedingt acht runde Reservoirs mit einem Durchmesser
von 4 mm enthalten (Abb. 4-29 (2)). Durch die so gewahlte Reservoir-
geometrie betragt das maximale Analytvolumen circa 125 ul pro Reservoir.
Zum Aufkleben der Reservoirstruktur (2) wurde ein Kapillarklebstoff
DYMAX®191-M (DYMAX GmbH, Frankfurt, Deutschland) verwendet. Die
Aushartung dieses Klebstoffs erfolgte durch UV-Licht in 60 Sekunden.

Auf den dreilagigen CE-Chips aus PEEK wurden Reservoirsstrukturen mit
einer Hohe von 6 mm aus dem gleichen Polymertyp geklebt. Der dafur ver-
wendete Zweikomponenten-Epoxidharzklebstoff Epo-Tek® 353ND  (Epoxy
Technology, Billerica, USA) wurde nach 20 Minuten bei 120 °C im Trocken-
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ofen ausgehartet. Dieser Klebstofftyp erwies sich zum Kleben des chemisch
hochbestandigen Polymermaterials PEEK als gut geeignet.

Abb. 4-29 (3) demonstriert einen vollstandig gefertigten mehrlagigen CE-Chip,
der zur Durchfihrung zweidimensionaler CE-Messungen eingesetzt werden
konnte. Eine ausfihrliche Beschreibung der Messungen erfolgt in Kapitel 5.3.

Abb. 4-29  Mehrlagiger Folienchip aus PC mit (1) besputterten
Messelektroden aus Gold, (2) Reservoirstruktur aus PMMA,
(3) aufgeklebter Reservoirstruktur

83






5 Charakterisierung der mehrlagigen polymeren
CE-Strukturen

5.1 Aufbau und Optimierung des CE-CCD-Messplatzes zur
zweidimensionalen Kapillarelektrophorese

5.1.1 Erweiterung der CE-Hochspannungseinheit

Um die realisierten mehrlagigen CE-Systeme testen zu kénnen, war es erfor-
derlich, einen geeigneten mikrofluidischen Teststand aufzubauen. Zur Durch-
fuhrung erster CE-Messungen wurde auf einen bereits vorhandenen
CE-CCD-Messplatz zuruckgegriffen, nachfolgend wurde der Messplatz zur
Demonstration zweidimensionaler (2D-CE) Trennungen erweitert und opti-
miert.

Eine komplexe Hochspannungssteuereinheit, aufgebaut in [25], wurde als Ba-
sis fur die im Rahmen dieser Arbeit erfolgten Entwicklungen des Messplatzes
zur Durchfuhrung einer 2D-CE verwendet (Abb. 5-1, 1). Sie beinhaltet acht
programmierbaren Hochspannungsquellen (HV) vom Typ HCE 7 6500 (F.u.G.
Elektronik GmbH, Rosenheim, Deutschland) zur elektrokinetischen Injektion
und Separation und vier Hochspannungsanschlisse zur Ansteuerung von bis
zu vier Hochspannungselektroden auf einem Chip. Die flexible Hochspan-
nungssteuereinheit (Abb. 5-1, 1) ermoglicht es, an jedem der vier HV-
Ausgange wahlweise ein einstellbares positives oder negatives Potential von -
6,5 kV bis +6,5 kV anzulegen oder vom Potential getrennt (floating) zu schal-
ten.

In Zusammenarbeit mit dem Institut fir Prozessdatenverarbeitung und Elekt-
ronik (IPE) des KIT wurde ein Zusatzmodul (Abb. 5-1, 2) zu der Hochspan-
nungssteuereinheit aufgebaut (siehe hinzu Anhang B). Die von der CE-
Apparatur gelieferte Hochspannung wird in die vier Eingange des Erweite-
rungsmoduls geleitet (Abb. 5-1, 2, auf dem Bild nicht zu sehen, sie befinden
sich auf der Riickseite des Gerates). Uber acht logisch verschaltete Hoch-
spannungsrelais (HV-Relais) vom Typ HE12-1A83-150 (MEDER electro-
nic AG, Engen-Welschingen, Deutschland), eingebaut im Zusatzmodul, wird
die Hochspannung jeweils in positive und negative Richtung auf acht Ausgan-
ge aufgeteilt (Abb. 5-1, 2). Somit werden die bendtigten Anschllisse zu den
acht Hochspannungselektroden realisiert (Abb. 5-1, 4). Die Anzahl der Hoch-
spannungselektroden ist durch das Chip Design bedingt (siehe Abb. 4-2,
Kapitel 4.1). Die HV-Elektroden werden in die Reservoirs des zu messenden
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CE-Chips eingetaucht und die Hochspannung auf diese Weise in die Mikroka-
nale geleitet.
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Abb. 5-1 Der erweiterte CE-CCD-Messplatz mit 1: Hochspannungseinheit,
2: Zusatzmodul mit acht Ausgangen, 3: Schaltbox mit Handschaltern,
4: Chipplattform mit Halterung fir acht Hochspannungselektroden

5.1.2 Erweiterung der Steuerungssoftware

Fur erste Vorversuche wurde als schnell realisierbare Losung die bisherige
Steuerung der Hochspannung mit dem Steuerungsprogramm KEPAS
(Kapillar-Elektrophorese-Apparatur-Steuerung) durch eine manuelle Bedie-
nung erganzt. Eine manuelle Schaltbox (Abb. 5-1, 3) ubernimmt die Steuerung
der im Zusatzmodul eingebauten HV-Relais, denn das bestehende Steue-
rungsprogramm steuert nur die in der CE-Hochspannungseinheit (Abb. 5-1, 1)
eingebauten HV-Relais.

In einem weiteren Entwicklungsschritt wurde die manuelle Schaltbox durch
eine automatisierte Steuerung ersetzt. Die Steuerung der im Erweiterungsmo-
dul (gekennzeichnet in der Abb. 5-2 unten) eingebauten acht HV-Relais wurde
von dem Steuerungsprogramm KEPAS Ubernommen. Zu diesem Zwecke
wurde das Programm KEPAS in LabView® (National Instruments) erweitert,
dessen Softwareoberflache in Abb. 5-2 gezeigt ist.
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Abb. 5-2 Erweitertes Steuerungsprogramm KEPAS zur 2D-CE (oben),
CE-CCD-Messplatz (unten)

Dadurch wurde eine automatische Steuerung aller zusatzlich eingebauten
HV-Relais ermoglicht. So konnen alle sechs mogliche Prozesse zur Injektion
und Separation flexibel variiert und variabel hintereinander geschaltet werden
(Abb. 5-2 oben). Dabei konnen Startzeit, Dauer, Anzahl der Wiederholungen
und Hohe des angelegten Potentials bei jedem der programmierbaren
Prozessschritte beliebig verandert werden. Diese Flexibilitat der gewahlten
Prozessschritte ist zur Durchfuhrung einer 2D-CE durchaus notwendig, da
dabei mehrere Trennvorgange in den Mikrokanalen hintereinander geschaltet
werden sollen. Gleichzeitig konnen die flieBenden Strome lijextion, lcollection,
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Iseparationt und |separation2 N allen vier Mikrokanalen des mehrlagigen Chips online
aufgenommen werden und somit permanent kontrolliert werden.

Durch die automatische Steuerung der HV-Relais wurde die Durchfihrung der
CE-Messreihen deutlich erleichtert. So wurden u. a. die Umschaltzeiten, wel-
che mitunter im Bereich von Millisekunden liegen, sehr viel genauer als es in
einem Einsatz mit der manuellen Schaltung mdglich ist. Dies fuhrte zur Ver-
besserung der Messgenauigkeit und Messeffizienz.

5.1.3 CCD-Messaufbau

Der CE-CCD-Versuchsaufbau besteht aus folgenden drei Grundbausteinen:
einer Chip-Plattform, einer Halterung fur die Hochspannungselektroden sowie
Sender- und Empfangermodulen der CCD-Elektronik.

Die gefertigten mehrlagigen CE-Chips wurden auf einer geeigneten Chip-
Plattform aufgebaut, die im Rahmen dieser Arbeit entworfen wurde. Die
Hochspannung wird in die Mikrokanale eines Chips Uber Platindrahte, die so
genannten Hochspannungselektroden, zugefihrt. Die Platindrahte werden an
einer Plexiglashalterung befestigt und von oben in die Reservoirs des Chips
eingetaucht. Die durch das Chipdesign vorgegebenen Halterungen fur sechs
bzw. acht Hochspannungselektroden sind in Abb. 5-3 gezeigt. In der Plattform
wird der eingebaute CE-Chip von unten Uber Federkontaktstifte mit der
Messelektronik verbunden.

Abb. 5-3 Chip-Plattform mit eingebautem CE-Chip nach Design 1 (oben links)
und Design 2 (oben rechts); Halterung fur sechs (unten links) bzw. acht
(unten rechts) von oben zugeflhrten Hochspannungselektroden
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Eine geeignete Chip-Plattform fur verschiedene Chiptypen wurde in Zusam-
menarbeit mit dem Projekt ,Miniaturisiertes Gasanalysesystem® entwickelt
[129]. Die Plattform wurde flexibel konstruiert, so dass CE-Chips mit verschie-
denen Designs darauf befestigt werden kdonnen. Beim Testen verschiedener
Lab-on-a-Chip-Systeme zur CE kdnnen sich Chips sowohl in Anzahl und Ge-
ometrie der Mikrokanale, Anzahl und Hohe der Reservoirs als auch Anzahl
und Position der Messelektroden zur CCD unterscheiden. Die flexible Positio-
nierung der Kontaktstifte d. h. bewegliche Einstellung in horizontale Richtung
(siehe Abb. 5-4) ermdglicht ein gleichzeitiges Anschliel3en von zwei Detektor-
paaren und somit simultane CCD-Detektion an zwei Stellen auf einem Chip.

Abb. 5-4 Flexible Chip-Plattform fur verschiedene Chipdesigns

Ein weiterer Schritt zur Durchfihrung einer mehrdimensionalen Kapillar-
elektrophorese ist die Erweiterung der Detektionselektronik bzw.
CCD-Apparatur. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete CCD-Elektronik
wurde von J. Zuska und B. Ga$ an der Universitat Prag entwickelt und zum
Zwecke dieser Arbeit zur Verfugung gestellt [130].

Hier sollen nun an zwei unterschiedliche Stellen der vierkanaligen CE-Struktur
zwei nacheinander erfolgende Detektionen stattfinden. Zu Beginn der Arbeit
wurde zunachst nur an einer Stelle des CE-Chips mit jeweils nur einem
Sender- und Empfangerpaar detektiert (siehe hierzu Kapitel 5.3.2). Mit der
Steuerungsautomatisierung der Hochspannungsrelais wurde dann parallel an
zwei unterschiedlichen Messstellen des Chips mit zwei Detektorpaaren
detektiert (siehe hierzu Kapitel 5.4).

Abb. 5-5 zeigt die flexible Chip-Plattform mit einem eingebauten CE-Chip nach
Design 2, die in den Chipreservoirs eingetauchten Elektroden (z. B. Platin-
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drahte) fur die Hochspannung, die Kontaktstifte fur die CCD und die zwei De-
tektorpaare 1 und 2. Die Sender- und Empfangermodule befinden sich in klei-
nen abgeschirmten Metallboxen (Abb. 5-5 CCD 1 und CCD 2) und werden U-
ber Kontaktstifte mit den CCD-Messelektroden, aufgesputtert auf dem Poly-
merchip, verbunden. Die beiden Detektorpaare arbeiten bei zwei unterschied-
lichen Frequenzen, wobei das erste Detektorpaar CCD 1 bei einer Frequenz
von 1MHz und das zweite CCD 2 bei 3,8 MHz operiert. Mit einem
2-Kanal- / 24-bit-A/D-Wandler von Hewlett Packard (HP Interface 35900) wird
das empfangene Leitfahigkeitssignal digitalisiert, danach mit dem kommerziell
erhaltlichen Chromatographiedatensystem ChemStation (Agilent Technolo-
gies, 2003) aufgezeichnet und ausgewertet.

Zur besseren Abschirmung wird der Messplatz bei Durchfihrung einer
Messung zusatzlich mit einem Metallkafig abgedeckt. Dadurch wird verhindert,
dass der Bediener mit der Hochspannung in Kontakt kommt. Eine zusatzliche
Abschirmung von elektromagnetischen Stérungen erfolgt dabei ebenso.

PR

Abb. 5-5 Chip-Plattform mit befestigtem CE-Chip und zwei Detektorpaare
(CCD 1:f=1MHz, CCD 2: f = 3,8 MHz)

5.2 Allgemeine Versuchsdurchfiihrung

In den Reservoirs eines mehrlagigen 2D-CE-Chips wurde zunachst Pufferlo-
sung mit Hilfe einer Pipette einpipettiert, wobei die Mikrokanale durch die Ka-
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pillarkraft in wenigen Sekunden befiillt wurden. Es erfolgte die Uberpriifung
des gesamten Mikrokanalsystems auf unerwtinschte Luftblasen. Anschliel3end
wurde der Puffer im Analyt-Reservoir durch verdinnte Analytldsung ersetzt.
Der befullte Chip wurde auf der Chip-Plattform befestigt. Es wurde dabei auf
die exakte Positionierung und Kontaktierung der CCD-Messelektroden Uber
den Kontaktstiften fur die CCD geachtet. Die Hochspannungselektroden, be-
festigt an einer Plexiglashalterung, wurden von oben in die Reservoirs des
Chips eingetaucht. Nach erfolgter Abschirmung des Messplatzes wurden die
Versuche automatisch gesteuert und die Messwerte uber das Auswertepro-
gramm erfasst.

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Chemikalien zur Durchflihrung von
CE-Messungen sind in Anhang C aufgelistet. Alle angesetzten Lésungen wur-
den mit einem Milli-Q®Plus-System / Filter: QPAK®2 (Millipore, Billerica, USA)
gefilterten Wasser hergestellt. AnschlieRend wurden sie durch einen sterilen
Spritzenaufsatzfilter vom Typ Acrodisc® Syringe Filter (Pall Corporation,
Washington, USA) mit einer Porengrof3e von 0,1 pm gefiltert.

