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Kurzfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Konzept fiir die Fertigung von dreidimensional
nanostrukturierten Kanalwinden, die superhydrophobe Eigenschaften besitzen und in
denen monodisperse Tropfchen generiert werden, entwickelt und umgesetzt.

Neue Mikrofluidiksysteme bieten die Moglichkeit fiir innovative biomedizinische An-
wendungen, wie die Verkapselung von einzelnen Zellen, eingesetzt zu werden. Tropf-
chenbasierte mikrofluidische Systeme sind in der Lage biologische Prozesse, die in
kleinen Tropfchen ablaufen, prizise nach Ort und Reaktionszeit aufzulosen. Ein hoher
Durchsatz an biologischen Substanzen, wie zum Beispiel Zellen, konnen durch die Ver-
wendung von tropfchenbasierten mikrofluidischen Systemen und einem seriellen Tropf-
chendurchfluss erzielt werden. Die Herausforderung liegt bis jetzt in der kostengiinstigen
Fertigung mikrofluidischer Systeme, die in der Lage sind, Tropfchen mit konstant ho-
hen Raten und einem konstantem Tropfchenvolumen zu generieren. Ein Ansatz dieses
Problem zu 16sen, ist, mikrofluidische Systeme mit superhydrophoben Kanalwinden,
die einen periodischen Tropfchenabbruch mit konstantem Tropfchenvolumen gewihr-
leisten, herzustellen. Diese Annahme wurde durch Simulationsergebnise, die in einem
superhydrophoben und einem hydrophilen System durchgefiihrt wurden, bestétigt. In
dieser Arbeit wird ein neuer Fertigungsansatz, um mikrofluidische Systeme mit run-
den Kanilen und superhydrophoben Eigenschaften zu fertigen, aufgezeigt. Dieser Fer-
tigungsansatz beruht auf einer Kombination aus Heif3prigen und Mikrothermoformen.
Tropfchengenerierungsversuche wurden in unmodifizierten und modifizierten Systemen
durchgefiihrt und bestitigten die Simulationen: ein periodischer Tropfchenabbruch mit
konstantem Volumen konnte in den superhydrophoben Systemen wohingegen ein un-
periodischer Tropfchenabbruch mit nicht konstantem Volumen in den unmodifizierten
System beobachtet wurde. Weiterhin wurden erste erfolgreiche Versuche zur Zellver-
kapselung unternommen.

Um den periodischen Tropfchenabbruch mit den konstanten Tropfchenvolumina mess-

bar zu beobachten, wurde ein System, das auf Bildverarbeitungsalgorithmen, die ein



beriihrungsloses und echtzeitfahiges Messen ermdglichen, entwickelt und umgesetzt.
Neben den Tropfcheneigenschaften, wie zum Beispiel das Tropfchenvolumen, den Kon-
taktwinkel zwischen Tropfchen und Kanalwand, die Tropfchengeschwindigkeit und wei-
tere GroBen, wurde fiir das bessere Verstindnis des Tropfchenabbruchs in Zwei-Phasen-
Systemen die Tropfchenabrissparameter fiir die jeweilige Messreihe bestimmt. Das Sys-

tem wurde zunichst an Testsequenzen spéter in Echtzeitmessreihen getestet.
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Abstract

In this work a concept to fabricate three dimensional nano structured channel walls,
which have superhydrophobic properties and in which mono disperse droplets are gene-
rated, was developped and realized.

Novel nano microfluidic systems hold the potential to be used for innovative biomedical
applications such as the encapsulation of single cells. Droplet-based microfluidic sys-
tems are able to resolve precisely biological processes running in small droplets accor-
ding to their reaction time and place. High throughput analysis of biological substances
such as cells can be achieved with droplet-based systems due to the serial flow of the
droplets. One challenge so far is the fabrication of low cost microfluidic systems which
are able to generate droplets at stable high rates and with a constant volume. One ap-
proach to this problem is the fabrication of microfluidic systems with super hydrophobic
channel walls so that a periodic droplet break up with a constant volume is ensured.
This assumption was indicated by the results of simulations performed with channel
systems having super hydrophobic and hydrophilic surface properties. Hence, a novel
fabrication method to create microfluidic systems with tubular channel walls having su-
per hydrophobic surface properties, realized by a combination of hot embossing and
therrmoforming, is presented. Experiments were conducted with surface modified and
unmodified microfluidic systems. The results obtained during the experiments verified
the simulation assumptions: a periodic croplet break up with a constant droplet volume
could be observed with microfluidic channel systems having super hydrophobic surface
properties and an unstable droplet break up leading to different droplet volumes could be
observed with the unmodified systems. In addition first experiments were successfully
conducted to encapsulate cells.

To monitor the periodoc droplet break up with constant droplet volumes a measurement
and control system based on image processing algorithms which allows contact-free
and online measurements was developped and implemented. Besides calculating droplet

features such as droplet volume, the contact angle between the droplet and the channel



wall, the speed of the droplet and other features, the droplet break up parameters were
determined. The determination of the droplet break up parameters is necessary to gain
a deeper insight of break up machansims in two phase systems. The measurement and

control system was first tested on test sequences later in online measurements.
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1 Einleitung

1.1 Von der Mikrofluidik zur Trépfchenfluidik

Die Wissenschaft der Mikrofluidik und die daran gekoppelte Entwicklung der System-
technologie beschiftigen sich mit der Verarbeitung und der Handhabung von Fliissig-
keitsmengen, die im Bereich von Nano- bis Picoliter liegen. Diese Fliissigkeiten bewe-
gen sich in mikrofluidischen Systemen, deren Bauteildimensionen im Bereich einiger
Mikrometer liegen.

Die Urspriinge und die Beweggriinde mikrofluidische Vorginge wissenschaftlich zu un-
tersuchen, entstammt aus vier verschiedenen Bereichen [1]. Die erste Anregung Mi-
krofluidik zu betreiben kam mit der Entwicklung der Gaschromatografie, der Hochleis-
tungsfliissigkeitschromatografie und der Kapillarelektrophorese auf. Durch die Kombi-
nation von hoher Sensitivitdt mit hohem Auflosungsvermogen bei gleichzeitig kleinem
Probenverbrauch wurde die chemische Analytik revolutioniert. In den 1990er Jahren
wurde die Mikrofluidik auch fiir militdrische Anwendungen interessant. In den Verei-
nigten Staaten brach, bedingt durch ein von der Defense Advanced Research Project
Agency (DARPA) gefordertes Programm zur Entwicklung portabler Analysegerite fiir
den Nachweis von chemischen und biologischen Kampfstoffen, ein Aufschwung in der
wissenschaftlichen Untersuchung der Mikrofluidik aus. Doch das Interesse, die Wissen-
schaft der Mikrofluidik zur Entwicklung und Fertigung von effizienteren Analysemetho-
den mit hohen Durchsatzraten, voranzutreiben, bestand nicht nur seitens der Chemie und
des Militérs, auch die Biologie entdeckte mit dem Genomikdurchbruch in den 1980er
Jahren die Mikrofluidik fiir sich. Die Biologie bendtigte mit einem Mal Analyseme-
thoden, mit denen eine groBe Anzahl an Proben, die hochsensitiv und hochauflésend
detektiert und analysiert werden sollten, verarbeitbar war. Durch die Verfiigbarkeit tech-
nischer Fertigungsverfahren aus dem Bereich der Siliziumtechnik kam die Hoffnung auf,
diese fiir die Entwicklung und Fertigung mikrofluidischer Systeme einsetzen zu kdnnen.

Doch es stellte sich heraus, dass die speziell fiir Silizium entwickelten Fertigungsme-
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thoden nicht in allen Bereichen der Mikrofluidik den gewiinschten Erfolg brachten, weil
Silizium ein opakes Material ist und dieses Material, um Reagenzien in den Kanalsyste-
men optisch zu analysieren, unbrauchbar ist.

Die Nachfrage nach mikrofluidischen Methoden, die es ermoglichen, den Verlauf einer
chemischen Reaktion oder eines biologischen Prozesses einer genauen Position im mi-
krofluidischen Bauteil zu einem bestimmten Zeitpunkt zuzuordnen, wurde immer gro-
Ber. Zusitzlich zu dieser Forderung sollten viele chemische Reaktionen oder biologi-
sche Prozesse gleichzeitig auf einem mikrofluidischen Bauteil verarbeitbar sein, ohne
die Bauteildimensionen zu vergréern. All diese Herausforderungen konnten mit dem
Aufkommen der Tropfchenfluidik, die als Weiterentwicklung der Mikrofluidik verstan-
den werden kann, nun bewiltigt werden. Doch was unterscheidet die tropfchenbasierte
Mikrofluidik von der klassischen Mikrofluidik?

Die tropfchenbasierte Mikrofluidik ermoglicht die Generierung und die Handhabung
diskreter Fuidvolumina in Form von Plugs oder Tropfchen mit Tropfchendurchmes-
sern von einigen Mikro- bis Nanometern. Die seriell erzeugten Tropfchen sind einzeln
handhabbar und stellen rdumlich und zeitlich voneinander getrennte Reaktionskompart-
ments, deren Position im mikrofluidischen System einem genauen kinetischen Zustand
entspricht, dar. Eine parallele Prozessierung mit einer hohen Durchsatzrate von bis zu
10* Tropfchen pro Minute ist moglich.

Das Prinzip der Erzeugung diskreter Fliissigkeitsvolumina, die sich seriell in mikroflui-
dischen Kanilen bewegen, hat ein Forscherteam unter der Leitung von M. Prakash
und N. Gershenfeld [2] erstmals umgesetzt, um logische Schaltungen zur Ausfiihrung
von Rechenoperationen nach Boolean’schen Gesetzen mittels digitaler Tropfchenfluidik
zu realisieren. Die tropfchenbasierte Mikrofluidik findet aber nicht nur Anwendung in
der digitalen Tropfchenfluidik, sie wird auch in der (bio-)chemischen Analytik und der
kombinatorischen Chemie eingesetzt, wo die Tropfchen als Mikrokompartments fiir die
Zellkultivierung oder als Mikroreaktoren fiir chemische Reaktionen dienen [3—18]. Im
Bereich der (bio-)chemischen Analytik stellt die tropfchenbasierte Mikrofluidik eine Al-
ternative zu den Mikrotiterplatten dar, da sie ein serielles Durchlaufen der Proben durch
ein lineares Array mit hohen Durchsatzraten ermdoglicht, gerade wegen ihres einfachem
Systemaufbau ohne Pumpen, Ventile oder Reservoirs. Auch die Erzeugung komplexer
Sequenzmuster, worunter binidre oder ternire Systeme, die aus verschiedenen Reagenzi-

en oder Reagenzien in verschiedenen Konzentrationen bestehen, verstanden werden, ist
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mit der tropfchenbasierten Mikrofluidik moglich [3, 13]. Die Analyse der Reagenzien
oder Reaktionsprodukte in den Tropfchen erfolgt zeitunabhédngig. Dieses Merkmal ist
ein zusdtzlicher Vorteil gegeniiber den Mikrotiterplatten, bei denen durch aufwendiges
und zeitintensives Pipettieren und Mischen verschiedener Reagenzien oder demselben
Reagenz in unterschiedlicher Konzentration Substanzbibliotheken fiir neue medizini-
sche Wirkstoffe angelegt werden.