Fir die durchgefluhrten CE-Messungen wurden folgende Analyte verwendet:

Puffer-Losungen:
-Mes/His fur die Kationen- und Anionen-Analyse
(Konzentration 10 mM, 30:10)
-Essigsaure + 0,1 % HEC fur die Aminosauren-Analyse
(Konzentration 2M, 8M)

Kationen-Analyte:
Kaliumchlorid, Natriumchlorid, Lithiumchlorid

Anionen-Analyte:
Sulfat (Natriumsulfat), Nitrat (Kaliumnitrat), Weinsaure
(L(+)Weinsaure), Apfelsaure (L(-)-Apfelséure), Zitronensaure
(Citronensaure-Monohydrat), Bernsteinsaure, Essigsaure,
Milchsaure

Aminosauren:
L-Lysin, L-Arginin, L-Histidin, L-Alanin, L-Valin, L-Leucin,
L-Threonin, L-Methionin, L-Tryptophan, L-Asparaginsaure,
L-Glutaminsaure, L-Phenylalanin, L-Prolin, L-Tyrosin, Glycin.
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5.3 CE-Messungen zur Chipfunktion

5.3.1 Untersuchungen des Stromungsverhaltens im Injektionskreuz
mittels Fluoreszenzmikroskopie

Motivation

Bei der elektrokinetischen Injektion wahrend einer CE-Messung wird der zu
analysierende Analytpfropfen durch die Kanalkreuzungsgeometrie bestimmt.
Um stabile und reproduzierbare Messergebnisse zu bekommen wird hierbei
eine madglichst definierte und konstante Probenmenge wahrend eines
Injektionsvorgangs angestrebt. Bei einer anschlielienden Separation sollte
moglichst wenig Analyt aus dem Injektionskanal in den Trennkanal nach-
stromen. Dies konne sowohl zu Unstabilitaten wahrend des Trennvorgangs
fuhren als auch zu Abnahme der Trenneffizienz, wodurch die Messgenauigkeit
negativ beeinflusst werden wirde.

Ergebnisse aus anderen Forschungsarbeiten [25] haben gezeigt, dass bei
einlagigen CE-Chips mit abgerundetem Injektionskreuz und rechteckigem
Injektionskreuz eine nicht genau uber die Kanalkreuzungsgeometrie definierte
Analytmenge wahrend der Injektion und ein kontinuierliches NachflieRen des
Analyten in den Trennkanal wahrend der Separation beobachtet wird.

Um die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten mehrlagigen CE-Strukturen mit
den herkdbmmlichen einlagigen CE-Chips vergleichen zu kdnnen, wurden erste
Untersuchungen des Stromungs- und Nachflieldverhaltens im Injektionskreu-
zungsbereich mittels Fluoreszenzmikroskopie durchgefuhrt. Es wurde dabei
der Einfluss der Anordnung der Mikrokanale im Kreuzungsbereich auf die inji-
zierte Probenmenge und das Nachstromverhalten des Analyten analysiert.
Das Fliessverhalten des Analyten wurde in zweilagigen Chips ohne integrierte
PCTE-Membran und dreilagigen CE-Chips mit integrierter PCTE-Membran
untersucht.

Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenzmikroskopie stellt eine spezielle Form der Lichtmikroskopie dar,
bei der das Nachleuchten von Fluoreszenzfarbstoffen zur Auflésungsverbes-
serung genutzt wird. Dabei kdnnen beispielsweise Stromungen in Mikrokana-
len mit einer hohen Aufldsung beobachtet und analysiert werden. Die Voraus-
setzung hierfur ist, dass die zu untersuchenden mikrofluidischen Strukturen
aus transparenten Materialien gefertigt sind.
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Zur Durchfuhrung der Versuche wurde Fluorescein als Fluoreszenzfarbstoff
verwendet. Bei einer Anregung in blauem Wellenlangenbereich (Absorptions-
maximum bei einer Wellenlange von 496 nm) gibt Fluorescein grunes Licht
(Wellenlange ca. 520 bis 530 nm) ab. Es tritt eine Fluoreszenz auf, deren
Intensitat stark vom pH-Wert des gelosten Farbstoffs abhangig ist. Beim
steigenden pH-Wert (pH > 7) erhdht sich die Loslichkeit des Farbstoffs und
somit gleichzeitig die Fluoreszenzintensitat. Fluorescein ist schwer in Wasser
daftr gut in Alkohol und Alkalien I16slich. Bei den erfolgten Untersuchungen
wurde eine Losung von 2 mM Fluorescein in Natronlauge (pH > 10)
verwendet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Epi-(Echo Planar Imaging)-Fluoreszenz-
mikroskop (SVM340) der Firma LabSmith (Livermore, USA) eingesetzt. Dieses
Mikroskop ist mit einer Schwarzweil3-Kamera ausgestattet, die mit einer Bild-
frequenz von 30 Bildern pro Sekunde arbeitet. Fur einen besseren Kontrastun-
terschied und farbiger Darstellung des beobachteten Stromungs- und Nach-
flieBverhaltens im Kanalkreuzungsbereich wurden die aufgenommenen Video-
sequenzen mit einer vom Hersteller entwickelten uScope-Software in Falsch-
farbendarstellung gezeigt. (Abb. 5-6, Abb. 5-7, Abb. 5-9). Die entstandenen
Videos wurden bei einer 10-fachen VergroRerung des Injektionskreuzes eines
mehrlagigen CE-Chips aufgenommen.

Vergleich einlagiger CE-Chip mit abgerundeten Kanalkreuzecken

Zum Vergleich der nachfolgenden Untersuchungen wurden zunachst die For-
schungsergebnisse mit einem einlagigen CE-Chip dargestellt. Unter einem
einlagigen CE-Chip ist es hier eine im Polymersubstrat abgeformte Mikroka-
nalstruktur mit einer darauf gebondeten unstrukturierten Deckelfolie des glei-
chen Polymers zu verstehen. Die Mikrokanale eines konventionellen
CE-Chips, deren Kapillarboden auf dem gleichen Héhenniveau liegt, kreuzen
sich auf einer Ebene. Fertigungsbedingt weist dessen Injektionskreuzungsbe-
reich abgerundete Ecken auf. In [25, 124] werden diese CE-Strukturen detail-
liert beschrieben.

Die aufgenommene Fluidstromung wird in Abb. 5-6 dargestellt. Der Injektions-
vorgang wird hier von unten nach oben in der Bildreihe A bzw. der Separati-
onsvorgang von links nach rechts in der Bildreihe B abgebildet. Beide Prozes-
se, die elektrokinetische Injektion und die Separation verlaufen bei Anlegung
einer Hochspannung in den Mikrokanalen gleich wie bei einer kapillarelektro-
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phoretischen Messung. Alle nachfolgenden Fluoreszenzuntersuchungen in
diesem Kapitel wurden nach demselben Fliessprinzip aufgenommen.

Bei der durchgefihrten elektrokinetischen Injektion der verwendeten
CE-Chips, gezeigt in Abb. 5-6 A, wurde nach 3 Sekunden ein deutliches Uber-
stromen des Analyten Uber die Kanalkreuzungsgeometrie hinaus beobachtet.
Anschliefend wurde das Nachstromverhalten der Analytprobe wahrend eines
Separationsvorgangs untersucht. Ein eindeutiges NachflieRen des Analyten
vom Injektionskanal in den Trennkanal, gezeigt in Abb. 5-6 B, fand Uber die
gesamte Trenndauer statt.

nach 1s 10s 60 s

Abb. 5-6 Fluoreszenzmikroskopaufnahme am Injektionskreuzungsbereich eines
einlagigen CE-Chips; Trennparameter:
A: Injektion: tj,; = 3 s, Ejpj = 500 V/ecm
B: Trennung: tsep = 60 S, Esep = 230 Viem
Puffer: 10 mM Mes/His, Marker: 2 mM Fluorescein, pH 9

Zweilagige CE-Chips ohne PCTE-Membran

Die zweilagigen CE-Chips wurden nach Design 2, das in Kapitel 4.1 Abb. 4-2
dargestellt wurde, ohne die integrierte PCTE-Membran aufgebaut. In Abb. 5-7
erfolgen die Injektion A, auf den Bildern jeweils im senkrechten Kanal, und die
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Separation B im waagerechten Kanal. Das Stromungsverhalten des Analyten
wird Uber eine Zeitspanne von 60 Sekunden aufgenommen.

Bei einer Standardinjektion von 3 Sekunden wird der Injektionskanal mit Fluo-
resceinldsung Uber die gesamte Kanallange komplett befullt. Bei den erfolgten
Messungen wurde beobachtet, dass der Analyt Uber den Kreuzungsbereich
hinaus in den Trennkanal der nachsten Ebene hineinflie3t und sich ahnlich wie
bei dem einlagigen CE-Chips ausbreitet, aber in betrachtlich geringerem Aus-
malf (Abb. 5-7 A). Der injizierte Analytpfropfen wirde sich somit bei Mehrfach-
analysezyklen standig andern, was zu Veranderungen der Peakhohe und
-breite in den entstandenen Elektropherogrammen flihren kdnnte.

2s 3s

nach1s 10s 60 s

.

nach1s

Abb. 5-7 Fluoreszenzmikroskopaufnahme am Injektionskreuzungsbereich eines
zweilagigen CE-Chips ohne integrierte PCTE-Membran;
Trennparameter:

A: Injektion: tj,; = 3 s, Ej,; = 500 V/iem
B: Trennung: tsep = 60 S, Esep = 230 Viecm
Puffer: 10 mM Mes/His, Marker: 2 mM Fluorescein, pH 9

Bei dem anschlieRenden Trennvorgang nach der Injektion bleibt die
Analytprobe im Injektionskanal jedoch stehen, ohne sich weiter zu verbreiten.
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Uber die gesamte Separationszeit von 60 s wurde kein NachflieRen des
Analyten in den Trennkanal beobachtet (Abb. 5-7 B). Auf diese Weise wurde
gezeigt, dass der Aufbau des Injektionskreuzungsbereiches der CE-Chips in
zwei Lagen sich positiv auf das Stromungsverhalten des Analyten auswirkt.

Bei der Durchfuhrung von elektrophoretischen Auftrennungen von LiCl, NaCl
und KCI, in dieser Arbeit genannt als “LiNaK"-Testlésungen, konnte die Re-
produzierbarkeit der Messung genauso nachgewiesen werden (Abb. 5-8). Bei
jeder nachfolgenden Wiederholungsmessung nahm die Basislinie um circa
15 uV ab, aber das quantitative Signal blieb gleich.
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272,23 - Na'
K+
>
E
= 272,16 1
®
c
2
n EOF
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272,02 W/

T 1 T T * T " T * 1T T+ 1
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8

Zeit [min]

Abb. 5-8 Reproduzierbarkeit der Messung bei Standardinjektion in einem
zweilagigen CE-Chip ohne integrierte Membran unter folgenden
Trennbedingungen:

Injektion: tj,; = 3 s, Eip; = 500 V/iem
Trennung: tsep = 120 s, Esep = 230 Vicm
Analyt: 1 mM “LiNaK®-Lésung; Puffer: 10 mM Mes/His

96



Charakterisierung der mehrlagigen polymeren CE-Strukturen

Dreilagige CE-Chips mit PCTE-Membran

Mit den dreilagigen CE-Chips, aufgebaut nach Design 2 (vergleiche Abb. 4-2
in Kapitel 4.1), wurde der Einfluss der integrierten PCTE-Membran auf das
Stromungs- und Nachflielverhaltens des Analyten untersucht. Die wichtigste
Eigenschaft dieses Designs stellt die Positionierung des Injektionskanals
oberhalb des Trennkanals dar, wobei im Kreuzungsbereich zwischen den
beiden Kanalen eine Membran integriert ist. Beim Anlegen einer Hoch-
spannung flie3t der Analyt vom Injektionskanal der oberen Ebene in vertikaler
Richtung durch die Membran hindurch in den Trennkanal der unteren Ebene
hinein.

Fluoreszenzmikroskopaufnahmen des Injektions- A und Separationsvorgangs
B von Fluorescein werden in der Bildreihe A und B der Abb. 5-9 gezeigt. Bei
der Injektion A bleibt die injizierte Analytlosung im Injektionskanal stehen, wo-
bei nur minimaler Analytfluss durch die Membran in den Trennkanal der
nachsten Ebene beobachtet werden konnte. Im zweilagigen Aufbau der
CE-Chips, dargestellt in Abb. 5-7, wird der injizierte Analytpfropfen in der Ka-
nalkreuzung, bestimmt durch die Kanalgeometrie mit einem Querschnitt
50 x 50 ym?, auf ungefahr 125 pl berechnet. Im dreilagigen Aufbau bei dem
gleichen Kanalquerschnitt wird die injizierte Probenmenge im Kanalkreu-
zungsbereich durch die integrierte Membran auf wenigen Picolitern verringert.
Uber Probenvolumina in dhnlicher GroRenmenge durch eine PCTE-Membran
wird in [131] berichtet. Die Porendichte von 3 x 10 pro cm? der eingesetzten
Membran mit einer Porengrdfde von 200 nm wird vom Hersteller angegeben
[132]. Fiir die oben erwahnte Fliche von 50 x 50 pm? am Kanalkreuzungs-
punkt wurde eine Porendichte von ungefahr 7,5 x 10° pro pm? der Membran
ermittelt. Durch den dreilagigen Aufbau wird eine besser kontrollierbare Pro-
benmenge in der Injektionskreuzung im Vergleich zum einlagigen Aufbau
eines CE-Chips erreicht.