Untersuchungen von biologischen Prozessen, wie zum Beispiel von verkapselten Zellen,
aber auch Untersuchungen von chemischen Reaktionsabldufen in Tropfchenkompart-
ments benodtigen standardisierte Versuchsbedingungen, zu denen neben konstanter Tem-
peratur, eine uniforme Tropfchenform und ein konstantes Tropfchenvolumen gehdren.
Erst wenn diese Versuchsbedingungen konstant gehalten werden, konnen reproduzier-
bare biologische Zellwachstums- oder chemische Reaktionsergebnisse erzielt werden.
Die daraus folgenden Aussagen sind somit versuchsunabhéngig. Bisher erfolgte nur ein
Funktionsnachweis der meisten Tropfchengenerierungsprinzipien, die Zellen oder che-
mische Reagenzien verkapseln, ungeachtet der Monodispersitit der Kapseln. Deshalb
wird mit dieser Arbeit versucht, die Reproduzierbarkeit von Zelluntersuchungen in trop-
fenformigen Kapseln durch die Generierung dieser mit konstantem Volumen und uni-

former Geometrie zu optimieren.

1.2 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung eines tropfchenbasierten, mikrofluidischen Sys-
tems, mit dem Tropfchen generiert und manipuliert werden konnen. Aus der Vielzahl
moglicher Funktionsprinzipien, die sich von elektrostatisch [18-24] iiber pneumatisch
[25-27] bis hin zu piezoelektrisch [28, 29] betriebenen Systemen erstrecken, fiel die Ent-
scheidung auf ein fliissig/fliissig Zwei-Phasen-System [3, 4, 8, 9, 13, 17]. Dieses Funk-
tionsprinzip erlaubt passive Fluidikstrukturen zu realisieren, die bei ldngerer Lagerung
in Tréagerfliissigkeit weder kontaminiert werden noch verdunsten. Heterogene Systeme
wie fliissig/fliissig Zwei-Phasen-Systeme unterdriicken auf Grund ihres speziellen Stro-
mungsverhaltens die Dispersion, so dass eine komplexe Probenhandhabung méglich ist.
Deshalb soll eine nach dem Zwei-Phasen-Prinzip wirkende Komponente zur Tropfchen-
generierung konzipiert und gefertigt werden. Dieses Tropfchengenerierungsmodul soll

in spiteren Versuchsreihen zur Krebsstammzellverkapselung getestet werden. Die Kon-
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zeption des Tropfchengenerierungsmodul beinhaltet eine fiir Zellen und fiir biologische
Prozesse angepasste Polymerauswahl und die Evaluation der verfiigbaren Fertigungs-
verfahren fiir die Herstellung eines kostengiinstigen, replizierbaren, mikrofluidischen
Systems mit ausreichender Anzahl an Anschliissen fiir das Einkoppeln und Auskoppeln
der Fliissigkeiten und Zellen. Darauf aufbauend soll die Herstellung des Tropfchenge-
nerierungsmoduls erfolgen. Die gefertigten mikrofluidischen Bauteile miissen dicht und
positioniert zu einem Gesamtsystem zusammengestzt werden, was mittels geeigneter
Aufbau- und Verbindungstechniken erfolgen soll.

Eine Systemanforderung, die sich durch die Verkapselung von Zellen ergibt, ist eine
hohe Tropfchenrate mit uniformer Geometrie. Letzteres bedeutet, dass das Tropfchen-
volumen zu Gunsten der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse konstant gehalten werden
muss. Um dieser Zielsetzung gerecht zu werden, miissen die Oberflichen des Tropfchen-
generierungsmoduls strukturiert und funktionalisiert werden, so dass sich im kritischen
Bereich, wo das Tropfchen entsteht, ein superhydrophober Benetzungszustand einstellt.
Dieser superhydrophobe Benetzungszustand fordert den Tropfchengenerierungsprozess
zu hoheren Tropfchenraten mit uniformer Geometrie und Volumen. Um geeignete Struk-
turlayouts zur Veridnderung des Benetzungszustandes zu finden, miissen vorab Tropf-
chengenerierungssimulationen mit unterschiedlichen Benetzungszustinden durchgefiihrt
werden. Anhand der daraus gewonnen Erkenntnisse iiber die Strukturgeometrie sollen
die Strukturen mittels vorab ermittelter Fertigungsverfahren erzeugt und anschlieBend
mit geeigneten Verfahren weiter funktionalisiert werden. Die so gewonnenen Wasser
abweisenden Strukturen sollen abschlieBend in das mikrofluidische System integriert
werden.

Fiir die Bewertung der Tropfchen hinsichtlich Form und Volumen soll ein echtzeitféhi-
ges Messsystem, basierend auf bildverarbeitenden Algorithmen, konzipiert und imple-
mentiert werden. Hierfiir sollen Schnittstellen zwischen Kamera und PC bzw. Programm
und Schnittstellen zwischen der Spritzenpumpe, die das mikrofluidische System antreibt
und PC bzw. Programm implementiert und in einer grafischen Oberfliche eingebettet
werden. Uber diese grafische Oberfliche soll die Echtzeitverarbeitung der Tropfchen-
generierungsvideosequenzen erfolgen. Die wihrend der Aufnahme und bei der gleich-
zeitig ablaufenden Bildverarbeitung gewonnenen Daten sollen gespeichert, ausgewertet

und auf der grafischen Oberfldche visuell dargestellt werden.
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2.1 Mikrofluidik

Durch die Skalierung fluidischer Systeme zu kleineren Dimensionen bis in den Mikro-
meterbereich steigt das Oberflichen- zu Volumenverhiltnis bis zu mehrere GroéBenord-
nungen [30-32]. Dadurch werden effizient homogene Stoff- und Temperaturgradienten
erzeugt. Die Ubertragung von Masse oder Wirme verlduft rasch, da mehr Grenzfliche,
woriiber die Abgabe von Masse oder Wirme erfolgen kann, als in makroskopischen Sys-
temen vorhanden ist.

Ein weiterer skalierungsbedingter Effekt ist, dass der Einfluss von viskosen Kriften stér-
ker als der Massentrigheitseinfluss wird. Dieses Phianomen spiegelt sich in der Reynolds-
zahl wieder. Die Reynoldszahl in mikrofluidischen Systemen ist aufgrund der grof3en
viskosen Krifte im Vergleich zu den Massentrigheitskriften sehr klein. In druckbetrie-
benen Stromungssituationen zeigt sich dies durch eine laminare Strémung mit parabo-
lischem Stromungsprofil. Wird zur Berechnung der Stromungsgeschwindigkeit u die
Navier-Stokes-Gleichung herangezogen, fallen alle konvektiven Terme weg und es gilt
die lineare Stokes-Gleichung zu 16sen:

du
.— =Vo+
P o ots 2.1)

=-Vp+nViu+f

Die Stromungsgeschwindigkeit u, die in Abhéngigkeit von der Dichte p dargestellt ist,
hingt von den partiellen Driicken Vp, von den viskosen Kriften nV?u und von f, der
die Volumenkrifte beschreibt, ab. Fiir die Berechnung der Stromungsgeschwindigkeit u
aus GI. 2.1 muss die Massenerhaltung, die in Gl. 2.2 aufgefiihrt ist, und die Haftungsbe-
dingung, die besagt, dass die Geschwindigkeit auf Grund der Haftung der Fliissigkeit an

der Kanalwand null ist, beriicksichtigt werden.

Ip _
5 T V(pu) =0 (2.2)
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Unter der Annahme, dass nur inkompressible Medien wie Wasser mit nahezu konstanter

Dichte betrachtet werden, verkiirzt sich der Massenerhaltungsterm aus GI. 2.2 zu
Vu=0 (2.3)

den es zu losen gilt.
Fiir den Volumenstrom Q, der sich aus der Stromungsgeschwindigkeit # und dem Kanal-
querschnitt A mit definierter Kanalbreite w, Kanalhche 4 und den geometrischen Aus-

druck O (%) zusammensetzt, ergibt sich aus Gl. 2.3 abgeleitet folgender Ausdruck:
O=u-A
_WAD T o(h
12uL w
Bei einem rechteckigen Kanalquerschnitt veridndert sich der geometrische Ausdruck

O (%) aus Gl. 2.4 zu
("5
0 (ﬁ) _ & @)k (2.5)

w W
Bei derartig kleinen Kanaldimensionen, die im deutlichen Gegensatz zu makroskopi-
schen fluidischen Systemen stehen, wird das Stromungsverhalten eines Fluids von den
Grenzflicheneffekten dominiert. Durch Anderungen der Grenzfliichenspannung Y ent-
lang einer Oberfliche aufgrund thermischer Gradienten oder Konzentrationsgradienten
konnen diese Grenzflacheneffekte homogenisiert werden. Diesen Effekt nennt man Ma-
rangonistromung. Weitaus schwerer jedoch wiegt der Einfluss der Kapillaritdt in mi-
krofluidischen Systemen. Kapillarkrifte sind fiir das Steigen oder Fallen einer Fliissig-
keit in einem diinnen Spalt verantwortlich. Sie sind vom Laplacedruck und den Van-der-
Waals-Kriften im System abhéngig. Der Wettstreit der viskosen Krifte und der Kapil-
larkrifte um die Vormacht kann gezielt zur Kontrolle des Fliissigkeitsstroms bzw. zur

Tropfchengenerierung und zur Tropfchenbewegung ausgenutzt werden.