Wahrend des Trennvorgangs B, gezeigt in Abb. 5-9, wurde Uber die gesamte
Dauer von 60 s kein Nachflielen des Analyten durch die Membran in den
Trennkanal beobachtet. Statische Druckdifferenzen an den Chipreservoirs ha-
ben bei dem mehrlagigen Aufbau auf das NachflieRverhalten keinen Einfluss
(Daten nicht gezeigt). Mittels der durchgefuhrten Fluoreszenzmikroskopmes-
sungen wurde somit die Funktion der Membran als diffusionshemmende
Schicht zwischen den Ebenen bestatigt.
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j l :

nac 1 s

2s

i

nach 1s 10s 60 s

Abb. 5-9 Fluoreszenzmikroskopaufnahme am Injektionskreuzungsbereich eines
dreilagigen CE-Chips mit integrierter PCTE-Membran; Trennparameter:
A: Injektion: tj,; = 3 s, Ejy = 500 V/ecm
B: Trennung: tse, = 60 S, Esep = 230 Vicm
Puffer: 10 mM Mes/His, Marker: 2 mM Fluorescein, pH 9

Abb. 5-10 zeigt die gemessenen Elektropherogramme nach mehrmaligen Auf-
trennungen der “LiNaK“-Testlosung in einem dreilagigen CE-Chip aus Poly-
carbonat mit integrierter PCTE-Membran. Dabei zeigen die aufgenommenen
Messkurven bei mehrfachen Trennungen minimale Signalschwankungen zwi-
schen 5 bis 7 pV, wobei die Signalbasislinie sehr stabil verlauft. Die Peak-
symmetrie in den entstandenen Elektropherogrammen blieb ebenfalls erhal-
ten. Nach der Injektion durch die PCTE-Membran konnten reproduzierbare
Auftrennungen beobachtet werden (Abb. 5-10).

Bei einem ununterbrochenen Messzyklus von ca. 8 Stunden, konnte jedoch
ein zunehmendes Verstopfen der Membranporen beobachtet werden. Dies
flhrte zu langeren Injektionszeiten, was die Trenneffizienz verringerte. Das
gesamte Mikrokanalsystem inklusive der integrierten Membran sollte
deswegen wiederholt mit gefiltertem Wasser mehrfach gespilt werden. Es
wurde beobachtet, dass diese Spllschritte ausreichend waren, die Membran-
poren wiederholt zu 6ffnen. Die gebrauchten Chips wurden Uber langere Zeit
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mit Wasser beflllt gelagert. Die Einsatzdauer der dreilagigen Chips betrug
maximal 5 Tage.
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Abb. 5-10 Reproduzierbarkeit der Messung bei Standardinjektion durch die

PCTE-Membran in einem dreilagigen CE-Chip unter folgenden
Trennbedingungen:

Injektion: ti,; = 3 s, Einj = 500 Viecm
Trennung: tsep = 120 s, Esep = 230 V/em
Analyt: 1 mM “LiNaK®-Losung; Puffer: 10 mM Mes/His

5.3.2 Selektives Ausschleusen einzelner Fraktionen des Analyten

Mit den angefertigten mehrlagigen CE-Strukturen konnte eine Reihe von
gewonnenen Separationen verschiedener Analytmischungen durchgefuhrt
werden. Anhand dieser ersten Trennungen konnte die Funktion der CE-Chips
mit bzw. ohne integrierte Membran nachgewiesen werden.

Mit den im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten mehrlagigen CE-Chips mit
einem Abstand Mikrokanal-Detektor-Elektrode zwischen 70 bis 100 um (ver-
gleiche Kapitel 4.3.2 Abb. 4-12) konnte eine gute Messempfindlichkeit beo-
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bachtet werden. Derzeit sind Messungen mit einem Abstand von 15 bis 90 pym
aus [25] bekannt. Die in dieser Arbeit erreichte Konzentrationsempfindlichkeit
lag in einer ahnlichen GroRenordnung wie die in [25] beschrieben. Bei den
mehrlagigen Fluidstrukturen wird der Abstand zum Detektor vom Chip-Design
eingeschrankt, da die erste Schicht des mehrlagigen CE-Chips immer den
Trennkanal mit einem Querschnitt von 50 x 50 um? enthalt und somit ferti-
gungsbedingt eine Mindestdicke von 80 pym nicht unterschreitet.

Messungen mit dreikanaliger CE-Struktur

Ein wichtiger Prozess zur Realisierung von 2D-CE stellt das sichere selektive
Ausschleusen von bestimmten Fraktionen aus einer CE-Auftrennung dar.
Erste Vorversuche dieser Art konnten hierbei durchgefuhrt werden. Zunachst
wurden die dreikanaligen CE-Chips aus PC mit integrierter PCTE-Membran,
gefertigt nach Design 1 (vergleiche Kapitel 4.1 Abb. 4-2), getestet.

CE-Messungen zu selektivem Ausschleusen und gezielter Uberleitung
einzelner Fraktionen vom Trennkanal 3-4 in den Ausschleusekanal 5-6 wurden
zunachst mit kleinen positiv geladenen Alkaliionen durchgefihrt, wofur
"LiNaK"-Testldsungen aus den entsprechenden Chloriden hergestellt wurden.
Die Analytprobe wird ins Reservoir 1 des mehrlagigen CE-Chips einpipettiert,
anschlieRend wird sie elektrokinetisch in den Injektionskanal 1-2 injiziert und
im Trennkanal 3-4 in ihre Bestandteile aufgetrennt.

Bei allen unten gezeigten Elektropherogrammen (Abb. 5-11, Abb. 5-12,
Abb. 5-13) erfolgte die Detektion im Trennkanal 3-4 an dem zweiten Elektro-
denpaar, positioniert direkt nach dem Ausschleusekanal 5-6 (als CCD 1 und 2
gekennzeichnetes Elektrodenpaar in Abb. 5-11, Abb. 5-12, Abb. 5-13). Die
beiden Messkurven, gekennzeichnet in rot und schwarz, wurden in zwei ver-
schiedenen hintereinander folgenden Messzyklen aufgenommen.

Alle Prozess- und Trennparameter, unter denen die Elektropherogramme in
Abb. 5-11, Abb. 5-12 entstanden sind, sind in Tab. 5-1 aufgelistet. Es werden
dabei, u. a. die Trennbedingungen, die angelegten Potentiale in den Kanalen
des CE-Chips und deren Schaltreihenfolge angegeben. Als Beginn und Ende
eines Kanals werden hierbei die Chipreservoirs, in denen die Hochspan-
nungselektroden (siehe hinzu Kapitel 5.1.3) eingetaucht werden, betrachtet. In
Tab. 5-1 und in Abb. 5-11, Abb. 5-12, Abb. 5-13 sind sie von 1 bis 6 durch-
nummeriert.
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Die schwarze Messlinie in den nachfolgenden Abbildungen zeigt eine voll-
standige Auftrennung der “LiNaK“-Losung im Trennkanal 3-4 (gekennzeichnet
als CCD 1 in Abb. 5-11 und Abb. 5-12). Sie entstand bei der Durchfihrung der
ersten zwei Prozessschritte, der Injektion und der Separation 1. Diese Mess-
kurve dient zur Bestimmung der Migrationszeiten der einzelnen Fraktionen.
Auf Basis der gemessenen Migrationszeiten und der zurickgelegten Trenn-
strecke (d. h. die effektive Kapillarlange vom Injektionspunkt bis zum Detektor)
werden die Umschaltzeiten, bei denen die ausgewahlten Fraktionen an der
Kreuzungsstelle des Kanals 3-4 mit Kanal 5-6 sortiert werden sollen, berech-
net. Die Kanallange bis zur Kreuzungsstelle des Kanals 3-4 mit Kanal 5-6 ist
durch das Chipdesign 1, 2 oder 3 gegeben (siehe hierzu die Tabelle mit Chip-
geometrieabmessungen im Anhang A).

Alle vier aufgelisteten Prozessschritte in Tab. 5-1 wurden hintereinander
automatisch ohne Stoppzeiten mittels dem Steuerungsprogramm KEPAS
(siehe hinzu Kapitel 5.1.2) ausgefuhrt, wobei als Ergebnis die Messkurve
CCD 2, gekennzeichnet in rot in Abb. 5-11 und Abb. 5-12, entstand.

Design 1
Prozessschritte: Injektion Separation 1/CCD 1 Ausschleusen Separation 2/CCD 2
Re%girp\)/-oir Dauer [s] 3 17
1 0,5 F F F
2 = G F F F
3 5 F 2,0 1,0 2,0
4 = F G 1,0
5 §' F F F
6 F F G

G-Masse (Ground engl.); F-vom Potential getrennt (Floating engl.)

Tab. 5-1  Trennparameter: Werte der angelegten Potentiale in den Kanalen des
mehrlagigen Chips bzw. Injektions- und Ausschleusezeiten fur die

“‘LiNaK*-Losung

Die Messkurve CCD 2 in Abb. 5-11, zeigt durch das Fehlen der K- und
Na-lonen-Peaks im Elektropherogramm deren gezielte Uberfiihrung in den
Ausschleusekanal 5-6. Der aufgetretene Signalabfall bei der CCD 2 zeigt das
Zeitintervall, wahrend dem die K- und Na-Fraktionen durch eine gezielte
Umschaltung der Hochspannung auf Kanal 5-6 ausgeschleust wurden. Der
Grund fur den Signalabfall war, dass die tatsachliche Detektion erst am Ende
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des Trennkanals 3-4 stattfand und das Umschalten der Hochspannung zu
Storungen der Messelektronik fuhrte.
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Abb. 5-11  Selektives Ausschleusen von K- und Na-Kationen aus einer
Analytmischung von 5 mM LiCl, NaCl, KClI
(Pufferlésung 10 mM Mes/His)

Mit der aufgenommenen Messkurve CCD 2 in Abb. 5-12 wird das gezielte
Ausschleusen von Na- und Li-Kationengruppe in den Kanal 5-6 dargestellt. Im
entstandenen Elektropherogramm ist nur der K-lonen-Peak zu sehen, die an-
deren zwei fehlen. Die selektive Fraktionensammlung von zwei benachbarten
Kationen-Gruppen wurde somit gezeigt.
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529,8 -
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529,4 -
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Abb. 5-12 Selektives Ausschleusen von Na- und Li-Kationen aus einer
Analytmischung von 5 mM LiCl, NaCl, KCI

In einer weiteren Reihe von CE-Messungen wurde die gezielte Uberleitung
von im Wein enthaltenen Sauren (Wein-, Apfel- und Bernsteinsaure) aus einer
Standardlosung getestet und optimiert. Wegen der ahnlichen elektrophoreti-
schen Mobilitat dieser drei organischen Sauren ist eine vollstandige Separati-
on auf kurze Trennstrecken nicht immer erreichbar. Fur die Losung eines sol-
chen Problems kommt dann die zweidimensionale Kapillarelektrophorese in
Frage. Gruppen von einzelnen Fraktionen, die im ersten Schritt der Auftren-
nung nicht komplett separiert werden, kdnnen in einem nachsten Schritt in ei-
nen weiteren Kanal zur weiteren Auftrennung Ubergeleitet werden.

Die separierte Mischung aus Wein-, Apfel- und Bernsteinsaure ist in Abb. 5-13
in schwarz gekennzeichnet (CCD 1). Die Detektion erfolgte im Trennkanal 3-4
an dem zweiten Elektrodenpaar positioniert nach dem Ausschleusekanal 5-6,
ahnlich wie oben gezeigt. Bei der in rot gefarbter Messung fehlen die drei ge-
trennten Fraktionen der Sauremischung (CCD 2). Sie wurden an dem Elektro-
denpaar im Trennkanal 3-4 nicht mehr detektiert d. h. sie wurden kurz vor dem
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Detektionsbereich komplett in den Ausschleusekanal 5-6 Uberfihrt. Wahrend
der Fraktionensammlung wurde hierbei genauso ein Signalabfall beobachtet,
der ahnlich wie in Abb. 5-11, Abb. 5-12 durch die Hochspannungsumschaltung
auf den Kanal 5-6 hervorgerufen wird.

(0) Systempeak
(1) Weinsaure
(2) Apfelsaure
4404 - (3) Bernsteinsaure
440,1 5
439,8 S MCD E
;‘ J
E. 4395
©
c
=
) 439,2 -
CCD 1
438,9 -
438,6
T T 1

T T I T I T I T I T I
0,0 0,3 0,6 0,9 1,2 1,5 1,8 2,1 24

Zeit [min]

Abb. 5-13  Selektives Ausschleusen von 0,5 mM Standardlésung von
Saureanionen (Pufferldésung 10 mM Mes/His)

Die Trennparameter, unter denen das Elektropherogramm in Abb. 5-13
entstanden ist, werden in Tab. 5-2 gezeigt.
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Design 1
Prozessschritte: Injektion Separation 1/CCD 1 Ausschleusen Separation 2/CCD 2
Re%girp\)/-oir Dauer [s] 3 36
1 -0,7 F F F
2 z F F
3 § G -2,0 -2,0 -2,0
4 g F G 05 G
5 § F F F F
6 F F G F

G-Masse (Ground engl.); F-vom Potential getrennt (Floating engl.)

Tab. 5-2 Trennparameter: Werte der angelegten Potentiale in den Kanalen des
mehrlagigen Chips bzw. Injektions- und Ausschleusezeiten fur die
Standardldésung von Saureanionen

5.4 Zweidimensionale Auftrennungen bei simultaner
CCD-Detektion

In diesem Unterkapitel wird auf die Chipdesigns 2 und 3 (siehe Abb. 4-2 /
Kapitel 4.1) eingegangen. Der Sinn der durchgeflihrten Messungen war
sowohl ein selektives Ausschleusen bestimmter Fraktionen als auch deren
sichere Uberleitung in die Kanale der nachsten Ebene zu demonstrieren. Zum
ersten Mal wurden im Rahmen dieser Arbeit wahrend der Durchfihrung von
CE-Messungen zwei parallele CCD-Detektionen an zwei unterschiedlichen
Stellen auf einem Chip realisiert.

5.4.1 Analytik kleiner anorganischen lonen

Analytmischungen aus LiCl, NaCl, KCI, die so genannten “LiNaK"
Testlosungen, werden zum schnellen Austesten der Funktionalitat hergestell-
ter mikrofluidischen CE-Strukturen zur CCD eingesetzt [68]. Aus diesem
Grund wurden Messungen mit dieser Analytmischung durchgefuhrt, welche
nachfolgend dargestellt sind.

Messungen mit vierkanaliger CE-Struktur

Mit ein- bzw. dreilagigen Multikanal-CE-Chips aus PC nach Designs 2 und 3
konnten erste Auftrennungen von “LiNaK“-Testlosungen gezeigt werden
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[133, 134]. Die getesteten Mikrostrukturen wurden anfangs zur schnellen
Prototypenfertigung direkt in das Polymer gefrast (Abb. 5-14, Abb. 5-15),
spater mittels HeilRpragen in hoherer Stlckzahl abgeformt (Abb. 5-17,
Abb. 5-20).

In Abb. 5-14 und Abb. 5-15 sind die gemessenen Elektropherogramme aus
der Separation der Probe (Messung in Kanal 3-4, Detektion CCD 1),
Ausschleusen und Uberleitung der einzelnen aufgetrennten Analytfraktionen
(Messung in Kanal 7-8, Detektion CCD 2) und deren Reproduzierbarkeit
dargestellt. Der Unterschied zwischen den beiden Abbildungen ist, dass die
Messungen bei Abb. 5-14 mit einem einlagigen CE-Chip und bei Abb. 5-15 mit
einem dreilagigen CE-Chip mit integrierter Membran entstanden sind. Daraus
folgend resultieren andere Trennbedingungen beim Messen mit Chips
verschiedener Designs. Die Trennparameter fur die Elektropherogramme aus
Abb. 5-14 sind in Tab. 5-3 aufgefluhrt.

Alle vier Prozessschritte, aufgezanhlt in Tab. 5-3, wurden automatisch gesteuert
und ohne zeitliche Unterbrechung hintereinander durchgefuhrt. Eine Aufzeich-
nung der Messdaten fand nur wahrend des letzten Vorgangs Separation 2
statt, deswegen wurden die beiden Elektropherogramme, aufgenommen am
CCD 2, in Abb. 5-14 zeitlich versetzt erfasst. Alle weiteren Elektropherogram-
me, prasentiert in diesem Kapitel, wurden nach demselben Prinzip aufge-
zeichnet.

Design 2 (einlagig)

Prozessschritte: Injektion Separation 1/CCD 1 Ausschleusen Separation 2/CCD 2
Recmvoir | Dauer [s] 3 3 fiir K"+Na"+Li*
1 0,5 F F F
2 G F F F
3 z F 2,0 F F
4 g F G F F
5 % F F 0.8 F
6 a F F F F
7 F F F 2,0
8 F F G G

G-Masse (Ground engl.); F-vom Potential getrennt (Floating engl.)

Tab. 5-3  Trennparameter von “LiNaK"-Losung: Werte der angelegten Potentiale in
den Kanalen eines einlagigen Chips bzw. Injektions- und Ausschleuse-
zeiten
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Die Messkurve CCD 2 ist bei Abb. 5-14 in zwei Varianten gezeigt:
1. Ausschleusen und Uberleitung von Na- und Li-Kationen (gekennzeichnet im
Elektropherogramm mit Peaks 2 und 3); 2. Ausschleusen und Uberleitung von
K, Na- und Li-Kationen (gekennzeichnet im Elektropherogramm mit Peaks 1, 2
und 3). Eine Fraktionensammlung von ausgewahlten nur K- oder nur
Na-Kationen ist mit den eingesetzten Chips genauso reproduzierbar maoglich
(Daten nicht gezeigt).

(1) KClI
(2) NaCl

488,5 (3) LiCl

>
E
g 3
& 487.5- 2
487,0 - 123 CCD 2
486,5 T T T T T T T T T 1
0,0 0,2 04 06 0,8 1,0

Zeit [min]

Abb. 5-14  Separation, Ausschleusen und Uberleitung von Kationen aus einer
Analytmischung von 0,25 mM LiCl, NaCl, KCI / Pufferlésung 10 mM
Mes/His in einlagigen gefrasten CE-Chips mit 50 um Deckelfolie

Die Tab. 5-4 zeigt die verwendeten Trennparameter bei einem dreilagigen
CE-Chip mit integrierter PCTE-Membran. Um durch die Membran aufgetrennte
Fraktionen von Kanal 3-4 in Kanal 5-6 durchschleusen und sie in Separations-
kanal 7-8 weitertransportieren zu kénnen, wurden Optimierungen der Schalt-
prozesse der Hochspannung durchgefuhrt. Im Vergleich zum einlagigen Chip
kommt hierbei ein zusatzlicher Schaltprozess zum Einsatz, der die Uberleitung
durch die Membran sicherstellt.
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Design 2 (dreilagig)

Prozessschritte: Injektion Separation 1/  Ausschleusen Uberleitung Separation 2/
CCD 1 in Kanal 5-6 in Kanal 7-8 CCD 2
Chip- Dauer [s] 3 3 fur 3 far
Reservoir K*+Na" K'+Na"
1 0,5 F F F F
2 . G F F F F
3 2, F 2,0 2,0 F F
4 2 F G F F F
5 g F F F 08 F
6 e F F G F F
7 @ F F F F 2,0
8 F F F G G

G-Masse (Ground engl.); F-vom Potential getrennt (Floating engl.)

Tab. 5-4

Signal [mV]

Abb. 5-15
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Trennparameter von “LiNaK®-Losung: Werte der angelegten Potentiale in
den Kanalen eines dreilagigen Chips bzw. Injektions- und
Ausschleusezeiten
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486,5 i
486,4 i
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\\
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(2) NaCl
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0,4

0,6
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0,8

1,0

Separation, Ausschleusen und Uberleitung von Kationen aus einer
Analytmischung von 1 mM LiCl, NaCl, KCI / Pufferlésung 10 mM
Mes/His in dreilagigen CE-Chips mit PCTE-Membran
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Erste CE-Messungen mit einem dreilagigen PEEK-Chip

Die doppelseitig laserstrukturierten Folienchips aus PEEK wurden bei Durch-
fihrung von CE-Messungen auf ihre Funktionsfahigkeit getestet (siehe hinzu
Kapitel 4.4.2). Hierflir wurde das in dieser Arbeit entwickelte plasmaunterstiitz-
tes thermische Bondverfahren in drei Lagen auf seine Zuverlassigkeit Uber-
pruft (siehe hinzu Kapitel 4.4.3), wobei hauptsachlich auf die kritischen Stellen
in der CE-Struktur insbesondere auf die Kanalkreuzungsbereiche geachtet
wurde. Denn sowohl ein undichter oder verengter Trennkanal als auch ein
nicht durchlassiges Injektionskreuz - beides Artefakte, welche durch das ther-
mische Bondverfahren entstehen kdnnen - wirden eine gute Analyttrennung
verhindern.

Durch die erfolgte Injektion im Kanalkreuz des dreilagigen PEEK-Chips und
die ersten Auftrennungen der Analytmischung “LiNaK® konnte die Funktionali-
tat der gefertigten Struktur demonstriert werden. In Abb. 5-16 ist das entstan-
dene Elektropherogramm aus der Separation der Probe dargestellt. Die
elektrophoretische Messung erfolgt im ersten Separationskanal am CCD 1.
Aufgrund des kleinen Abstands zum Detektor bzw. der geringen Bodenfolien-
dicke von 50 ym wurde eine ahnliche Messempfindlichkeit wie in [125] er-
reicht.

0,45

j Na" L
0,40 K*
0,35+
>
E 0,30+
©
5
o 025
0,20
0.154 — CCD 1
_ —
o0 4———r+—F—+—r——F+—+—r——1—+—7——1—+—
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8
Zeit [min]

Abb. 5-16  Separation von Kationen aus einer Analytmischung von 1 mM LiCl,
NaCl, KClI in Pufferlésung 10 mM Mes/His in dreilagigem
laserstrukturierten PEEK-Chip bei folgenden Trennparametern:
Injektion: ti,; = 3 s, Ejp; = 500 V/em;

Trennung: tsep = 96 S, Esep = 230 V/iecm
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5.4.2 Lebensmittelanalytik

Die Lebensmittelanalytik ist ein Teil der analytischen Chemie, der sich mit der
Bestimmung charakteristischer Hauptbestandteile von Lebensmitteln befasst.
Das Ziel ist zum einen, die stoffliche Zusammensetzung und die Identitat der
Lebensmittel zu bestimmen und zum zweiten, die Qualitat der Lebensmittel
festzulegen und zu kontrollieren [135]. Zu einer der wichtigsten Lebensmittel-
gruppen gehodren die Getranke beispielsweise Safte, Erfrischungsgetranke
oder Spirituosen, wie Bier oder Wein. Das breite Anwendungsspektrum orga-
nischer Sauren, der so genannten Fruchtsauren in der Lebensmittelindustrie
macht deren Untersuchung und Nachweiskontrolle besonders interessant.
Organische Sauren werden verbreitet zur Aromabildung oder zur zusatzlichen
Sauerung in Getranken eingesetzt. Darlber hinaus sind sie aufgrund ihrer an-
timikrobiellen und antioxidativen Wirkung wichtig flr die Haltbarkeit der Le-
bensmittel.

Fur die Getrankeanalytik werden analytische Techniken bendtigt, die schnell,
einfach zu handhaben, zuverlassig und kostengunstig sind. Diese Anforderun-
gen werden durch die Kapillarelektrophorese erfullt. Mittels Kapillarelektropho-
rese in Form eines Lab-on-a-Chip-Systems ist beispielsweise die gleichzeitige
Bestimmung der wichtigsten organischen Sauren im Wein wie z. B. Weinsau-
re, Apfelsaure, Zitronensaure, Essigsédure und Milchsdure méglich [65, 136].
Diese Applikation ist deswegen interessant, weil die nhachgewiesenen Haupt-
saurebestandteile Auskunft Uber die Qualitat eines Weines sowohl bei der
Herstellung als auch im fertigen Produkt geben konnen. Die Sauren im Wein
haben direkten Einfluss auf den Geschmack und die Farbe. Eine vollstandige
Trennung aller Hauptsauren ist bei sehr kurzen Trennstrecken aufgrund der
ahnlichen elektrophoretischen Mobilitat einiger der Sauren nicht immer mog-
lich. Zur besseren Auftrennung konnte hierbei die 2D-CE zum Einsatz kom-
men.

Alle mehrlagigen, nach Design 2 und 3 gefertigten CE-Chips wurden auf ihre
Funktionsfahigkeit am Beispiel der Auftrennungen von Standardmischung
organischer Sauren und Weine als Testsubstanzen getestet. Abb. 5-17 zeigt
einen nach Design 2 gefertigten dreilagigen CE-Chip aus PC. Wie schon im
Kapitel 4 diskutiert wurde, wurden die Chips zuerst in diinne Polymerfolien
abgeformt und danach mittels thermischer Bondverfahren zusammengefigt.
Die gezeigten Messkurven in Abb. 5-18 und Abb. 5-19 wurden mit dem unten
dargestellten CE-Chip aufgenommen.
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Abb. 5-17  Dreilagiger PC-CE-Chip nach Chipdesign 2 mit integrierter nanopordser
Membran und besputterten Goldelektroden zur CCD 1 bzw. CCD 2

Fir alle im Folgenden beschriebenen CE-Messungen wurde zunachst als Hin-
tergrundelektrolyt 10 mM Mes/His verwendet. Die Auftrennung von organi-
schen Sauren fand somit im neutralen pH-Bereich statt (pH 6 bei 10 mM
Mes/His). Die Weinproben wurden aufgrund der hohen Saurenkonzentration
des verwendeten Weins zunachst mit einem Syringe Filter (Pall Corporation,
Washington, USA) mit einer PorengréRe von 0,1 um gefiltert und danach im
Hintergrundelektrolyten verdinnt. Optimale Ergebnisse wurden bei Verdin-
nung im Verhaltnis 1:100 erreicht.

Nachfolgend wurden Simulationen zur Trennung von Hauptsaurebestandteilen
in Wein mit dem Simulationsprogramm PeakMaster durchgefuhrt (Daten nicht
gezeigt). Das Programm wurde von B. Ga$ et al. an der Universitat Prag ent-
wickelt und steht frei zur Verfugung [137-139]. Damit kdnnen Trennparameter
wie angelegte Feldstarken bei verschiedenen Trennstrecken variiert werden
und somit optimale CE-Trennungen fur eine bestimmte Analytmischung simu-
liert werden. Im Falle der Analyse der Hauptsaureanteile von Wein wurde der
Einfluss verschiedener Pufferlosungen auf die Trennung untersucht. Mittels
dieser Simulation wurde festgestellt, dass eine Pufferlésung aus 30 mM Mes
und 10 mM His (pH 5,6 bei 30:10 Mes/His) zu besseren Separationen fuhrt als
das zunachst verwendete Puffersystem von 10 mM Mes/His. Dieser Puffer
wurde deswegen bei der Durchfihrung von 2D-Trennungen in Trennkanal 7-8
eingesetzt (siehe Abb. 5-18 und Abb. 5-19 fur Chipdesign 2, Abb. 5-22 und
Abb. 5-23 fur Chipdesign 3).

Die Separation, Ausschleusen und Uberleitung von organischen S&uren
wurden unter folgenden Trennparametern durchgefuhrt:
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Design 2 (dreilagig)

Prozessschritte: Injektion Separation 1/  Ausschleusen Uberleitung Separation 2/
CCD 1 in Kanal 5-6 in Kanal 7-8 CCD 2
Chip- Dauer [s] 3 7 fir WS, 2 fur WS
Reservoir 13 fr WS+AS | 3 fiir WS+AS
1 -0,7 F F F F
2 . F F F F F
3 <, G 4,0 2,0 F F
4 2 F G -0,5 F F
5 = F F F 08 F
6 8 F F G -0,1 F
7 @ F F F F -2,0
8 F F F G G

G-Masse (Ground engl.); F-vom Potential getrennt (Floating engl.);

WS-Weinséure; AS-Apfelséure

Tab. 5-5 Trennparameter von organischen Sauren: Werte der angelegten
Potentiale in den Kanalen eines dreilagigen Chips bzw. Injektions- und
Ausschleusezeiten

(0) Systempeak
(1) Weinsaure
668,0 (2) Apfelsaure
4 (3) Bernsteinsaure
667,0—- 2
666,0 - 1 3
] Standard CCD 1
665,0 -
664,02 0
>
E 5450 1
®©
S CCD 2
o 5448 0
544,6 - 19
CCD 2
544,4 -
I I T I T I I
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
Zeit [min]
Abb. 5-18 Separation und Ausschleusen von organischen Sauren aus einer
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0,5 mM Standardlosung; Pufferlosung 10 mM Mes/His

CCD 1: Messung in Trennkanal 3-4;

CCD 2: Messung in Trennkanal 7-8 nach Uberleitung von Weinsaure
und 2D-Trennung von Weinsaure und Apfelsiure
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Die angelegten elektrischen Feldstarken in den beiden Separationskanalen
wurden unterschiedlich variiert (Tab. 5-5 und Tab. 5-6). Somit wurden
2D-Trennungen von organischen Sauren unter verschiedenen elektrischen
Bedingungen durchgefuhrt. Der erste Separationsvorgang (Separation 1 in
Tab. 5-5) wurde bei einer Trennspannung von -4 kV und der zweite (Separati-
on 2 in Tab. 5-5) bei einer Trennspannung von -3 kV realisiert. Dies fuhrte zur
besseren Auftrennung der Weinsaure von Apfelsédure in der Referenzldsung
(Abb. 5-18, zweite Messkurve am CCD 2) und in Weildwein Chardonnay 2003
(Abb. 5-19, zweite Messkurve am CCD 2).