2.2 Tropfchenfluidik: Mehrphasenstrémungen

Die wissenschaftliche Untersuchung von Emulsionen (Tropfchen einer Fliissigkeit, die
in einer zweiten nicht mischbaren Fliissigkeit dispergiert werden) hat 1879 mit der wis-
senschaftlichen Untersuchung durch Rayleigh begonnen [33, 34]. Er untersuchte, wie ein

Fliissigkeitsstrahl, der auf einen anderen Fliissigkeitsstrom gelenkt wird, abreil3t. Taylor
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lieferte 1934 die dafiir notwendigen Parameter, um kontrolliert und stabil Tropfchen zu
bilden.

Eine wichtige Kennzahl bei der Tropfchenbildung in Zweiphasen- wie auch in Mehrpha-
sensystemen ist die Kapillarzahl Ca. Sie beschreibt das Verhéltnis von viskosen Kriften
Nu zu den Grenzflichenkriften y. Diese Kennzahl ist systemabhéngig und muss expe-
rimentell bestimmt werden. Zudem wird die Kapillarzahl Ca von der Tropfchengrofle,
d.h. dem Radius R beeinflusst. Diese Grof3e ist entscheidend fiir die Herstellung von

monodispersen Tropfchen und wird im Ausdruck 2.6 verdeutlicht:

P
Nu
_ Ci (2.6)
a
nu

=Ca=—

Durch Umstellung der Gleichung fiir die Kapillarzahl Ca kann gezeigt werden, dass der
Tropfchenabriss dariiber hinaus vom hydrostatischen Druck des Systems abiéngt. Dies
wird durch die Bondzahl verdeutlicht. Die Bondzahl B beschreibt das Verhiltnis vom
hydrostatischen Druck Apgh? zu der Grenzflichenspannung 7.
_ Apgh?

Y

Das bedeutet, dass der Tropfchenabriss im Kanal sowohl von den viskosen Kriften als

B 2.7

auch vom hydrostatischen Druck, der im Kanal herrscht, abhiingt.

2.2.1 Tropfchenbildung

Der Tropfchenabriss in einem mikrofluidischen Zwei-Phasen-System kann auf zwei Ar-

ten erfolgen:

e An einer T-Kreuzung: Zwei senkrecht zueinander liegende Mikrokanile, die zwei
nicht mischbare Fliissigkeiten fordern, treffen sich an einer T-Kreuzung. Die di-
sperse Phase wird aufgrund von Scherkriften, die durch die senkrecht zur disper-
sen Phase stromende kontinuierliche Phase resultieren, in Tropfchen abgerissen.
Wenn ein Tropfchen abreifit, dominieren die viskosen Krifte iiber die Grenzfla-
chenkrifte, die versuchen den Fluidstrom zusammen zu halten. Die Tropfchengro-
Be wird durch das Verhiltnis der Stromungsgeschwindigkeiten der dispersen und

der kontinuierlichen Phase bestimmit.
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e An einem Flow-Focusing-Device: Ein Fliissigkeitsstrom der dispersen Phase wird
vor einer Diise von zwei senkrecht flankierenden Stromen zentriert in die Diise
befordert, wo der Fliissigkeitsstrahl der dispersen Phase auf Grund der Rayleigh-
Plateau-Instabilitédt in Tropfchen abreiflt. Abhéngig von der Diisengeometrie kann
der Tropfchenabriss in oder nach der Diise erfolgen. Im Gegensatz zum Tropf-
chenabriss an einer T-Kreuzung kommt es in diesem Fall zum Wettstreit von Druck-
kréaften und viskosen Kriften. Die Grenzfldchenkrifte spielen hier keine Rolle, we-

der bei kleinen noch bei groen Reynoldszahlen.

Sowohl im Falle des Tropfchenabrisses an einer T-Kreuzung, als auch in einem Flow-
Focusing-Device ist der Tropfchenabrissvorgang durch Netzmittel oder durch die me-
chanisch geometrische Verdnderung der Oberflichentopographie zur gezielten Benet-
zung der Oberfldache beeinflussbar. Je nachdem, ob eine Ol-in-Wasser- oder eine Wasser-
in-Ol-Emulsion vorliegt, muss der Kanal eine hydrophile oder eine hydrophobe Ka-
naloberflichenstruktur aufweisen, damit die kontinuierliche Phase die Kanalwand voll-
stindig benetzen kann. Das veridnderte Benetzungsverhalten durch mechanisch geformte
Oberflichenstrukturen wird in Kap. 2.3.2 ausfiihrlich behandelt.

Netzmittel dndern durch ihren amphophilen Charakter den Kontaktwinkel einer fliissi-
gen Phase auf einer festen Oberfldche, oder es senkt die Grenzflichenenergie zwischen
zwel Fliissigkeiten herab. Wie stark der Kontaktwinkel verdndert, oder die Grenzfldchen-
energie zwischen zwei Fliissigkeiten herabgesetzt wird, hiangt von der Konzentration und

dem Typ des Netzmittels ab.

2.2.2 Tropfchenbewegung

Bei Eintritt der Fliissigkeit in den Kanal sind die Kapillarkrifte die treibende Kraft. Fiir
das Fortschreiten des Fliissigkeitsstroms muss gelten, dass die Grenzflichenenergie ysy,
zwischen Festkorper und Fliissigkeit niedriger als die Grenzflichenenergie ysg zwischen
Festkorper und Gas ist. Nur die Fliissigkeitsfront steht im Kontakt mit dem im Kanal be-

findlichen Gas und bildet je nach Benetzungszustands des Kanals mit der Fliissigkeit
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einen typisch geformten Meniskus aus, der durch den Laplacedruck Ap, wie folgt, ge-

formt wird:
A
A p o< _y

w 2.8
_ VL~ 156 (2.8)

w

Der Kapillardruck treibt den Fliissigkeitsstrom der Linge z in den Kanal und bildet ein

Poisseuillestromungsprofil aus. Die Geschwindigkeit u des Fliissigkeitsstroms betrigt

Apw?
nz (2.9)

Die Dynamik des Stroms wird durch den Kapillardruck bestimmt. Mit vorwiérts schrei-

tender Front nimmt die Geschwindigkeit u des Fliissigkeitsstroms mit der Washburn-

zoc ,/% (2.10)

ab. Die durch die Benetzung gewonnene Energie geht durch die viskosen Krifte ver-

Gleichung gemil

loren und wird in die Fliissigkeit abgegeben. Nachdem die Fliissigkeiten, also die di-
sperse und die kontinuierliche Phase, die Kanalstrukturen vollstindig ausgefiillt haben,
konnen Tropfchen nach den im obigen Abschnitt erklidrten Verfahren gebildet werden.
Die Tropfchenbewegung wird demzufolge, genau wie bei herkommlichen Fliissigkei-
ten, im Wesentlichen von Kapillarkriften getrieben. Oberflicheneigenschaften und da-
mit verbunden deren Grenzflichenenergien beeinflussen maB3geblich das FlieBverhalten
des Mediums bzw. die Tropfchenbewegung (s. Gl. 2.8). Es stellt sich ein Gleichgewicht
zwischen Kapillarkréften und viskosen Kriften ein, bei dem Kapillarenergie freigegeben
wird.

m_ca=Y 2.11)

Y L
Aus GI. 2.11 ergibt sich fiir die Geschwindigkeit u eines Tropfchens folgender Aus-
druck:
_ Ayw

=1 (2.12)

Ist der Tropfchenradius R klein gegeniiber den Kanaldimensionen w und 4, bewegt sich

das Tropfchen nahezu mit lokaler Stromungsgeschwindigkeit. In den meisten Fillen
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allerdings ist der Tropfchenradius R gleich grof8 wie die Kanalbreite w. Dies hat zur
Folge, dass die Tropfchengeschwindigkeit durch Grenzflacheneffekte abnimmt. Dabei
trennt entweder ein diinner Benetzungsfilm das Tropfchen von der Kanalwand, oder die
Fliissigkeit benetzt partiell die Kanalwand. Im ersten Fall bewegt sich das Tropfchen
ein wenig schneller als die kontinuierliche Phase und ist durch eine Gleitbewegung cha-
rakterisiert. In diesem Fall sind zylindrische Kanalquerschnitte zu bevorzugen, da sich
in rechteckigen Kanalquerschnitten kein uniformer Benetzungsfilm ausbildet, weshalb
das Tropfchen der kontinuierlichen Phasengeschwindigkeit hinterher 1duft. Im zweiten
Fall stellt sich zwischen der Kanalwand und dem Tropfchen ein finiter Kontaktwinkel
ein. Die Tropfchenbewegung erfolgt iiber den Kapillardruck. Diese Form der Bewegung
wird durch die Ausbildung einer neuen Grenzfliche am vorderen Tropfchenende und
des gleichzeitigen Schwunds der Grenzflichen am hinteren Tropfchenende verursacht
[18].

2.2.3 Tropfchensortierung

Fiir die reproduzierbare Untersuchung biologischer oder chemischer Prozesse ist es in
vielen Fillen notwendig, die generierten Tropfchen nach GroBle und Form zu sortie-
ren. Fiir Zwei-Phasen-Systeme ergeben sich vier Moglichkeiten der Sortierung, die sich
durch aktive Steuerung und Manipulation der Tropfchen oder durch passive Sortierung

voneinander unterscheiden:

Aktive Tropfchensortierung liber Elektroden [35-38]

Entlang eines mikrofluidischen Kanalabschnitts werden zwei exakt parallel Elektroden-
paare mit unterschiedlichen Funktionen angeordnet. Passiert ein Wassertropfchen ein
Elektrodenpaar, das die TropfchengréBe, -form oder -komposition bestimmt, verdndert
sich die Kapazitiit zwischen den Elektroden aufgrund der vom Ol abweichenden Dielek-
trizitdtskonstante. Je groer das Tropfchen ist, desto hoher ist der Kapazitidtsunterschied.
Mit Hilfe dieses Funktionsprinzips lassen sich diese Grofen indirekt aber prizise be-
stimmen. Alternativ zu der Gré8en- und Formbestimmung durch kapazitive Messungen,
konnen diese Groen auch durch Laser- oder Fluoreszenzanalyse bestimmt werden. Das

zweite Elektrodenpaar, das an einem Tochterkanal sitzt, fiihrt die Tropfchensortierung

10
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aus. Je nach Polarisation der Elektroden wird das zu sortierende Tropfchen angezogen

oder abgestoB3en und in den einen oder den anderen Kanal gezogen.

Aktive Tropfchensortierung durch lasergesteuerte
Grenzflachenblockierung [39, 40]

Wie bereits bei den elektrodengesteuerten Sortierungssystemen erortert, wird fiir die Be-
stimmung der GroBe- bzw. der Form ein Laser oder ein Elektrodenpaar eingesetzt. Nach
deren Ermittlung, bewegen sich die Tropfchen auf eine Verzweigung zu. Ein an dieser
mikrofluidischen Verzweigung angebrachter Laser blockiert die Wasser-Ol-Grenzfliche
an einer Seite, wihrend die andere Seite des Tropfchens weiter fliet. Wéhrend der La-
ser aktiv das Tropfchen beeinflusst, nimmt es eine kreisformige Gestalt an und verliert
zu einer Seite des Kanals den Kontakt, so dass Ol vorbei flieBen kann. Dieser Olfluss

verhindert, dass das Tropfchen in zwei Tochtertropfchen abreift.

Passive Tropfchensortierung liber Kanalgeometrieanderung [41, 42]

Im Gegensatz zu den beiden ersten Verfahren, bei denen Elektroden oder Laser aktiv in
das System eingreifen, um die Tropfchen nach Gréfe und Form zu sortieren, werden
sie bei den passiven Verfahren iiber Anderung der Kanalgeometrie sortiert. Die domi-
nierenden Mechanismen bei dieser Form der Sortierung sind die auf den Tropfchen wir-
kenden Scherkrifteverhiltnisse, die direkt proportional zu den Flussratenverhiltnissen
und umgekehrt proportional zu den Kanaldurchmessern im Quadrat sind. Die Kanal-
durchmesserverhiltnisse sind abhéngig von der Tropfchengrofle: Ein groBBes Tropfchen
bendtigt eine hohe Stromungsgeschwindigkeit, weshalb der Kanal, in den es wandern
soll, entweder sehr kurz oder sehr schmal sein muss. Ein kleines Tropfchen hingegen
bedarf einer niedrigeren Stromungsgeschwindigkeit, um mitgerissen zu werden. Dies
wird durch einen langen oder einen sehr breiten Kanal realisiert. Die dabei auf die Tropf-
chenoberfliche wirkende Widerstandskraft Fj, gegen die Stromungsgeschwindigkeit ist
abhingig von der Viskositit 17, dem Radius R des Tropfchens und der Geschwindigkeit

u der kontinuierlichen Phase.

F, = 6mnRu (2.13)
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Passive Tropfchensortierung durch Sedimentation von Trépfchen [43]

Dieses Sortierungsprinzip wurde urspriinglich in der Partikelsortierung angewendet und
wurde auf die Tropfchensortierung iibertragen. Zunéchst werden die Tropfchen hydro-
dynamisch in einem Mikrokanal, der parallel zur Schwerkraft liegt, fokussiert. Danach
treten die Tropfchen in einen Kanal, der senkrecht zur Schwerkraft liegt, ein. In die-
sem werden sie aufgrund ihrer unterschiedlichen Grofle und Masse sortiert. Die gro3en
Tropfchen erfahren eine hohere Geschwindigkeit, wodurch sich ein Positionsunterschied
zu den kleineren Tropfchen ergibt, sedimentieren und flieBen in den unteren Tochterka-
nal einer asymmetrisch verlaufenden Verzweigung.

Fiir alle vier Tropfchensortierungsmechanismen gibt es bislang keine allgemeingiiltigen
GesetzmiBigkeiten. Sie basieren lediglich auf phinomenologischen Berechnungen, die
auch nur auf bestimmte Designs anwendbar sind. Demzufolge ist es notwendig, Expe-
rimente, mit denen geeignete Parameter und ein passendes Design gefunden werden,
durchzufiihren, um Trépfchen erfolgreich zu sortieren.

Im Rahmen dieser Arbeit [44] wurden die grundlegenden Mechanismen fiir die passive
Sortierung durch Kanalgeometriednderung erforscht, um die Grée des Einflusses der
einzelnen Parameter zu bestimmen. Die Berechnungen beruhen auf dem Modell von A.
P. Lee [42]. Das Modell stiitzt sich auf das Massenerhaltungssatz und die Bernoulliglei-
chung an einer T-Kreuzung, woraus sich folgende Zusammenhinge zwischen den Fluss-
raten vy, vy, den Querschnitten Aj,A> mit A = w - h und den hydrodynamischen Kriften

Fyy, Fyo in den jeweiligen Tochterkanidlen 1 und 2 an der Sortierungsstelle ergeben:

Far _ O
Fraz 0o (2.14)
w2

= (=)’

w1
Ist der Durchmesser w» des Tochterkanals 2 doppelt so gro3 wie der Durchmesser wy
des Tochterkanals 1, steigt die hydrodynamische Kraft Fy; im Tochterkanal 1 um das
Vierfache zu der hydrodynamischen Kraft im Tochterkanal an. Dabei nimmt die Fluss-
rate im Tochterkanal 1 um das Vierfache im Vergleich zu der Flussrate im Tochterkanal
2 zu. Anhand dieser Abhingigkeiten ist ein Tropfchensortierungskonzept an einer T-
Kreuzung (s. Abb. 2.1) erarbeitet worden. Das Konzept sieht wie folgt aus: Zwei Toch-
terkanile werden derart zueinander versetzt, dass die kleinen Tropfchen zuerst auf den

breiteren Kanal mit den niedrigeren Kriften treffen und von dessen Stromung ergriffen

12
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Abb. 2.1: Schematische Darstellung des Tropfchensortierungskonzeptes mit zueinander versetz-

ten Tochterkanilen unterschiedlichen Durchmessers.

werden. Die gro3en Tropfchen hingegen wandern weiter in den Sortierungsbereich, um

von dem schmaleren Tochterkanal mit der hoheren Kraft mitgerissen zu werden.

2.3 Benetzungsphdnomene

Im vorigen Kapitel wurde mehrfach auf den Einfluss des Benetzungsverhaltens der Ka-
nalwinde hingewiesen. Es beeinflusst maB3geblich das Stromungsverhalten der Fliissig-
keit.

In diesem Kapitel werden einige Grundbegriffe, die dem besseren Verstindnis fiir die
Benetzungstheorien dienen, eingefiihrt [45]. Sie werden am Beispiel eines Wassertropf-

chens auf einer festen Oberflachen erklirt.

e Grenz- und Oberflichen
Mikroskopisch betrachtet bestehen Grenz- und Oberflichen aus einem komplexen
Zusammenspiel von ionischen Wechselwirkungen, Wasserstoftbriickenbindungen

oder Van-der-Waals-Kriften. Der Wechselwirkungstyp hingt von der chemischen

13
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14

Zusammensetzung und dem Aggregatzustand der Grenz- und Oberflichen ab. Wird
das Beispiel vom Wassertropfchen aufgegriffen, so verhalten sich die Oberflichen-
molekiile des Wassertropfchens anders, wenn es von einem gasférmigen oder ei-
nem festen Medium umgeben ist. Im Falle des Wassertropfchens, das von einem
gasformigen Medium umgeben ist, kommt es an der Tropfchenoberfliche abhin-
gig von der Teilchendichte des Gases zu Wechselwirkungen. Sie fiihren dazu, dass
eine Kraft, die ins Innere gerichtet ist, angreift, die als Kohésionskraft bezeichnet
wird. Liegt das Tropfchen im thermodynamischen Gleichgewicht seines kleinst-
moglichen Energiezustandes vor, so wird es versuchen die Form einer Kugel,
die die kleinste Oberflache besitzt, einzunehmen. Wenn das Tropfchen auf einer
Festkorperoberflache aufliegt, sind die Wechselwirkungen davon abhingig, ob der

Festkorper vorwiegend aus polaren Gruppen oder aus unpolaren Gruppen besteht.

Oberflichenenergie

Die Betrachtung der Oberflichenenergie ist abhéingig vom zu untersuchenden Me-
dium. Im Falles eines fliissigen Mediums wird die Oberflichenenergie als Arbeit
AW, die verrichtet werden muss, um die Oberfliche AA des fliissigen Mediums
zu vergroflern, betrachtet. Gleichzeitig wird die ins Fliissigkeitsinnere gerichtete
Kraft kompensiert. Diese Gegebenheit ist in Gl. 2.15 dargestellt, wobei der Propor-
tionalititsfaktor v die spezifische Oberflichenenergie beschreibt. MaB3geblichen
Einflu auf den Betrag von v nehmen intermolekulare Bindungen, die Oberfla-
chenatomdichte, der Dampfdruck und die Fliissigkeitszusammensetzung. Im Falle
von Feststoffen erhoht sich die spezifische Oberflachenenergie v um 10 bis 100
GroBenordnungen, da die chemischen Bindungen des vorliegenden Stoffes gebro-
chen werden miissen. Dies fiihrt dazu, dass der Arbeitsaufwand AW sehr viel hoher
wird. Mit anderen Worten, abhingig von der Bindungsart (metallisch, ionisch, ko-

valent) sind die Betrdge von v hoher oder niedriger.

AW = AA - v (2.15)

Oberfliichenspannung/Grenzfliichenspannung
Fiir die Definition der Oberflaichenspannung, wird nochmals das Beispiel vom
Wassertropfchen heran gezogen. Seine typische Form erhilt das Wassertropfchen

durch Spannung, die sich an der Grenzflache des Tropfchens aufbaut. Dabei wirken
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Abb. 2.2: Schematische Darstellung der Oberflichenspannung.

von der Tropfchenoberfliche aus betrachtet eine senkrecht ins Fliissigkeitsinnere
gerichtete Kraft (s. Abb. 2.2), die die Oberflaichenmolekiile tangential zur Oberfl4-
che verschiebt und die Spannung aufbaut. Kurzum, die Oberflichenspannung wird
als die makroskopische Summe aller molekularen Wechselwirkungen innerhalb ei-
ner fliissig-gasformigen Grenzflache definiert. Die Wechselwirkung zwischen ein-
zelnen Molekiilen erfolgt sowohl an den Grenzflachen verschiedener Fliissigkeiten
als auch an den Grenzflichen von Festkorpern und Fliissigkeiten, weshalb dieser

Spannungsaufbau als Grenzflichenspannung bekannt ist.