Design 2 (dreilagig)

Prozessschritte: Injektion Separation 1/ Ausschleusen  Uberleitung Separation 2/
CCD1 in Kanal 5-6 in Kanal 7-8 CCD 2
Chip- Dauer [s] 2 7 fir WS, 2 fur WS
Reservoir 7 fur WS+AS | 3 fiir WS+AS
1 -0,7 F F F F
2 . F F F F F
3 <, G 4,0 4,0 F F
4 2 F G -0,5 F F
5 g F F F -1,0 F
6 8 F F G -0,1 F
7 @ F F F F -3,0
8 F F F G G

G-Masse (Ground engl.); F-vom Potential getrennt (Floating engl.);
WS-Weinséure; AS-Apfelséure

Tab. 5-6  Trennparameter von organischen Sauren in Wein: Werte der angelegten
Potentiale in den Kanalen eines dreilagigen Chips bzw. Injektions- und

Ausschleusezeiten

Bei den durchgefuhrten CE-Messreihen konnte gezeigt werden, dass sowohl
einzelne als auch mehrere aufgetrennte Analytkomponenten vom ersten
Separationskanal 3-4 in den zweiten Separationskanal 7-8 reproduzierbar
uberfuhrt werden kdonnen [140]. Gleichzeitig konnte auch gezeigt werden, dass
zwei Detektorpaare (CCD 1 bei 1 MHz und CCD 2 bei 3,8 MHz) auf einem
Chip gleichzeitig betrieben werden koénnen ohne sich gegenseitig zu
beeinflussen.

Das nach der Separation 1 am CCD 1 aufgenommene Elektropherogramm in
Abb. 5-19, zeigt die Trennung der Hauptsaurebestandteile und somit den
Fingerprint des WeiRweins Chardonnay des Jahrgangs 2001. Die Weinsaure
und die Apfelsdure sind die wichtigsten organischen S&uren der Weinbeere.
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Die Konzentration beider Sauren andert sich wahrend der Reifung der Wein-
traube. Geschmacklich sind sie beide voneinander nicht zu unterscheiden. Die
Konzentration an Saure ist fur die chemische Bestandigkeit des Weines von
Bedeutung. Sie ist Uber die bevorstehenden Entsauerungsprozesse wahrend
der Weinherstellung entscheidend [141]. Je hoher der Anteil an Saure ist, des-
to besser ist sein Alterungspotential und umso hdher ist die Qualitat des Wei-
nes. Die Konzentration der Apfelsaure in den Beeren hangt teilweise von der
Rebsorte ab. Manche Sorten verflgen Uber einen naturlich hohen Anteil an
Apfelsdure. Eine hohe Menge Gesamtsaure im Wein entspricht immer einer
hohen Menge an Apfelsédure, wobei diese Menge vom Jahrgang, dem Mikro-
klima und dem Anbaugebiet der Weintrauben abhangig ist. Bei der Durchflih-
rung einer malolaktischen Garung, auch als biologischer Saureabbau (BSA)
bezeichnet, kann die Konzentration der Apfelsdure im Wein gezielt beeinflusst
werden [142]. Wahrend eines BSAs wird die Apfelsdure durch die Milchs&ure-
bakterien in die mildere Milchsaure umgewandelt, wobei als Nebenprodukt zu-
satzlich Kohlensdure entsteht. Die Bestimmung von Apfelsaure ist speziell zur
Kontrolle des BSAs von grof3er Bedeutung. Ein unkontrollierter Saureabbau
kann zu Tribung oder unerwlnschter Geschmacksveranderung des Weines
fUhren.

Die Weinsaure und die Apfelsdure sind aufgrund ihrer &hnlichen Wanderungs-
geschwindigkeiten im neutralen pH-Bereich auf der Trennstrecke von 60 mm
des dreilagigen CE-Chips nicht vollstandig von einander getrennt. Wie aus
dem Elektropherogramm am CCD 2 in der Abb. 5-19 ersichtlich wird, ist die
Apfelsaure bei dem untersuchten Weilwein die Hauptkomponente mit der
hochsten Konzentration.
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(0) Systempeak
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Abb. 5-19  Separation und Ausschleusen von organischen Sauren in Weillwein
Chardonnay 2001 (1:100 Verdunnung in Pufferlésung)
CCD 1: Trennung des Weines in Trennkanal 3-4, eingefullt mit
Pufferlosung 10 mM Mes/His (pH 6), Esep1 = 460 V/em;
CCD 2: Uberleitung von Apfelsdure und 2D-Trennung von Weins&ure
und Apfelsaure in Trennkanal 7-8, eingefiillt mit Pufferlésung
30:10 Mes/His (pH 5,6), Esep2 = 285 Vicm

In den aufgenommenen Elektropherogrammen nach Separation 2 treten
Systempeaks auf (bezeichnet in Abb. 5-18 und Abb. 5-19 mit Peaknummer 0),
hervorgerufen durch den Schaltprozess bei der Uberleitung der aufgefange-
nen Analytkomponenten durch die integrierte Membran in Kanal 7-8. Genaue
Angaben dazu sind in Tab. 5-5 und Tab. 5-6 in der Spalte “Uberleitung in Ka-
nal 7-8“ zu entnehmen. Bei dieser Art Schaltung treten die sog. “corner
effects”, beschrieben in [49, 143] auf. Infolge dessen wird der von Kanal 3-4 in
Kanal 7-8 zu Uberfuhrende Analytpfropfen deutlich reduziert. Dies fuhrt einer-
seits zu Bandenverbreiterung und andererseits zur Abnahme der Signalinten-
sitat der Peaks in den Elektropherogrammen nach Separation 2/ CCD 2. Bei
einer Standard-Schaltung, welche identisch zur Schaltung bei der Separation
1 ist (genaue Angaben dazu in Tab. 5-5 und Tab. 5-6 in der Spalte “Separation
1/ CCD 1%), ware der Transport der aufgefangenen Fraktionen, in diesem Fall
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die negativ geladene Anionengruppe der organischen Sauren, durch die
Membran nicht sichergestellt. Der Grund daflr ist, dass die in dieser Arbeit
verwendete PCTE-Membran, mit Polyvinylpyrrolidon (PVP) zur Hydrophilisie-
rung der Membranoberflache vom Hersteller beschichtet ist. Die Polymerober-
flache wird dadurch positiv geladen. Dabei nimmt der EOF in den Membranpo-
ren in positiver Richtung zusatzlich zu, so dass er bei der Trennung von nega-
tiv geladenen Teilchen in die entgegengesetzte Flussrichtung wirkt. Ausfuhrli-
che Studien dazu wurden von Kuo et al. durchgefuhrt [144].

Andere mdogliche Ursachen zum Auftreten von Systempeaks in den
entstandenen Elektropherogrammen koénnte die Verwendung zweier Puffer-
I6sungen mit verschiedenen pH-Werten in den Kanalen 3-4 und 7-8 sein. Die
zu untersuchende Weinprobe wurde vor dem Beginn der CE-Messungen in
10 mM Mes/His Pufferlésung bei pH 6 verdiinnt. Nach der ersten Auftrennung
in Kanal 3-4, gefullt mit Pufferlosung 10 mM Mes/His (pH 6), wurde die
Weinprobe zur weiteren Auftrennung in Kanal 7-8, gefullt mit Pufferlosung
30:10 Mes/His (pH 5,6) transportiert. Uber die Theorie der Systempeaks und
deren Vorkommen wird in [145-148] berichtet.

Messungen mit Chips gefertigt nach Design 3

Ein nach Design 3 gefertigter CE-Chip ist in Abb. 5-20 dargestellt. Die
Richtung des Fluidtransports im Mikrokanalsystem ist durch rote Pfeile
gekennzeichnet, wobei die zu analysierende Probe in Reservoir 1 einpipettiert
wird. Der Unterschied zu Chipdesign 2 ist hier, dass die nanoporése PCTE-
Membran nur im Injektionsbereich integriert ist (rechts auf dem Bild) und im
zweiten Kreuzungsbereich nicht (links auf dem Bild). Ohne die Membran an
dieser zweiten Kreuzungsstelle wird die gesammelte Probenmenge aus der
ersten Trennung vergroRert und somit deutlich grof3ere Peakauflésung bei der
zweiten Detektion der 2D-CE erzielt (vergleiche Abb. 5-19 mit Abb. 5-22).

4 CCD Zr 6 e
0®: L = - N
5  wceD1 J ””"‘”"'"-2.3

Abb. 5-20 Dreilagiger PC-CE-Chip nach dem Chipdesign 3 mit integrierter
Membran nur im Injektionsbereich und besputterten Goldelektroden zur
CCD 1 bzw. CCD 2
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Die in Abb. 5-21, Abb. 5-22, Abb. 5-23 dargestellten Elektropherogramme
zeigen zunachst eine Trennung in der ersten Dimension in Trennkanal 3-4 und
die erste Detektion CCD 1 (in schwarz gekennzeichnet) bzw. eine Trennung in
der zweiten Dimension in Trennkanal 5-6 und die zweite Detektion CCD 2 (in
rot gekennzeichnet). Die in Tab. 5-7 beschriebene Schaltprozesse sind alle
gleich fur die nachfolgend dargestellten Elektropherogramme.

Design 3 (dreilagig)

Prozessschritte: Injektion Separation 1/ Uberleitung Separation 2/
CCD1 in Kanal 5-6 CCD 2
ReChip- . | Daer [s] 3 2 fiir WS+AS+ZS

1 0,7 F F F

2 = F F F F

3 E: G 4,0 4,0 F

4 = F F F

5 a F F F 3,0

6 F F G G

G-Masse (Ground engl.); F-vom Potential getrennt (Floating engl.);
WS-Weinséure; AS-Apfelséure; ZS-Zitronenséure

Tab. 5-7  Trennparameter von organischen Sauren in Wein: Werte der angelegten
Potentiale in den Kanalen eines dreilagigen Chips bzw. Injektions- und
Ausschleusezeiten

In Abb. 5-21 wird zunachst die Separation einer Referenzlosung aus Weinsau-
re, Apfelsdure, Zitronensdure und Bernsteinsdure und deren Uberleitung zur
besseren Auftrennung der Apfelsdure von Zitronensdure gezeigt. Mittels der
organischen Standardsauren wurde untersucht, ob eine Analyse dieser Art mit
den hergestellten Chips Uberhaupt moglich ist. AnschlieBend werden die
Fingerprints aus den Untersuchungen an Weinproben eines Weildweins
Chardonnay 2003 in Abb. 5-22 und eines Rotweins Mavrud 1999 in Abb. 5-23
dargestellt.
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Abb. 5-21  2D-Separation von organischen Sauren aus einer 0,5 mM Standard-
I6sung; Pufferldsung 30:10 mM Mes/His
CCD 1: Messung in Trennkanal 3-4;
CCD 2: 2D-Trennung von Apfelsiure und Zitronensaure in
Trennkanal 5-6

Nach Durchfihrung von Simulationen zur Trennung der Hauptsaurebestand-
teile des Weins mit dem Simulationsprogramm PeakMaster wurde untersucht,
ob eine vollstandige Separation von allen Hauptkomponenten des Weins auf
der kurzen Trennstrecke von 66 mm bei einer Trennspannung von -4 kV in
einem einzigen Trennvorgang erreicht werden kann. Es wurde dabei Uberpruft,
ob und bei welchen Bedingungen die Analyse einer Weinprobe zur Demonst-
ration einer 2D-Trennung mittels CE zweckmaldig ware. Die Simulationser-
gebnisse zeigten dabei, dass eine vollstandige Trennung der Apfelsaure von
Zitronensaure und der Sulfate von Nitraten auf der kurzen Trennstrecke bei
den gewahlten Trennparametern nicht moglich ist (Daten nicht gezeigt).

Zur Realisierung und Optimierung einer 2D-CE-Trennung von WeilRwein und
Rotwein wurden im Rahmen der durchgefuhrten Versuche sowohl die
elektrischen als auch die chemischen Trennparameter gleichzeitig variiert.
Wahrend der Weinanalyse auf einem CE-Chip konnten optimale Ergebnisse
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fir beide Weine durch den parallelen Einsatz einer 10 mM Mes/His
Pufferldsung bei pH 6, eingeflllt in Trennkanal 3-4, und einer Pufferldsung aus
30 mM Mes und 10 mM His bei pH 5,6, eingeflllt in Trennkanal 5-6, erzielt
werden. Die Variation der angelegten elektrischen Potentiale fuhrte zu
Unterschieden bei der Analyse der beiden Weine, wobei der WeilRwein bei
einer Trennspannung von -2 KV und der Rotwein bei einer Trennspannung von
-3 kV vollstandig separiert wurde (beide in rot gekennzeichnet in Abb. 5-22
und Abb. 5-23).