Grenzflichenenergien und Grenzflichenspannungen spielen eine wesentliche Rolle bei
der Benetzung von Fliissigkeiten auf festen Oberflichen. Abhidngig vom Betrag der
Energie oder der Spannung tritt eine totale oder eine partielle Benetzung auf. Benetzt
eine Fliissigkeit total die Oberfliche, dominieren die Adhisionskrifte zwischen Ober-
fliche und Fliissigkeit iiber die Kohisionskrifte innerhalb der Fliissigkeit. Mit anderen
Worten: Die Summe der Grenzflichenspannungen zwischen Festkorper und Gas bei ei-

ner totalen Benetzung ist groler als die Grenzflichenspannung zwischen Festkorper und
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Abb. 2.3: Einteilung der Benetzungszustdnde in Abhéngigkeit vom Kontaktwinkel

Fliissigkeit. Bei der partiellen Benetzung hingegen liberwiegen die Kohisionskrifte in-
nerhalb der Fliissigkeit die Adhésionskrifte zwischen Fliissigkeit und Oberfldche. Es
bildet sich ein Tropfchen aus. Der Winkel, der sich zwischen Tropfchen und Oberfla-
che am Dreiphasenkontaktpunkt ausbidet, wird durch den Kontaktwinkel 6, der sich je
nach Benetzungstheorie unterschiedlich zusammensetzt, beschrieben. Eine Einteilung
der verschiedenen Benetzungszustinde, die in Abhéngigkeit vom Kontaktwinkel darge-

stellt sind, wird in Abb. 2.3 dargestellt.

2.3.1 Benetzungstheorien
Kontaktwinkel ©® nach Young berechnet

Die erste Theorie, die den Zusammenhang zwischen den einzelnen Kriften und den da-
mit verbundenen Energien bei der Bildung eines totalen oder partiellen Benetzungszu-
standes beschrieb, wurde 1805 von Young aufgestellt [46]. Er fiihrte zur Quantifizierung

den Kontaktwinkel © (s. Abb. 2.4a) ein, der sich wie folgt zusammensetzt:

YsG — YsL
VLG

cos®y = (2.16)
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Wobei ¥si, ¥sL, V.G jeweils die Grenzflachenenergien zwischen Festkorper und Gas, Fest-
korper und Fliissigkeit und Fliissigkeit und Gas beschreiben. Fiir die Kontaktwinkelbe-
rechnung nach der Methode von Young diirfen nur feste, homogene, optisch glatte (d.h.
Rauheiten kleiner als 0,1 um) und ebene Oberfldchen fiir die Untersuchungen verwendet
werden. Dies trifft in den meisten Fillen allerdings nicht zu, so dass sich eine, nachfol-

gend formulierte, Erweiterung zu der Theorie von Young ergeben hat.

Wenzelsches Gesetz

1936 erweiterte Wenzel die Gl. 2.16 zur Beschreibung des Kontaktwinkels durch Hinzu-
fiigen des Faktors r,,, der den Einfluss der Oberflachenrauheit beschreibt [47]. Daraus

ergibt sich folgender Ausdruck fiir den Kontaktwinkel:

cos Oy = r,,cos Oy (2.17)

Der Faktor r,, setzt sich aus dem Verhiltnis aus der wahren Oberfliche A,,, d.h. die
Fliche, die vom Tropfchen benetzt wird, zu der geometrischen Oberfliche A, zusam-
men. Allerdings sind bestimmte Phianomene, die bei superhydrophoben Oberfldachen ei-
ne wichtige Rolle spielen, mit diesem Ansatz nicht erklidrbar. Das Abrollen eines Tropf-
chens auf einer rauen oder geometrisch aufgerauten Oberflache ist mit dieser Theorie
nicht erklirbar, da sie annimmt, dass das Tropfchen die Zwischenrdume ausfiillt (s. Abb.
2.4b) und kaum Kontakt zur geometrischen Oberfliche hat. Es resultieren grof3e Kon-
taktwinkelhysteresen, weshalb dynamische Tropfchenvorginge mit diesem Ansatz nicht
erkldrbar sind. Kontakwinkelhysteresen beschreiben die Differenz aus dem Kontaktwin-
kel, der am vorderen Ende und am hinteren Ende des Tropfchens gemessen wird. Im

Falle superhydrophober Oberflichen muss die Kontaktwinkelhysterese kleiner 0,2 sein.

Theoriemodell von Cassie und Baxter

Cassie und Baxter gingen von einer anderen Hypothese aus, als sie 1944 die Cassie-
Baxter-Theorie aufstellten. Nach diesem Modell wird angenomen, dass im Falle su-
perhydrophober oder ultrahydrophober Oberflichen das Tropfchen auf den Rauheitss-

pitzen aufliegt und sich in den Kavititen zwischen den Rauheiten Luftpolster befinden
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(a) Theoriemodell nach Young (b) Theoriemodell nach Wenzel

(c) Theoriemodell nach Cassie und Baxter

Abb. 2.4: Benetzungsphidnomene nach den Theoriemodellen von Young, Wenzel und Cassie und

Baxter

(s. Abb. 2.4c). Daraus folgt, dass das Tropfchen auf einer heterogenen Oberfliche auf-
liegt (s. GI. 2.18)

cosOcp = f1cosO + frcosO2 (2.18)

mit der Bedingung, dass die Flichenanteile f| 4+ f> = 1 ergeben. Doch selbst der Ansatz
von Cassie und Baxter beschreibt nicht ausreichend das Verhalten der Kontaktwinkel-
hysterese. In den letzten Jahren begannen verstirkt wissenschaftliche Untersuchungen
zu Benetzungsphinomenen, um u. a. die Kontaktwinkelhysterese oder den Ubergang
vom Cassie-Baxter-Zustand des Tropfchens zum Wenzelzustand zu erklidren. Letzterem

widmeten vor allem Bico [48], Patankar [49] und Shastry [50] ihre Forschung. Sie fan-
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den unabhiingig voneinander heraus, dass fiir den Ubergang von einem Zustand in den
anderen ein gewisser Energiebeitrag fiir die Aktivierung notig ist. Der Energiebeitrag
kann durch das Eigengewicht des Tropfchens, durch Druck oder Schwingungen, durch
die kinetische Energie beim Auftreffen des Tropfchens auf die Oberfldche oder durch die
geometrischen Dimensionen der Strukturen auf den Oberflichen geleistet werden [51].

2.3.2 Geometrisch periodische und stochastisch verteilte Strukturen

Parallel zu den Arbeiten Modelle und Gesetze fiir superhydrophobe Oberflachen zu er-
stellen, wird an der Entwicklung von Herstellverfahren fiir superhydrophobe Oberfli-
chen gearbeitet. Die Fertigungsmethoden fiir superhydrophobe Oberflachen unterschei-
den sich nach stochastisch verteilten Strukturen und nach geometrisch periodischen
Strukturgittern [49, 52-57].

Geometrisch periodische Strukturen

Bei geometrisch periodischen Strukturen handelt es sich um geometrische Muster, die
aus einer definierten Anzahl von Grundelementen, die sich periodisch wiederholen, be-
stehen. Aus der Literatur bekannte Muster, auf deren Oberfliche das Benetzungsverhal-

ten untersucht wird, sind:
e quadratische Saulen [56],
e Wabenstrukturen [48],
e zylindrische Locher in hexagonaler Matrix [58],
e zylindrische Séulen in rechteckiger oder hexagonaler Matrix [59],
e ,Lines and Spaces* [48, 58],
e Sigezahnstrukturen [60],
e Spikes [61],

e sternformige und rhombische Sdulen in einer Matrix [56].
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Der Benetzungsgrad ist abhingig von der Strukturgrof3e und den Strukrurabstinden, wo-
durch sich das Design der Strukturen vereinfacht, da es nur zwei verdnderliche Parame-
ter gibt. Verringert sich bei gleichbleibendem Strukturabstand die Strukturgrof3e, verrin-
gert sich somit die Aufflageflache fiir den Tropfchen und der Zwischenraum wird mit
Luft gefiillt. Wird umgekehrt bei gleichbleibender Strukturgrofe der Strukturabstand

vergroBert, fithrt das zu dem selben Ergebnis wie im ersten Fall.

1. Fiir die Fertigung dieser Strukturen, braucht es Werkzeuge, die meist lithografisch
hergestellt werden. Sie werden verwendet, um Replikationen der Masterstrukturen
anzufertigen. Géngige Replikationsverfahren sind das Nanoimprint und das Heil3-

pragen.

2. Neben den lithografischen Verfahren werden die geometrisch Strukturen durch
nasschemische Atzverfahren hergestellt. Es erfordert Atzmasken, um die Struk-
turen zu erzeugen. Die geidtzten Strukturen werden anschlieBend direkt oder als

Masterstrukturen fiir die Replikation verwendet.

3. Ein anderer Ansatz ist, geometrisch periodische Strukturen durch Biomolekiile zu
erzeugen. Hierbei werden bestimmte Proteine oder andere Biomolekiile, die die
Fahigkeit besitzen, auf Oberfldchen sich selbst in geometrischen Mustern anzu-
ordnen, in Losung gegeben und die Probe in die wissrige Losung eingetaucht.
Mit dieser Methode konnen ein bis zehn Monolagen aus superhydrophoben Bio-
molekiilen, von denen einige Spezies durch ihre kovalenten Bindungskrifte zur
Oberfliche resistent gegeniiber Losungsmitteln und Alkoholen sind, erzeugt wer-

den.

Stochastisch verteilte Strukturen

Stochastisch verteilte Strukturen zeichnen sich durch unregelméBige laterale und verti-
kale Strukturen ohne Periodizitit aus. Fiir die Herstellung dieser Strukturen, sind eben-
falls Atzverfahren geeignet. Durch den Atzprozess wird die Rauheit des Substrats er-
hoht, indem das Substrat auf kristalliner Ebene oder kleiner unterschiedlich stark ange-
griffen bzw. abgetragen wird. Die Atzrate hiingt sowohl von den verschiedenen Kristal-
lebenen oder der Matrix, in der die Kristalle eingebettet sind, als auch vom Atzmedium

ab. Stochastisch verteilte Strukturen mit superhydrophoben Oberflacheneigenschaften
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konnen mittels Plasmaétzen [62], Sauerstoffitzen [63] oder der Kombination aus Foto-
lithografie und Atzverfahren [64] erzeugt werden. Aber auch Pflanzen, die dhnlich gute
wasser- und schmutzabweisende Eigenschaften wie die Lotuspflanze besitzen, werden
verwendet, um superhydrophobe Oberflachen zu erzeugen. Dazu werden die fiir die was-
serabweisenden Eigenschaften der Pflanze verantwortlichen Wachsmolekiile der Pflanze
synthetisch [54, 57] hergestellt und auf die Oberfldche aufgebracht.Chemisch betrach-
tet, eignen sich selbstorganisierende anorganische Molekiile mit amphiphilen Charakter.
Beispiele hierfiir sind Fluoralkylsilane [65] und Alkylthiol-Verbindungen.

Die Benetzungszustinde werden in den meisten Féllen auf planen super- bzw. ultrahy-
drophoben Oberflichen untersucht. Seltener werden diese Untersuchungen in mikroflui-

dischen Systemen selbst durchgefiihrt.

2.4 Superhydrophobe Oberflachen in mikrofluidischen Systemen

Physikalisch modifizierte, mikrofluidische Systeme zu konzipieren und umzusetzen, kam
mit dem Enhanced Mixing und Dispersionsproblem in mikrofluidischen Kanilen auf.
Die Integration von physikalisch strukturierten Kanalbéden oder Kanaldeckel verringert
die Mischweglinge und die Mischzeit, indem diese Strukturen iiberlagerte Stromungen
erzeugen [66, 67].

Die Erkenntnisse iiber physikalisch modifizierte, mikrofluidische Systeme aus dem Mi-
scherbereich wurden fiir Zelluntersuchungen angewendet, als die Nachfrage nach kom-
plexeren und verbesserten strukturellen Funktionalititen von mikrofluidischen Systemen
stieg [68]. Kombiniert mit mechanischen Funktionsprinizpien, die nachfolgend erldutert

werden, erfolgen mit diesen Systemen einzelne Zellprozessuntersuchungen.

1. Hydrodynamische Kridifte
Durch die Integration der physikalischen Strukturen in einen mikrofluidischen Ka-
nal verdndern sich das hydrodynamische Stromungsprofil und die hydrodynami-
schen Krifte derart, dass Zellen nach Gro8e sortiert oder angereichert werden Die-
se Strukturen stellen Filterstrukturen, die sich auf dem Kanalboden befinden, dar.
Dafiir muss die Hohe der Strukturen in etwa der Kanalhohe entsprechen. Die Kraft

Fy, die dabei auf die Zelloberfliche entgegen der Stromung wirkt, ist abhingig
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3.

4.

von der Viskositit 1 des Fluids, dem Zellradius R und der Geschwindigkeit u des
Fluids.
Fj, = 6mnRu (2.19)

Da die Viskositit des Fluids fiir das gesamte System als konstant angenommen
wird, konnen die Zellgeschwindigkeiten und die ZellgroBe gesteuert und manipu-
liert werden. Jedoch besitzen diese Strukturen keinerlei superhydrophobe Eigen-

schaften.

. Sedimentation

Eine einfache Methode Zellen zu manipulieren, ist, sie Gravitationskriften auszu-
setzen. Mikrokavititen in Form von eingepréigten Strukturen innerhalb mikroflui-
discher Plattformen helfen Zellen zu immobilisieren und sie scherfrei zu kultivie-
ren. Von grolem Nachteil ist, dass diese Methode nicht sehr effizient, die Repro-
duzierbarkeit nur sehr gering ist und auch hier die Strukturen keine wasserabwei-

senden Eigenschaften besitzen.

Benetzungszustand

Mikro- oder Nanostrukturen werden ferner verwendet, um die Oberflachenspan-
nung bzw. den Benetzungszustand der Kanaloberflache zu reduzieren. Gerade die-
se beiden mechanischen Funktionsprinzipien sind fiir die physischen Eigenschaf-
ten einer Zelle besonders wichtig. Je nach Strukturgeometrie, -grof3e und -abstand
konnen sich zellabweisende, mit anderen Worten es treten superhydrophoben Ober-
flacheneigenschaften auf, oder zellanziehende Oberflichenzustinde ergeben. Fiir
den zellabweisenden Zustand ist nach der Theorie von Cassie und Baxter, die
Strukturgeometrie so beschaffen, dass sich zwischen den Strukturen ein Luftpols-
ter, das das Tropfchen scheinbar auf der Oberflichen schweben ldsst, ausbildet.
Demzufolge miissen die Strukturpatterns dermafen konzipert und umgesetzt wer-
den, dass sie diese Bedingungen erfiillen. Bisher sind allerdings fiir diese Fille
nur Kanalboden oder Kanaldeckel strukturiert worden, weshalb bislang nur Unter-
suchungen von physikalisch modifizierten Strukturen in Kanalbdden oder -deckel

vorliegen [69].

Zelladhdsion

Zellanziehende Oberflachenstrukturen sind im Gegensatz dazu ausfiihrlich unter-
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sucht worden. Die Mikro- oder Nanostrukturen auf dem Kanalboden steuern die
Zelladhision, indem sie Anderungen ohne chemische Stimulation in der Zellmor-
phologie oder der Zellbeweglichkeit hervorrufen. Allein durch physikalische Sti-
mulation iiber die Mikro- bzw. Nanostrukturen wird die Zellorganisation und deren
Funktionalitit beeinflusst. Dieses Phidnomen ist als ,,Contact guidance* bekannt
[70, 71]. Eine aufschlussreiche Arbeit auf diesem Gebiet hat Chen geleistet [72,
73]. In eine in-vitro-Untersuchungsplattform fiigte Chen oberflichenmodifzieren-
de Strukturen ein, um verschiedene dreidimensionale in-vivo-ECM-Umgebungen
fiir Zellen zu schaffen. Da nicht nur das Zellwachstum und die Zellfunktionalitéiten
von Interesse sind, sondern auch die Untersuchung des Phiinomens der Zellmigra-

tion, sind Gradientenstrukturen in mikrofludische Systeme integriert worden [74].

Fiir die Fertigung der integrierten Mikro- bzw. Nanostrukturen in einem mikrofluidi-
schen System haben sich fiinf Fertigungsverfahren etabliert (s. Abb. 2.5). Zunichst
konnen fiir die Fertigung gidngige Prozesse der Siliziummechanik wie Foto- oder UV-
Lithografie sowie die konventionellen Abscheide- und Atzverfahren angewendet wer-
den. Die Kanile werden entweder durch softlithografische Verfahren in PDMS gefertigt
oder in Glas geitzt. AbschlieBend wird eine mikro- bzw. nanostrukturierte Schicht, die
durch die oben erwihnten Verfahren erzeugt wurden, mit der mikrofluidischen Ebene
gebondet, so dass ein abgeschlossenes Kanalsystem entsteht [75-77].

Eine weitere fertigungstechnische Methode ist, nur softlithografische Verfahren fiir die
Fertigung der Kanile und der Oberflichentopografie zu verwenden. Dabei werden ent-
weder zwel unterschiedliche PDMS-Schichten, die eine mit den Oberflichenstrukturen
und die andere mit dem Mikrokanal zueinander positioniert, gebondet [78-80]. Oder es
werden PDMS-Kanile mit integrierten physikalischen Strukturen, die durch Abformung
eines mehrlagigen Masters erzeugt werden, mit einem ebenen Deckel aus PDMS oder
Glas gebondet [81, 82].

Alternativ zu den beiden genannten Verfahren werden zunéchst transparente Mikrokan-
le aus gedtztem Glas oder softlithografisch strukturiertem PDMS gefertigt. Diese Kanile
werden anschlieBend mit UV-lichtvernetzendem Hydrogel gefiillt und mittels einer Mas-
ke und UV-Licht strukturiert und entwickelt [83, 84].

Beim vierten Verfahren werden die Strukturen in Polymere wie PDMS, PMMA oder

Hydrogel iiber Softlithografie eingeprégt. Dieses mikrostrukturierte Polymer wird mit
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(c) Fertigungsprozess fiir die Zellseparation.  (d) Fertigungsprozess fiir die Untersuchung von
Tropfchen.

Abb. 2.5: Darstellung der Fertigungsprozesse fiir die Strukturierung von Kanalbdden, -deckel

und fiir die Seitenwinde.

einem Mikrokanal aus PDMS zu einem abgeschlossenen Kanalsystem gefiigt [85, 86].
Das letzte Verfahren bedient sich Nanoimprintverfahren, Softlithografie oder Reaktivem
Ioneniétzen, um Strukturen in Polymere oder Silizium zu formen, worauf anschlieend
ein Mikrokanal aus PDMS oder Glas gebondet wird [69].

Alle fiinf Fertigungsverfahren beschrinken sich, den Kanalboden und/oder die Kanalde-
cke zu strukturieren (s. Abb. 2.5). Eine dreidimensionale Strukturierung der Kanalwinde
ist mit diesen Methoden nicht moglich.

Als sich die Entwicklung von der klassischen Mikrofluidik zur Generierung und Hand-

habung diskreter Fluidvolumina abzeichnete, wurde versucht, die fertigungstechnischen
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2.4 Superhydrophobe Oberflichen in mikrofluidischen Systemen