(1) Sulfat
(2) Weinsaure
570,0 (3) Apfelséure
] (4) Zitronenséure
569,5 | (5) Bernsteinsaure
569,0
] 1 2 3+4
568,5
568,0 - 5 CCD 1
567,5
E 567,04
o 552,4 1 5
= : 3 4
P 552,2
- CCD 2
552,0
551,8
551,6 T T T T T T T T T T T T 1
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

Zeit [min]

Abb. 5-22 2D-Separation von organischen Sauren in Weil3wein Chardonnay 2003
(1:100 Verdunnung in Pufferlosung 10 mM Mes/His),
CCD 1: 1D-Trennung des Weines in Trennkanal 3-4, eingefullt mit
Pufferlosung 10 mM Mes/His (pH 6), Esep1 = 480 V/em;
CCD 2: 2D-Trennung von Apfelsdure und Zitronensaure in
Trennkanal 5-6, eingefullt mit Pufferlésung 30:10 Mes/His (pH 5,6),
ESep2 =270 Vicm

Im entstandenen Elektropherogramm nach der ersten Auftrennung des Weil}-
weins Chardonnay des Jahrgangs 2003, in Abb. 5-22 in schwarz gekenn-
zeichnet, zeigte sich kein separater Peak flr die Zitronensaure sondern nur
ein Peak fur die Apfel-/Zitronensdure. Nach der durchgefiihrten 2D-CE-
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Trennung, in Abb. 5-22 in rot gekennzeichnet, wurde die Zitronensaure von
der Apfelsaure vollstandig getrennt und somit im Weilwein nachgewiesen.

Die Zitronensaure entsteht als ein Nebenprodukt bei der alkoholischen Garung
des Weines. Bei einem BSA wird sie ahnlich wie die Apfelsdure zu Milchsaure
abgebaut. In einer bestimmten Menge darf die Zitronensdure dem Wein auch
nachtraglich zugesetzt werden. |hr Zusatz fihrt zu Weinstabilisierung bei-
spielsweise gegen Metalltribungen im Wein [142]. Der Nachweis von Zitro-
nensaure ist deshalb wichtig, weil er Aufschlul dartber gibt, wieviel Zitronen-
saure in einem Wein ohne Zusatz vorhanden ist und welche Menge bis zum
Erreichen der maximal zulassigen Obergrenze zugegeben werden kann [141].

Neben den organischen Hauptbestandteilen des Weins sind auch die
anorganischen Komponenten wie Chloride, Sulfate, Nitrate und deren
Bestimmung fur die Weinanalytik von entscheidender Bedeutung. Um die
alkoholische Garung regulieren zu konnen, werden bei der Weinherstellung
dem Most oder Wein Schwefeldioxid, schweflige Saure oder Sulfite zugesetzt
[149]. Die Sulfate haben eine antimikrobielle Wirkung, wobei sie den Wein
gegen Hefen und Bakterien schitzen. Sie wirken ebenfalls antioxidativ und
dienen somit als Oxydationsschutz und Konservierungsmittel des Weines
[150]. Die Weinqualitat wird Uber eine bestimmte Konzentration der Sulfate
hinaus beeinflusst und somit verandert. Ein hochwertiger Wein von guter
Qualitat soll moglichst kleine Menge an Sulfaten enthalten.

Nitrate sind in der Regel in kleinen Konzentrationen im Wein vorhanden. Sie
sind mit den gangigen gravimetrischen Methoden sehr schwer nachzuweisen
[150]. Eine Uberhohte Stickstoffdiingung der Erde wirde zu einer Erhéhung
der Nitratgehalte im Most oder Wein fuhren.

Beim untersuchten Rotwein Mavrud konnten nach der Durchfuhrung einer
2D-CE Sulfate von Nitraten getrennt werden (Abb. 5-23). Diese CE-Messung
prasentiert somit ein interessantes Anwendungsbeispiel der eingesetzten
2D-CE. Eine vollstandige Separation der beiden anorganischen Komponenten
ist auf der kurzen Trennstrecke nur in einem einzigen Trennvorgang nicht
moglich. Der Rotwein Mavrud des Jahrgangs 1999 ist ein hochwertiger
trockener Rotwein aus der sudlichen Region Bulgariens, der sog. Thrakischen
Tiefebene. Mavrud ist eine alte autochthone einheimische Rebsorte, die seit
Urzeiten nach alter Tradition nur in Bulgarien angebaut wird [151-153].
Mavrudweine sind deswegen fur die Weinanalytik interessant, weil sie von
Natur aus besonders saurereiche Weine mit einem hohen Alkoholgehalt sind.
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Diese extraktreichen Weine konnen aufgrund ihres hohen Tanningehalts Gber
Jahrzehnte gelagert werden.
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Abb. 5-23  2D-Separation von organischen Sauren in Rotwein Mavrud 1999
(1:100 Verdunnung in Pufferlésung 10 mM Mes/His),
CCD 1: 1D-Trennung des Weines in Trennkanal 3-4, eingefullt mit
Pufferlosung 10 mM Mes/His (pH 6), Esep1 = 480 V/em;
CCD 2: 2D-Trennung von Sulfat und Nitrat in Trennkanal 5-6, eingefullt
mit Pufferlosung 30:10 Mes/His (pH 5,6), Esep2 =400 V/iem

5.4.3 Bioanalytik

Die vorgestellte Trennung von Aminosauren mit den hergestellten mehrlagigen
CE-Strukturen ist ein mdglicher Einsatz der 2D-CE-Chips in der Bioanalytik.

Proteine sind die Grundbaustoffe der Zellen aller Lebewesen. Sie stellen
neben den Kohlenhydraten und den Fetten eine wichtige Energiequelle des
menschlichen Korpers dar. Proteine bestehen aus zahlreichen Aminosauren,
die so genannten proteinogenen Aminosauren, die kettenformig miteinander
verbunden sind. Aminosauren spielen z.B. beim Muskelaufbau, bei der
Bildung von Hormonen, Antikorpern und Enzymen eine wichtige Rolle im
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menschlichen Korper. Besondere Bedeutung kommt ihnen beim gesunden
Ablauf aller Stoffwechselprozesse im Korper und als Bausteine fur das
korpereigene Immunsystem zu. Der Gehalt der Aminosauren im Protein kann
durch deren qualitative und quantitative Bestimmung nachgewiesen werden
[154].

Nachweis und Trennung von Aminosauren sind mit verschiedenen
Trenntechniken moglich. Zu den chromatographischen Trennverfahren zahlen
die lonenaustauschchromatographie, die Dunnschichtchromatographie und
die Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie (HPLC) [154]. In der Literatur
wird Uber Trennungen auf einem mikrofluidischen Chip mittels uCZE (engl.
microchip-based capillary-zone electrophoresis) [155-157], WCEC (engl.
microchip-based electrochromatography) [158] und MEKC (Micellare elektro-
kinetische Chromatographie) [159] berichtet.

Die Detektion von aufgetrennten Aminosauren ist sowohl durch optische De-
tektionsverfahren wie z.B. LIF (Laserinduzierte Fluoreszenzspektroskopie)
[160, 161] als auch durch elektrochemische Verfahren wie beispielsweise die
amperometrische Detektion [157, 162, 163] oder durch die Leitfahigkeitsdetek-
tion [65, 69, 164, 165] moglich. Als Vorteile der kontaktlosen Leitfahigkeitsde-
tektion im Gegensatz zu den anderen erwahnten Detektionsverfahren werden
hierbei die lange Lebensdauer des Detektors, bestimmt durch den berlh-
rungslosen Kontakt der Messelektroden mit dem Messmedium, die labelfreie
Durchflihrung der Auftrennung und Detektion von Aminosauren und die be-
sondere Eignung des Detektors fur eine Miniaturisierung [128, 166] bezeich-
net.

Mehrdimensionale Trennungen von verschiedenen Aminosauren auf einem
Mikrochip, gefertigt aus PDMS [50] und/oder PDMS-Glas [167], wurden
bereits mittels CE auf sehr kurze Trennstrecken im Bereich von 30 mm bis
48 mm bei Analysezeiten von weniger als einer Minute durchgefuhrt. Die
Detektion erfolgte bei beiden mikrofluidischen Systemen optisch mittels LIF,
wobei die Aminosauren mit Fluoresceinmarkern markiert wurden.

Mit CCD wurden bereits CE-Trennungen von Aminosauren in 80 cm langen
Standard-Glaskapillaren bei typischen Analysezeiten von 30 Minuten realisiert
[168]. Auf einem CE-Chip, gefertigt aus Glas, wurden Aminosauren im stark
alkalischen Puffer (pH 10,8) auf einer Trennstrecke von 80 mm und bei
Analysezeiten innerhalb einer Minute aufgetrennt und mit CCD detektiert
[169]. In stark sauren Puffersystemen (pH 2,1) wurden essentielle Amino-
sauren auf einem planaren PMMA-Chip bei einer Trennstrecke von 85 mm
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und Analysezeiten von vier Minuten separiert und mit CCD detektiert [165],
wobei Arginin und Histidin nicht vollstandig voneinander getrennt wurden.

Analyse von essentiellen Aminosauren

Essentielle Aminosauren sind lebensnotwendige Aminosauren, die der
menschliche Korper unbedingt zum Uberleben braucht, aber nicht selber
aufbauen kann — da er sie nicht selber synthetisieren kann. Sie sind in der
Nahrung enthalten und werden so meistens durch Lebensmittel in den
Organismus aufgenommen. Von entscheidender Bedeutung sind hierbei ihre
Konzentration in den Nahrungsmitteln und ihre ausgeglichene Mischung im
menschlichen Korper. Deswegen ist die Analyse von essentiellen Amino-
sauren sehr wichtig.

Zu den essentiellen Aminosauren gehoren Lysin, Valin, Isoleucin, Leucin,
Threonin, Methionin, Tryptophan, Phenylalanin. Als semi-(bedingt)-essentielle
Aminosauren werden Arginin und Histidin bezeichnet [170]. Sie sind fur
Heranwachsende bei bestimmten Wachstumsphasen oder wahrend der
Genesung eines Menschen als essentiell bestimmt. Nicht-essentielle Amino-
sauren, die vom Korper selbst hergestellt werden kdnnen, sind Glycin, Alanin,
Serin, Asparaginsaure, Asparagin, Glutaminsaure, Glutamin, Cystein, Tyrosin
und Prolin.

Vor dem Start der Versuchsreihe zur CE-Trennung von Aminosauren wurden
zunachst Simulationen mit dem Simulationstool PeakMaster [137, 138] durch-
gefihrt. Auf der kurzen Trennstrecke von 66 mm (siehe Anhang A-Chip-
geometrie) zeigten die Simulationsergebnisse eine unvollstandige Trennung
von einigen der Aminosauren wie z. B. Arginin und Histidin, Threonin, Methio-
nin und Tryptophan. Im elektrischen Feld haben diese Aminosauren sehr ahn-
liche Wanderungsgeschwindigkeiten bzw. Migrationszeiten und sind somit auf
kurzen Trennstrecken schwer zu trennen. Es wurde Uberpruft, ob die zur
2D-CE ausgelegten mehrlagigen Chips hierbei dieses Problem I6sen konnen.

Die CE-Messungen, durchgefuhrt mit den mehrlagigen Chips, wurden anhand
eines Gemisches aus Standardaminosaurenldsung realisiert. Die Elektrophe-
rogramme, dargestellt in Abb. 5-24, Abb. 5-25 und Abb. 5-26, entstanden bei
gleichen Trennbedingungen. Folgende Trennparameter wurden zur Durchfuh-
rung von Injektion, Separation 1, Ausschleusen / Uberleitung und Separation 2
der Aminosauren in einem dreilagigigen CE-Chip verwendet:
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Design 3 (dreilagig)
Prozessschritte: Injektion Separation 1/ Uberleitung Separation 2/
cchD1 in Kanal 5-6 ccD 2
Chip- . .
Reservoir Dauer [s] 2 1 far Arg+His, Thr+Met
1 0,8 F F F
2 = F F F F
3 2 G 4.0 3,0 F
>
4 = F F
@®
5 & F 2,0
6 F G

G-Masse (Ground engl.); F-vom Potential getrennt (Floating engl.);
Arg-Arginin; His-Histidin; Thr-Threonin; Met-Methionin
Tab. 5-8 Trennparameter von essentiellen Aminosauren: Werte der angelegten

Potentiale in den Kanalen eines dreilagigen Chips bzw. Injektions- und
Ausschleusezeiten

Die Auswahl eines geeigneten Hintergrundelektrolyten fur die Trennung von
Aminosauren mittels CE-CCD wird durch den amphoteren Charakter der
Aminosauren bestimmt. Die Aminosauren verhalten sich in neutralen
wassrigen Losungen bei pH 7 als Zwitterionen, wobei ihre Seitenkette und
Ladung neutral bleibt, d. h. sie enthalt eine protonierte Aminogruppe und eine
deprotonierte Carboxylgruppe. Eine CE-CCD Messung von Aminosauren in
einem Puffersystem mit neutralem pH-Wert ware somit nicht mdoglich. Bei
relativ starken sauren oder basischen Bedingungen verlieren die Aminosauren
ihre zwitterionische Form und kdonnen dementsprechend als Kationen oder
Anionen analysiert werden. Als Hintergrundelektrolyt wurde somit ein stark
saueres Puffersystem (pH 1,9 bis pH 2,3) ausgewahlt. Ausschlaggebend dafur
war die ausreichende chemische Bestandigkeit des Polycarbonats gegen
schwache und starke organische Sauren. Gegen starke Laugen ist Poly-
carbonat nicht bestandig [74]. Die Simulationen mit PeakMaster zeigten, dass
die Essigsaure als Puffer fur Trennung von Aminosauren mit hoherer
Konzentration mit Kombination der CCD-Technik gut geeignet ist. Von Opti-
mierungen einiger Puffersysteme, eingesetzt zur Separation von Aminosauren
bei stark saueren Bedingungen, wurde in [168] berichtet. Gemal der
erwahnten Literatur wurde HEC (Hydroxyethylcellulose) als zusatzliche Kom-
ponente zum Puffersystem, bestehend aus Essigsaure, hinzugefugt. Dies
fuhrte zu stabilem Basislinienverlauf der Messung, hoher Trenneffizienz und
besserer Reproduzierbarkeit der Migrationszeiten der Aminosauren.
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Abb. 5-24 und Abb. 5-25 zeigen die entstandenen elektrophoretischen Auf-
trennungen von acht essentiellen Aminosauren mit einer Konzentration von
0,5 mM. Die Separation 1 (Tab. 5-8) fand im Kanal 3-4 des verwendeten Chips
(vergleiche Abb. 5-20) statt. Der Kanal 3-4 wurde mit Pufferldsung 2 M Essig-
saure (pH 2,25) und 0,1 % HEC geflllt. Die Separation 2 (Tab. 5-8) wurde in
Trennkanal 5-6, eingeflllt mit Pufferlosung 8 M Essigsaure (pH 1,95) und
0,1 % HEC, durchgeflhrt.