Erkenntnisse aus den Zelluntersuchungen auf die Tropfchenfluidik zu iibertragen. In
der Tropfchenfluidik ist es gleichermal3en notwendig, die Tropfchen prézise in wasser-
abweisenden oder wasseranziehenden Kanalbereichen zu steuern und zu kontrollieren.
Von besonderem Interesse ist die Gleitfahigkeit von Fluiden insbesondere von wissri-
gen Tropfchen in Zwei-Phasen-Systemen und die Auswirkungen, die eine verminderte
Adhaision des Fluids an den Kanalwénden auf den Druckabfall in mikrofluidischen Sys-
temen hat. Gerade in fluidischen Systemen, deren Abmessungen im Mikrometerbereich
oder darunter liegen, iiberwiegen die Grenzflacheneffekte die strémungsmechanischen
Parameter. Superhydrophobe Oberflichen in fluidischen Systemen sollen die hinderli-
chen Auswirkungen der Grenzflicheneffekte, zu denen die verstirkte Adhésion an den
Kanalwiénden zdhlt, reduzieren, indem sie die Gleiteigenschaften von Fliissigkeiten der-
art verbessern, dass das Fluid partiell iiber der Kanaloberfliche schwebt. Das partielle
Gleiten iiber die Kanaloberflache wird durch die effektive Gleitlinge, welche die Linge,
die ein Fluid an einer Wand entlang gleitet, beschreibt, ermittelt. Dies wurde sowohl ex-
perimentell als auch numerisch untersucht. Choi hat sowohl Nanosiulen, die er mittels
der ,.Black-Silicon-Methode* generiert hat, als auch nanoskalige Linienpatterns, die er
interferenzlithografisch in einen Resist strukturiert und mit Trockenétzverfahren in einen
Siliziumwafer tiberfiihrt hat, hinsichtlich der effektiven Gleitlinge in einem Mikrokanal
untersucht [69, 87]. Fiir die Konzipierung der superhydrophoben Oberflachentopografie
ist er nach dem Cassie-Baxter-Modell vorgegangen, da er annimmt, dass die effektive
Gleitlange der Fliissigkeiten im wesentlichen von den Luftpolstern zwischen den Struk-
turen beeinflusst wird. Hierbei war der Kanalboden als auch der Kanaldeckel struktu-
riert, wihrend die Seitenwénde unstrukturiert blieben. Mit einem Rheometersystem wur-
den Drehmomentmessungen mit Wasser und Glycerin in den mikrofluidischen Systemen
durchgefiihrt. Dabei wurden effektive Gleitlingen von 20 um fiir Wasser und 50 um fiir
Glycerin im Falle der Nanosiulen erreicht. Fiir die nanoskaligen Linienstrukturen, die
sich in 3um hohen Kanilen befinden, sind effektive Gleitlangen von 100nm-200nm.
Daraus folgt ein Druckverlust von 20 %bis30 %. Byun et al. [88] und Xu et al. [89] ha-
ben ebenfalls Linienstrukturen in mikrofluidischen Kanélen untersucht. Allerdings sind
diese Linienstrukturen in einem schon von Natur aus hydrophoben PDMS-Kanalsystem
an den vertikalen Winden angebracht. Kanalboden und Kanaldeckel sind unstrukturiert.
Beide Mikrosysteme sind mit giangigen Softlithografieverfahren hergestellt worden. Bei

Byun et al. konnten effektive Gleitlangen von 5Sum mit Linienstrukturen im Mikrome-
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2 Grundlagen

terbereich gemessen werden. Auch sie erachten die in den Kavitéten befindlichen Luft-
polster fiir das Gleiten der Fliissigkeit auf den Kanalwinden verantwortlich.

Zu einem dhnlichen Ergebnis sind Mall et al. durch numerische Simulation gekommen
[90]. Dabei legen sie ihrem Modell die Cassie-Baxter-Theorie zugrunde mit den zu-
satzlich getroffenen Annahmen, dass die Fliissigkeitskriimmung zwischen den Struktu-
ren konvex ist, atmosphérischer Luftdruck zwischen dem Fliissigkeitsmeniskus und der
Festkorperoberfliche herrscht, die Form des Tropfchens kreisformig ist und das Gewicht
des Tropfchens gleichmiBig iiber die Kontaktflache verteilt ist. Dalton et al. haben ein-
dimensional strukturierte Siliziumkanile experimetell im Rheometer auf ihre effektive
Gleitlidnge als auch numerisch untersucht [91, 92]. Hierfiir sind geitzte rechteckige Sédu-
len, Ziegelstein- und Wabenstrukturen wie auch Nanograsstrukturen betrachtet worden.
Ihren Ergebnissen zufolge ist die effektive Gleitlinge einer Fliissigkeit direkt propor-
tional zur Viskositdt. Der Druckabfall hingegen ist nicht-linear abhingig vom Durch-
messer der Strukturen. Teo et al. untersuchten numerisch den Einfluss der Reynoldszahl
und das Verhiltnis der Strukturbreite zur Kanalhohe auf die effektive Gleitlinge [93].
Lingslaufende und querverlaufende Griben, Sdulen und Locher wurden als Modelle
fiir die Berechnungen herangezogen. Die Strukturen befanden sich auf Kanalboden und
Kanaldeckel, die Seitenwinde blieben unstrukturiert. Sie fanden heraus, dass erstens
mit relativer Strukturbreite Kanile mit rechteckigen Sdulen und ldngslaufenden Fur-
chen hohere effektive Gleitlingen aufweisen, als Kanile mit rechteckigen Lochern und
querverlaufenden Griaben. Wird die relative Strukturbreite auf einen bestimmten Wert
festgelegt, jedoch die Reynoldszahl erhoht, sinkt die effektive Gleitlinge bei Kanélen
mit rechteckigen Lochern und Saulen als auch bei Kanilen mit querverlaufenden Gra-
ben. Kanile mit lingslaufenden Furchen hingegen weisen bei steigender Reynoldszahl
stets einen konstanten Wert auf. Wird der Einfluss von scherbehafteten Strémungen bei
niedrigen Reynoldszahlen und einer kleinen relativen Strukturbreite auf die effektive
Gleitlinge bezogen betrachtet, so ergibt sich, dass Kanéle mit rechteckigen Lochern und
langslaufenden Griben bessere Ergebnisse erzielen als Kanéle mit rechteckigen Sdulen
und querverlaufenden Griben. Wird der Einfluss der Scherung weiter erhoht, schneiden
Kanile mit rechteckigen Lochern am besten ab. Weiterhin gelten die Skalierungsgesetze
fiir die Stoke’schen Scherstromungen in superhydrophoben Kanilen unter druckbetrie-
benen Stromungsbedingungen. Jedoch steht dieser Forschungsbereich noch am Anfang
[94].
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2.5 Polymerbasierte Fertigungsverfahren fiir mikrofluidische Systeme

In allen Fillen sind nur Kanile mit jeweils zwei gegeniiberliegenden strukturierten Kani-
len (s. Abb. 2.5d) gefertigt und untersucht worden. Ist die Theorie von dem Gleiten der
Fliissigkeit auf superhydrophoben Oberflichen nahezu verstanden, so bleibt weiterhin
die Herausforderung solche Kanile zu fertigen. Luo et al. berichten erstmals von drei-
dimensional strukturierten Kanédlwinden [95]. Die rechteckigen Sdulenstrukturen ha-
ben eine GroBe von 10pum und sind in einem hexagonalen Gitter angeordnet. Um die-
ses Strukturmuster in PDMS umzuformen, wurde ein Silizumsubstrat mit strukturierten
und entwickelten SU8-Resist herangezogen, das als Master fiir das aufzuschleudernde
PDMS dient. AnschlieBend wurde mit einem Aluminiumstempel in einem Heilpréige-
prozess der strukturierte PDMS-Film, der auf einer Polyethylenschicht lag, in einen Flui-
dikkanal umgeformt. AbschlieBend wurde eine mit einem strukturierten PDMS-Film
beschichtete Glasplatte auf den Kanal gebondet. Die Strukturqualitit blieb trotz des
Heilpriageprozesses erhalten und beeinflusste den Kontaktwinkel von bis zu 145° nur
unwesentlich.

Im Rahmen dieser Arbeit werden die vorgestellten Theorien und Fertigungsverfahren
genutzt, um die Tropfchengenerierung hinsichtlich der Monodispersitét zu verbessern.
Zielfiihrend ist, die effektive Gleitlinge zu maximieren, so dass die Tropfchen in dem
Zwei-Phasen-System an der T-Kreuzung schnell abtransportiert werden und den Weg
fiir die nachkommenden Tropfchen freigeben. Somit werdeb sehr hohe Tropfchenraten

erzielt.

2.5 Polymerbasierte Fertigungsverfahren fiir mikrofluidische Systeme

Es wurden bereits in Kap. 2.4 verschiedene Fertigungsverfahren zur Erzeugung wasser-
abweisender Oberflichen vorgestellt. Da in dieser Arbeit superhydrophobe Oberflichen
mit geometrisch periodischen Strukturen hergestellt werden, erfolgt eine Aufzihlung

geeigneter Fertigungsverfahren.

2.5.1 Lithografie

Lithografische Verfahren meistern zum einen die Herausforderung Strukturen, deren Di-
mensionen im Mikro- und Nanometerbereich liegen, herzustellen und zum anderen sind
sie ein kostengiinstiges Massenfertigungsverfahren fiir diese Strukturdimensionen [96].

Die Lithografie erlaubt, viele Strukturen auf einem Substrat zu erzeugen. Beispielhaft
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fiir die parallelen Lithografieverfahren ist die UV-Lithografie zu nennen. Die Struk-
turinformationen werden von einer Maske in einen Fotolack iibertragen. Das Verfah-
ren birgt trotz zeit- und kostengiinstiger Massenfertigung den Nachteil, dass die Struk-
turdimensionen aufgrund der Beugung des Lichts begrenzt sind. Sind Strukturen im
Submikrometer- oder Nanometerbereich gefordert, muss auf serielle Lithografieverfah-
ren wie die Elektronenstrahllithografie oder die Interferenzlithografie zuriickgegriffen
werden. Neben der Herstellung von Masken werden die seriellen Verfahren zunehmend

auch fiir die Fertigung direkt lithografischer Strukturen eingesetzt.

Elektronenstrahllithografie

Bei der Elektronenstrahllithografie wird ein fein fokussierter Elektronenstrahl zur Erzeu-
gung von Submikro- oder Nanometerstrukturen verwendet. Das ist auch der entschei-
dende Vorteil dieses Verfahrens, weil es die Beugung des Lichts umgeht, so dass auch
kleinste Strukturen realisiert werden konnen. In Abb. 2.6 ist der schematische Aufbau ei-
nes Elektronenstrahlschreibers dargestellt. Der Elektronenaustritt aus der Kathode in das
Vakuum erfolgt bei einem typischen Druck von 1 mbar—5mbar. Es wird zwischen ther-
mischer, Schottky (felduntersuiitzte, thermische Emission) und der reinen Feldemission
unterschieden. Die Fokussierung des Elektronenstrahls erfolgt an elektrostatischen oder
magnetischen Linsensystemen. Ablenkspulen bewegen den Elektronenstrahl priazise auf
der Probenoberflache. Fiir das Ein- und Ausblenden des Strahls ist der externe Ablenk-
generator verantwortlich. Beim Ausblenden des Strahls erzeugt der Ablenkgenerator
Spannung auf zwei in der elektronenoptischen Siule befindlichen Kondensatorplatten,
so dass der Strahl auf diese Blenden abgelenkt wird. Die Steuerung des Strahlablenk-
systems erfolgt iiber einen Steuerrechner, der die digitalen Daten der zu belichtenden
Strukturen bereit stellt. Der Steuerrechner bewegt gemifl der gewiinschten Koordinaten
den xy-Tisch, auf dem sich die zu bestrahlende Probe befindet. Der xy-Tisch wird mit
einem laserinterferometrisch gesteuerten Schrittmotor bewegt. Die Qualitit des Elektro-

nenstrahllithografieprozesses wird unter anderem von folgenden Parametern beeinflusst:

e Lack- bzw. Resisttyp: Die Belichtungszeit kann durch hochempfindliche Lacke, die
fiir die Strukturierung weniger Elektronen pro Flicheneinheit benotigen, verkiirzt

werden.

e Auflosung: Streu- und Riickstreueffekte beeinflussen die Strukturauflosung.
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Abb. 2.6: Aufbau eines Elektronenstrahlschreibers

o Strukturfeldgrofse: Die Schreibfeldgrofe betridgt 1 mm. Sollen groBere Felder struk-
turiert werden, muss der Probentisch bewegt werden. Folglich kann es zu Stitching-
Fehlern kommen, d.h. die Anordnung der Felder zueinander ist fehlerbehaftet, oder
es kommt zu einem ,,Pattern overlay®, d.h. die Positionierung der Felder zueinan-

der ist fehlerbehaftet.