(0) Systempeak
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oo (2) Arginin
(3) Histidin
(4) Valin
-664,0 - (5) Leucin
(6) Threonin
1 (7) Methionin
-666,0 - 0 4 g5 6 7 (8) Tryptophan
%‘ 8
5 -668,0 = CCD 1
c
D
(D -
7245 - 2 L
| AN o2
-725,0 4
-725,5 r T . T . | . | . : : ' | : |

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
Zeit [min]

Abb. 5-24 Auftrennung von 8 essentiellen Aminosauren (Konzentration:
0,5 mM)
CCD 1: 1D-Trennung in Trennkanal 3-4, eingefullt mit
Pufferldsung 2 M Essigsaure (pH 2,25) + 0,1 % HEC,
Esept =480 Viem;
CCD 2: 2D-Trennung von Arginin (2) und Histidin (3) in
Trennkanal 5-6, eingefullt mit Pufferlosung 8 M Essigsaure
(pH 1,95) + 0,1 % HEC, Egepz = 270 V/em

Zwei Detektionen wurden parallel an zwei Stellen des mehrlagigen CE-Chips
durchgefuhrt (sieche CCD 1 und CCD 2). Auf den gezeigten Elektrophe-
rogrammen (Messkurve CCD 1) sieht man deutlich, dass Arginin (2) und
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Histidin (3) in Abb. 5-24 bzw. Threonin (6) und Methionin (7) in Abb. 5-25 bei
der ersten Separation nicht vollstandig von einander getrennt sind. Mit der
zweiten Detektion CCD 2 konnte gezeigt werden, dass die beiden Fraktionen
nach deren Uberfiihrung in Kanal 5-6 besser aufgetrennt sind. Dies resultiert
daraus, dass im zweiten Trennkanal die verwendete Pufferlosung mit hdherer
Konzentration eingesetzt und bei geringerer Trennspannung separiert wurde.

(0) Systempeak

(1) Lysin
-662,0 (2) Arginin
1 (3) Histidin
-663,0 1 (4) Valin
J (5) Leucin
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-665,0 - (8) Tryptophan
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E -
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725,31 \N\N\WJ\/\A ceD 2
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Abb. 5-25 Auftrennung von 8 essentiellen Aminosauren (Konzentration: 0,5 mM)
CCD 1: 1D-Trennung in Trennkanal 3-4, eingefullt mit Pufferlosung
2 M Essigsaure (pH 2,25) + 0,1 % HEC, Esept = 480 V/iem;
CCD 2: 2D-Trennung von Threonin (6) und Methionin (7) in
Trennkanal 5-6, eingeflllt mit Pufferlésung 8 M Essigsaure
(pH 1,95) + 0,1 % HEC, Esepz = 270 V/icm

In den aufgenommen Elektropherogrammen in Abb. 5-24, Abb. 5-25 und
Abb. 5-26 (Messkurve CCD 1) nach der Trennung von Aminosauren traten
Systempeaks (0) auf, ahnlich wie bei den dargestellten Messungen in
Kapitel 5.4.2 . Die Systempeaks sind stark von der Zusammensetzung des
Puffersystems abhangig [145, 146]. Sie wurden hierbei von dem verwendeten
Mehrkomponenten-Puffer hervorgerufen. Wie in den Elektropherogrammen
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ersichtlich, treten die Systempeaks in Zonen auf, dadurch werden die Analyt-
peaks nicht gestort.

Als Applikationsbeispiel einer Realprobe wurde im Rahmen dieser Arbeit der
Aminosauren-Saft Hydrobolan F3 Liquid (Firma Perfect Nutrition Center
Europe, Minchen), auf dem Markt als Nahrungserganzungsmittel erhaltlich,
untersucht. Der hochdosierte Aminosauren-Saft enthalt 18 Aminosauren mit
verschiedenen Konzentrationen, davon acht essentiell, zwei semi-essentiell
und acht nicht-essentiell. Tab. 5-9 gibt eine Ubersicht (iber die Konzentrati-
onsverteilung im Saft jeder einzelner Aminosauren an.

Nr. Aminosaure Aminosaurenkonzentration
pro 100 ml in [mg]
1 Glycin® 11192
2 Prolin’ 6872
3 Hvdroxvprolin® 5724
4 Glutaminsaure® 4788
5 Alanin® 4540
6 Arginin 3860
7 Asparaginsaure® 2840
8 Serin® 1740
9 Lysin' 1740
10 Leucin' 1400
11 Valin' 1184
12 Phenylalanin’ 1108
13 Threonin' 936
14 Isoleucin’ 600
15 Histidin® 428
16 Hydroxylysin® 424
17 Methionin' 380
18 Tyrosin® 256

" Essentielle Aminoséuren
2 Semi-essentielle Aminosauren
3 Nicht-essentielle Aminoséuren

Tab. 5-9 Zusammensetzung des Aminosauren-Saftes Hydrobolan F3 Liquid (nach
Herstellerangaben)

Eine besondere Bedeutung fur hochleistungsorientierte Sportler haben die
verzweigtkettigen Aminosauren, die so genannten BCAAs (engl. Branched-
chain amino acids), Leucin, Isoleucin und Valin als Inhaltsstoffe dieses Saftes.
Diese Gruppe von Aminosauren wird im Gegensatz zu den anderen Amino-
sauren, direkt durch die Muskulatur abgebaut. Sie fordert somit moglicherwei-
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se das Muskelwachstum durch Stimulierung der Insulin- sowie Wachstums-
hormonausschattung [171].

Bei den Hochleistungsathleten oder Kraftsportlern werden Proteinabbau und
Aminosaurenverluste durch die standig intensive korperliche Belastung
gesteigert. Aminosafte werden besonders fur Sportler, die einen deutlich
erhdohten Bedarf an Aminosauren haben, eingenommen. Mit zusatzlicher
Zufuhr von Aminosaften wird mdglicherweise die Muskelzerstérung nach
Ausdauerbelastungen vermindert [172]. Der menschliche Korper verfigt im
Gegensatz zu den Fett- und Kohlenhydratendepots nicht Uber Protein-
reserven. Bei zu geringer Aminosaurenzufuhr wird Kérperprotein abgebaut.

Die aufgenommenen Elektropherogramme in Abb. 5-26 zeigen die Trennung
des Aminosauren-Saft Hydrobolan und die 2D-Trennung der aufgefangenen
Aminosauren Lysin, Arginin und Histidin. Die Trennparameter zu diesen
Messungen sind in Tab. 5-8 aufgelistet. Die Zuordnung der einzelnen
aufgetrennten Aminosauren des Saftes erfolgte, nachdem zunachst jede
einzelne Aminosaure als Standardlosung im Kanal 3-4 separat getrennt und
deren erfasste Migrationszeit spater mit denen der Realprobe verglichen
wurde.

Von insgesamt 18 Aminosauren, die im Saft enthalten sind, konnten 11 davon
mit dem mehrlagigen Chip nachgewiesen werden. Bei der Messkurve,
detektiert am CCD 1 nach dem ersten Trennvorgang, wurde beobachtet, dass
auf der kurzen Trennstrecke von 66 mm eine unvollstandige Trennung von
Lysin (1), Arginin (2) und Histidin (3) stattfand. In [165] und [25] konnte Arginin
(2) von Histidin (3) mit planaren CE-Chips auf einer Trennstrecke von 80 mm
ebenfalls nicht eindeutig von einander getrennt werden. Die Aminosauren
Glycin (4), Alanin (5) und Prolin (10) konnten im Gegensatz zu den anderen
Aminosauren Valin (6), Leucin (7), Asparaginsaure (8), Glutaminsaure (9) und
Tyrosin (11), die nicht sauber basisliniengetrennt wurden, sehr gut separiert
werden.
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(0) Systempeak
(1) Lysin

(2) Arginin

(3) Histidin

(4) Glycin

(5) Alanin

(6) Valin

(7) Leucin

(8) Asparaginsaure
(9) Glutaminsaure
(10) Prolin

(11) Tyrosin

Signal [mV]

CCD 1

CCD 2

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 35
Zeit [min]

Abb. 5-26  Auftrennung von Aminosauren-Saft Hydrobolan F3 (Konzentration: 1:50
VerdUnnung in Pufferldsung 2 M Essigsaure (pH 2,25) + 0,1 % HEC)
CCD 1: 1D-Trennung in Trennkanal 3-4, eingefullt mit Pufferldsung
2 M Essigsaure (pH 2,25) + 0,1 % HEC, Egep1 =480 Vicm;
CCD 2: 2D-Trennung von Lysin (1), Arginin (2) und Histidin (3) in
Trennkanal 5-6, eingefullt mit Pufferlosung
8 M Essigsaure (pH 1,95) + 0,1 % HEC, Esepz = 270 Vicm

Der Schwerpunkt bei diesem Versuch fiel auf die 2D-Auftrennung der drei
Aminosauren Lysin (1), Arginin (2) und Histidin (3). Die drei Aminosauren
wurden nach der ersten Separation im Kanal 3-4 gezielt in den Kanal 5-6
transportiert und dort weiter aufgetrennt. Die Messkurve CCD 2 in Abb. 5-26
zeigt als Ergebnis eine vollstandige Auftrennung der drei Aminosauren. Mit
dem zweiten Trennschritt konnte somit eine effizientere Trennleistung

demonstriert werden, hervorgerufen durch die passende Veranderung der
elektrischen und chemischen Trennbedingungen.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mehrlagige Lab-on-a-Chip-Systeme auf
Polymerbasis zum Einsatz der zweidimensionalen Kapillarelektrophorese
(2D-CE) mittels kontaktloser Leitfahigkeitsdetektion (CCD) entwickelt. Fur die
Durchfuhrung der 2D-CE wurden insgesamt drei Designs eines mehrlagigen
Multikanalsystems entworfen, das entweder aus drei- oder vier sich kreuzen-
den Mikrokanalen aufgebaut ist. Die 2D-CE-Chips bestehen aus zwei
mikrostrukturierten Polymerschichten und einer kommerziell erhaltlichen
Kernspurmembran als Zwischenschicht. Die Kanale zur Trennung befinden
sich in der ersten Chipebene. Als zweite Chipebene ist eine nanoporose
PCTE-Membran zwischen den Polymerschichten integriert. In der dritten
Chipebene sind kurze Injektions- und Ausschleusekanale enthalten, die
orthogonal zu den Trennkanalen positioniert sind. Die PCTE-Membran wurde
in den Kanalkreuzungsbereichen eingebettet und diente somit als diffusions-
hemmende Schicht zwischen den Mikrokanalen der unteren und oberen
Chipebene. Durch die integrierte Membran wurde einerseits die Fluid-
verbindung zwischen den Ubereinander liegenden Mikrokanalen gesichert und
andererseits das Nachdiffundieren von Analytprobe von einer zur nachsten
Ebene eingeschrankt. Durch die Anordnung der Injektions-, der Ausschleuse-
sowie der Trennkanale in separaten Chipebenen wurde die Flexibilitat des
mehrlagigen Lab-on-a-Chip-Systems erhoht. Dadurch wurde es maoglich, bei
der Durchfuhrung einer 2D-CE die zu analysierende Probe unter unter-
schiedlichen elektrischen und chemischen Bedingungen zu trennen.

Zwei Typen von CE-Chips wurden im Rahmen dieser Arbeit entwickelt und
aus sehr dinnen Polymerfolien mit einer maximalen Dicke von 200 ym
erzeugt. Zum ersten wurden Folienchips mit einer integrieten Membran auf
PC-COC-Basis und zum zweiten Folienchips ohne integrierte Membran auf
PEEK-Basis hergestellt. Ausschlaggebend flr die Polymerauswahl waren gute
Biokompatibilitat und hohe chemische Resistenz der verwendeten Materialien
fir einen moglichen Einsatz in der Lebensmittel- und der Bioanalytik.
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Abb. 6-1 zeigt aus Polymeren hergestellte mehrlagige Chips mit integrierter
nanoporoser Membran zur Realisierung einer 2D-CE und CCD.

Abb. 6-1 Mehrlagige mikrofluidische Chips aus Polymeren mit integrierter
nanopordser Membran zur Realisierung einer 2D-CE mittels CCD

Fur die Mikrostrukturierung der CE-Folienchips aus PC und COC wurden das
Mikrofrasen als mechanische Mikrofertigungsverfahren fur erste Prototypen-
herstellung und das HeilRpragen als Abformungstechnik fur Kleinserien-
fertigung eingesetzt. Die Fertigung der fur die Abformung bendtigten
Formeinsatze aus Messing erfolgte ebenfalls durch Mikrozerspanen. Der
Schwerpunkt lag hierbei insbesondere auf der Mikrostrukturierung einer
Taschenform, die zur optimalen Integration und Positionierung der nano-
porosen Membran zwischen der unteren und oberen Schicht eines
mehrlagigen Chips dienen sollte. Dabei konnten Taschenformen mit einem
Durchmesser von 4 mm und einer Tiefe von 5 ym durch Mikrofrasen auf den
Formeinsatzen aus Messing strukturiert werden. Zwei Varianten von
Membrantaschen wurden somit abgeformt. Die erste Variante im Injektions-
bereich der mehrlagigen Chips verlief durch einen Trennkanal, die zweite
Membrantasche im Uberflhrungsbereich durch zwei Trennkanale. Beim
Heillpragen von sehr dinnen PC- und COC-Substratfolien (mit Dicken von
150-200 ym) lag der Schwerpunkt auf der Abformung mit minimalen
Restschichtdicken. Abgeformte Bauteile mit einer Dicke von insgesamt
120-150 ym konnten mit einer 30-50 ym dicken Restschicht erzeugt werden.
Somit gelang es, den Abstand zwischen dem Trennkanal und dem Detektor
moglichst klein zu halten, was eine gute Messempfindlichkeit fur die
CCD-Detektion gewahrleistete.
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Folienchips auf PEEK-Basis wurden durch Thermoformen und Laserstrukturie-
rung gefertigt. Als Substratmaterial fur CE-Chips eignet sich das Polymer
PEEK auf Grund seiner guten Materialeigenschaften, wie z. B. der hohen Bio-
kompatibilitat, der hohen Chemikalienresistenz und der hohen elektrischen
Durchschlagfeldstarke fur eine hochempfindliche CCD-Detektion sehr gut. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden zum ersten Mal doppelseitig laserstrukturierten
Folienchips aus PEEK gefertigt. Da 50 um tiefe Kanale beidseitig in eine
100 ym dicke Substratfolie generiert wurden, konnten Kanalkreuzungen mit
freiem Durchgang gefertigt werden. Der Vorteil dieses Aufbaus lag darin, dass
die exakte Positionierung der Kanale der verschiedenen Chipebenen zueinan-
der entfiel.

Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit war die Entwicklung einer optimalen Ver-
bindungstechnik zum zeitgleichen Bonden mehrerer mikrostrukturierten Poly-
merschichten. Fur die Herstellung von mehrlagigen CE-Chips wurde das
thermische Bondverfahren als weiterer wichtiger Fertigungsschritt weiterentwi-
ckelt und optimiert. Bei den CE-Folienchips auf PC-COC-Basis wurde insbe-
sondere die Verbindung zwischen den Kanalen der einzelnen Chipebenen und
der integrierten PCTE-Membran untersucht. Nach der Anpassung und Opti-
mierung der Prozessparameter konnten dreilagige CE-Chips aus PC und COC
hergestellt werden. Hierbei konnte insbesondere eine robuste fluidische Ver-
bindung zwischen den mikrostrukturierten Schichten aus COC und der integ-
rierten Membran aus PC erreicht werden. Die gewahlten Kanalquerschnitte
der dreilagigen Chips zeigten bei Befullungsversuchen mit einem Farbstoff
eine dauerhafte Verbindung der einzelnen Chiplagen. Nach dem Bonden nahe
dem Glasubergangstemperaturbereich der verwendeten Polymeren blieben
die Poren der Membran frei und durchlassig. Die Bondergebnisse zeigten
ebenfalls keine kritischen Deformationen der Kanalgeometrie.

Erste Versuche zum Bonden von doppelseitig laserstrukturierten PEEK-Chips
wurden mittels Plasma unterstitztem Thermobondverfahren durchgefihrt.
Zum ersten Mal wurde in dieser Arbeit ein Verfahren zum thermischen Verbin-
den von drei Lagen aus PEEK in einem Bondschritt entwickelt. Bei den herge-
stellten CE-Chips aus PEEK konnte eine dichte Verbindung der Mikrokanale
mit der Boden- und der Deckelfolie erreicht werden, wobei der kritische Kanal-
kreuzungsbereich nach dem Bonden frei und durchgangig blieb. Diese Tech-
nologie eignet sich neben den hier verwendeten Anwendungen auch flr zahl-
reiche weitere Applikationen in der Mikrosystemtechnik. Die Funktionalitat der
mehrlagigen PEEK-Chips konnte durch erste CE-Trennungen einer “LiNaK"“-
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Testlosung (Mischung aus Chloridlésungen der lonen K*, Na*, Li*) nachgewie-
sen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vor allem umfangreiche Charakterisierungen
und Tests mit mehrlagigen CE-Systemen durchgefuhrt. Zur Demonstration
zweidimensionaler (2D-CE) Trennungen wurde ein bereits vorhandener
CE-CCD-Messplatz erweitert und optimiert. Dazu gehorte zum einen der Auf-
bau eines Zusatzmoduls flr die Hochspannungssteuerung, zum anderen die
Erweiterung der Steuerungssoftware und zuletzt die Entwicklung einer fur ver-
schiedene Chipdesigns geeigneten Chip-Plattform. Unter Verwendung von auf
die Polymerchips gesputterten Dunnschichtelektroden konnten kontaktlose
Leitfahigkeitsmessungen durchgeflihrt werden. Hierzu konnten zum ersten Mal
zwei parallele CCD-Detektionen in zwei Trennkanalen auf einem Chip durch-
gefuhrt werden.

Mittels Fluoreszenzmikroskopie wurden erste Untersuchungen des Stro-
mungs- und NachflieRBverhaltens im Injektionskreuzungsbereich durchgeflhrt,
wobei der Fluidtransport bei einer elektrokinetischen Injektion visuell unter-
sucht wurde. Der Einfluss der Anordnung der Mikrokanale im Kreuzungsbe-
reich auf die injizierte Probenmenge und das Nachstromverhalten des Analy-
ten wurde in zweilagigen Chips ohne integrierte PCTE-Membran und dreilagi-
gen CE-Chips mit integrierter PCTE-Membran analysiert. Die Ergebnisse zeig-
ten, dass im Gegensatz zu planaren und zweilagigen Chips der injizierte Ana-
lytpfropfen durch die integrierte Membran bei den dreilagigen Chips idealer-
weise exakt durch die Kanalkreuzungsgeometrie bestimmt wurde und immer
konstant blieb. Bei den untersuchten zwei- und dreilagigen Chips konnte kein
NachflieRverhalten der Analytprobe beobachtet werden, was sich positiv auf
die Stabilitat der Messergebnisse auswirkte.

Zweidimensionale kapillarelektrophoretische Messungen zur Trennung von
Testflussigkeiten konnten mit den hergestellten mehrlagigen CE-Chips
durchgefuhrt werden. Zunachst konnte gezeigt werden, dass sowohl eine
selektive Entnahme einzelner anorganischer lonen (K*, Na*, Li") nach einem
ersten Trennschritt als auch ihre gezielte Uberleitung in einen zweiten
Trennkanal und deren erneuter Nachweis mdoglich ist. Fur die Realisierung
einer 2D-CE wurden mogliche Einsatze in der Lebensmittelanalytik und der
Bioanalytik dargestellt. An ausgewahlten Beispielen wurde eine bessere
Trennung von unvollstandig separierten Analytproben nach Optimierung der
elektrischen und chemischen Trennbedingungen gezeigt. Als Beispiel in der
Weinanalytik wurde die Bestimmung der organischen Sauren in Weil3- und
Rotweinproben demonstriert, wobei eine 2D-CE-Trennung der Sulfate von
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Nitraten und der Apfelsdure von Zitronensaure erreicht werden konnte. Als
potentielle Anwendung in der Bioanalytik wurde eine Analyse von essentiellen
Aminosauren durchgefuhrt und eine mogliche 2D-CE-Trennung des Arginin
von Histidin und des Threonin von Methionin nachgewiesen.

Miniaturisierte Analysesysteme eroffnen fur die Life-Sciences weitere und
neue Mdglichkeiten zur Analyse von biologischen Flussigkeiten und Korpersaf-
ten. Ein groRes Potential fur Anwendungen in der Praxis stellt der Bereich
Bioanalytik dar. In Bezug auf neue Entwicklungen kénnen die im Rahmen
dieser Arbeit hergestellten Lab-on-a-Chip-Systeme zur CE-Trennungen und
Nachweis von grofieren Biomolekllen wie z. B. Proteine oder DNA-Fragmente
weiter entwickelt und optimiert werden. Die mehrlagigen CE-Chips mit der in-
tegrierten Membran kénnen beispielsweise zu einer Art Vorfilterungsprozess
von sehr komplexen Proben eingesetzt werden, die aufwendige, zeit- und kos-
tenintensive Probenaufbereitungsschritte in der konventionellen Analytik er-
sparen wurden.

Ausgehend von den guten chemischen und physikalischen Materialeigen-
schaften des Polymers PEEK stellt die Herstellung einer Kernspurmembran
aus PEEK ein innovatives Forschungsthema dar, die das Filtern von sehr
aggressiven Flussigkeiten ermoglichen wirde. Denkbar ware die Fertigung
einer Membran direkt im Injektionskreuz der doppelseitig strukturierten
PEEK-Chips, wobei die genaue Positionierung der mikrostrukturierten Schich-
ten bei einem Mehrlagenbau entfallen wirde.

Das in der vorliegenden Arbeit als Drei-Lagen-Aufbau entwickelte CE-System
ist auch ein Beitrag flr zuklnftige Vertikalstrukturen, die bei geringsten
Abmessungen vielfaltige Funktionen erfullen kdnnen. Auch in solchen aul3erst
kompakten dreidimensionalen Strukturen Idsst sich die C*D sehr gut integrie-
ren.
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Anhang A Chipgeometrie

Chipgeometrie
Gesamtflache: 95 mm x 18 mm

Design | Kanal Kanalldnge: Kanalldange zw. Lange bis Detektor: L.«
Lges Kanalkreuz 1-2 und 5-6: | (vom Injektionskreuz bis
[mm] Lkreuz zZum Detektor)
[mm]
CCD1 CCD 2
1-2 10 - - -
Nr. 1 3-4 87 55 49 68
5-6 10 - - -
1-2 10 - - -
3-4 87 65 60 -
Nr. 2
5-6 10 - - -
7-8 70 - - 49
1-2 10 - - -
Nr. 3 3-4 84 73 66 -
5-6 74 - - 59
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Anhang B

Zuordnung DA-AD-DO HV-Quellen und Relais fur die mehrkanalige CE
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Anhang C Chemikalienliste

Chemikalien / Name Hersteller
Mes (2-Morpholinoethansulfonsaure) Hydrate Fluka'
Histidine (L-Histidine) Fluka'
Kaliumchlorid Merck?
Natriumchlorid Merck?
Lithiumchlorid Fluka'
Sulfat (Natriumsulfat) Fluka'
Nitrat (Kaliumnitrat) Merck®
Weinsaure (L(+)-Weinsaure) Merck?
Apfelsdure (L(-)-Apfelsaure) Carl Roth®
Zitronensaure (Citronensaure-Monohydrat) Merck®
Bernsteinsaure Aldrich?
Essigsaure Aldrich?
Milchs&ure Aldrich*®
Essigsaure (100 % Losung) Merck®
HEC (2-Hydroxyethylcellulose) Aldrich?
Lysin (L-Lysin-Monohydrat) Merck?
Arginin (L-Arginin) Merck?
Histidine (L-Histidine) Merck®
Glycin Merck?
Alanin (L-Alanin) Fluka'




Chemikalienliste

Valin (L-Valin) Merck?
Leucin (L-Leucin) Merck?
Threonin (L-Threonin) Aldrich?
Methionin (L-Methionin) Merck?
Tryptophan (L-Tryptophan) Merck?
Asparaginsaure (L-Asparaginsaure) Merck?
Glutaminséaure (L-Glutaminsaure) Fluka'
Phenylalanin (L-Phenylalanin) Fluka'
Prolin (L-Prolin) Fluka'
Tyrosin (L-Tyrosin) Fluka'
Fluorescein Isothiocyanate Fluka'
Natronlauge (1mol/l Lésung) Merck®

! Fluka (Neu-Ulm, Deutschland)
% Merck (Darmstadt, Deutschland)
% Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

* Aldrich (Steinheim, Deutschland)
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein mehrlagiges mikrofluidisches Lab-on-a-
Chip-System auf Polymerbasis fir den Einsatz in der chemischen Analytik,
beispielsweise der Lebensmittelanalytik und Bioanalytik, entwickelt. Hierfar
wurden verschiedene Chipdesigns entworfen, welche die Durchflihrung
einer zweidimensionalen Kapillarelektrophorese (engl. Two-Dimensional
Capillary Electrophoresis, 2D-CE) mit kapazitiv gekoppelter kontaktloser
Leitfahigkeitsdetektion (engl. Capacitively Coupled Contactless Conductivity
Detection, C*D) auf einem Chip ermdéglichen. Die Schwerpunkte der Arbeit
sind zum einen die Herstellung der mehrlagigen CE-Chips aus biokompa-
tiblen Polymeren und zum anderen die Untersuchung auf ihre Funktionsfa-
higkeit bei Realisierung einer 2D-CE gekoppelt mit C*D.

Folgende Typen von dreilagigen CE-Chips wurden im Rahmen dieser Arbeit
hergestellt: Folienchips mit einer integrierten Membran auf PC-COC-Basis
und Folienchips auf PEEK-Basis. Die Entwicklung einer optimalen Verbin-
dungstechnik zum zeitgleichen Bonden mehrerer mikrostrukturierten Poly-
merschichten ist eine der wichtigen Aufgaben dieser Arbeit. Fir das Bon-
den der CE-Folienchips auf PC-COC-Basis wurde ein thermisches Bond-
verfahren als |6sungsmittelfreies Verbindungsverfahren optimiert. Zum
Verbinden dinner doppelseitig laserstrukturierter PEEK-Chips — bestehend
aus drei Lagen — wurde das Plasma unterstltzte Thermobondverfahren
weiterentwickelt.

FUr die Durchfihrung der 2D-CE Messungen wurden mit den mehrlagigen
CE-Chips mogliche Einsadtze in der lonenanalytik, Lebensmittelanalytik und
der Bioanalytik demonstriert. An ausgewahlten Beispielen wird eine bessere
Trennung von unvollstandig separierten Analytproben nach Optimierung
der elektrischen und chemischen Trennbedingungen gezeigt. Als Beispiele
wird zum ersten die Bestimmung der organischen Sauren in Weil3- und
Rotweinproben fir die Weinanalytik, zum zweiten die Analyse von essenti-
ellen Aminosauren fir die Bioanalytik demonstriert. Hierbei konnten zum
ersten Mal zwei parallele C*D-Detektionen in zwei Trennkanalen auf einem
Chip eingesetzt werden. C*D bietet somit die Chance, zuklnftig noch kom-
paktere Lab-on-Chip Systeme mit noch mehr Polymerlagen aufzubauen
und so die Entwicklung von raumlich dreidimensionalen Strukturen voran
zu bringen.
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