Dieses Verfahren erzeugt prizise Strukturen, allerdings erfolgt die Prézision auf Kos-
ten der Strukturierungszeiten. Daher sind keine groen Probendurchsitze moglich. Sind
kleinste, geometrisch einfache Strukturen auf groen Flidchen erforderlich, ist die Inter-

ferenzlithografie passend.

Interferenzlithografie

Genau wie die Elektronenstrahllithografie gehort die Interferenzlithografie zu den mas-
kenlosen Lithografieverfahren. Im Unterschied zu anderen optischen Lithografieverfah-
ren nutzt die Interferenzlithografie das Interferenzmuster zweier schief einfallender La-

serstrahlen aus, um ein mit Resist beschichtetes Substrat mit Strukturen zu versehen.
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Abb. 2.7: Aufbauschema einer Interferenzltihografieanlage

Die interferenzlithografisch strukturierten Flichen erstrecken sich bis auf 1 m? mit na-
hezu unlimitierten Schirfentiefenbereich. Dieser Aspekt macht das Verfahren fiir Berei-
che wie die Solarzellenherstellung, der Herstellung flacher Displaypanels mit kritischen
Dimensionen als auch fiir die Herstellung von neuen Analysesytemen im lebenswissen-
schaftlichen, biologischen oder chemischen Bereich attraktiv [97]. Voraussetzung ist,
dass es sich um ein periodisches Muster, dessen Aspektverhiltnis zwischen 1 und 2 liegt,
handelt. Weiterhin gilt, dass die Periode doppelt so grofl wie die Strukturdimensionen
ist. Sind diese Bedingungen erfiillt, kann mit der Strukturierung fotoresistbeschichte-
ter Substrate begonnen werden. Im Folgenden, wird der Prozessablauf exemplarisch am
Fall der Zweistrahllithografie erldutert.

Bei der Zweistrahlinterferenzlithografie wird ein Laserstrahl z.B. mit der Wellenlén-
ge 363,8nm aus einer Argon-lonen-Quelle (s. Abb. 2.7) auf einen Strahlteiler, der den
Strahl in zwei intensitédtsgleiche Strahlen aufteilt, gelenkt. Die zwei intensititsgleichen
Strahlen werden durch Umlenkspiegel auf ein Linsensystem ausgerichtet. Das Linsen-
system dient der Strahlaufweitung und ist derart ausgerichtet, dass der geweitete Strahl
auf die Probe trifft. Der an das Linsensystem gekoppelte Raumfilter sondert Storun-

gen im Wellenfeld aus. Durch konstruktive bzw. destruktive Interferenz, die aus der
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2.5 Polymerbasierte Fertigungsverfahren fiir mikrofluidische Systeme

Uberlagerung und den unterschiedlichen Weglingen der Strahlen zum Zeitpunkt des
Auftreffens der Strahlen auf der Probe resultiert, kann ein periodisches, groformati-
ges Linienpattern auf fotoresistbeschichteten Substraten realisiert werden. Loch- oder
Saulenstrukturen im hexagonalen Gitter werden durch dreimaliges Drehen und Belich-
ten des Substrats um jeweils 60° erzeugt werden. Durch Drehen des Substrats gehen
allerdings die exakten Mittelpunktskoordinaten des Substrats verloren. Dies zeigt sich
in elongierten Sdulenstrukturen. Bei der Zweistrahlinterferenzlithografie konnen Lini-
enstrukturen mit hoher Qualitit gefertigt werden, jedoch Loch- oder Saulenstrukturen

im hexagonalen Gitter nur mit Strukturqualitéitsverlust.

2.5.2 Galvanik

Nachdem die Submikrometerstrukturen lithografisch in den Resist geschrieben und nas-
schemisch entwickelt worden sind, konnen diese entweder direkt zum Aufbau eines Mi-
krosystems eingesetzt oder als Basis fiir die Herstellung eines (Shim-)Formeinsatzes
verwendet werden. Es wird zwischen den massiven, rontgenlithografisch strukturierten
(LIGA-)Formeinsitzen mit einer Dicke > 5 mm und den meist runden, elektronenstrahl-
lithografisch strukturierten Shim-Formeinsitzen mit einer Dicke < 800 um. Meist wer-
den diese Formeinsitze durch galvanische Replikation der Resistsstrukturen aus Nickel
hergestellt. Je nach Einsatzfall bei der spiter mit dem Formeinsatz durchzufiihrenden
Kunststoffreplikation kann die Hérte des Formeinsatzes durch Zulegieren eines Metalls,
wie z.B. Kobalt, erhoht werden.

Damit die galvanische Abscheidung iiberhaupt starten kann, bedarf es dem Aufbringen
einer vollflachigen Galvanikstartschicht mittels Sputtern oder Aufdampfen sowohl auf
dem Wafersubstrat (vor dem Lithografieschritt) als auch auf dem strukturierten Resist
(nach dem Lithografieschritt). Diinne Metallschichten aus Chrom, Titan, Gold, Kupfer
oder Schichtkombinationen eignen sich dafiir gut. Die Schichtdicke auf dem Resist soll-
te so diinn wie moglich sein, um eine Einebnung zu vermeiden und die MaBhaltigkeit der
Strukturen (im nm-Bereich) nicht zu beeintrichtigen. Und sie sollte so dick wie moglich
sein, um eine auseichende Leitfdhigkeit zu erreichen. Gold- und Kupferschichten auf
Siliziumwafern ermdéglichen keine ausreichend gute Resisthaftung, so dass bisher oxi-
diertes Titan (770,) verwendet wurde [96]. Werden jedoch Formeinsitze mit sehr glatten

Stirnflichen, dessen Rauheit bei einigen Nanometern liegt, benotigt, eignet sich oxidier-
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tes Titan nicht. Oxidiertes Titan besitzt sehr hohe Rauheit, gepaart mit wurmartigen
Korngrenzen, die sich beim Aufdampfen entwickeln. Dadurch kénnen Nanostrukturen
nur sehr schlecht oder gar nicht auf diesen Schichten abgebildet werden. Ein Kompro-
miss zwischen einerseits guter Haftung fiir den Resist und einer feinkérnigen und eben-
miBigen Galvanikstartschicht, die dann auf der Stirnseite des Formeinsatzes abgebildet
wird, ist, Titan auf dem Siliziumsubstrat aufzudampfen, den Resist aufzuschleudern, zu
strukturieren und zu entwickeln und anschliefend eine diinne Chrom/Goldschicht auf
dem strukturiertem Resist aufzudampfen [98]. Das strukturierte und metallisierte Sub-
strat kann anschlieBend mit einer speziellen Halterung in den Nickelelektrolyten (meist
ein borsdurehaltiger Nickelsulfamatelektrolyt) eingebracht und die galvanische Abschei-
dung gestartet werden. Die Abscheidung erfolgt entsprechend den Faraday ‘schen Geset-
zen so lange, bis die gewiinschte Sollhohe erreicht ist. Neben der Galvanikstartschicht,
die unerlésslich fiir einen qualitativ hochwertigen Formeinsatz mit Nanostrukturen ist,
gibt es weitere Faktoren, die innerhalb des Galvanikprozesses die Qualitédt des metali-

schen Formeinsatzes beeinflussen:

e Nickelkonzentration im Elektrolyten: Um eine moglichst hohe Mikrostreufidhigkeit
zu erreichen, d.h. dass Strukturen mit kleinem Querschnitt mit vergleichbarer Ge-
schwindigkeit wie Strukturen mit groBem Querschnitt befiillt werden, braucht es

eine relativ hohe Nickelkonzentration im Elektrolyten.

e Feldlinienverteilung: Eine homogene Verteilung des elektrischen Feldes ist wich-
tig, um homogene Schichtdicken auf der ganzen Waferfliche zu erreichen. Aus
diesem Grund wird zum einen mit einer groleren Anode (platiniertes Titan) ge-
geniiber einer kleineren Kathode (metallisierter Wafer) gearbeitet. Zum anderen
wird um den Wafer ein Blendenring gesetzt, um den aus der Galvanik bekannten

"Hundeknocheneffekt"deutlich zu verringern.

e Netzmittel im Elektrolyt. Enge und tiefe Kavitdten konnen hédufig nicht ohne Zu-
gabe von Netzmitteln gefiillt werden, weil die Grenzflachenspannung zwischen
Resist und Elektrolyt dies verhindert. Durch Zugabe einer geringen Konzentration
anionischer Netzmittel wird die Grenzflachenspannung abgesenkt und durch zu-

sitzliches Evakuieren des strukturierten Wafers im Elektrolyten vor der Abschei-
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dung, wird ein vollstindiges Benetzten und Befiillen der Kavititen mit Elektrolyt

erreicht.

e Stromdichte: Am Anfang des galvanischen Abscheideprozesses sind oft sehr kleine
Stromdichten wichtig, damit sich langsam eine vollflichige, geschlossene Nicke-
schicht bildet und selbst kleinste Strukturdimensionen gleichmifig abgebildet wer-
den. Sukzessive kann dann die Stromdichte von 0,05A/dm?-1,0A/dm? erhoht
werden. Die obere Grenze innerhalb der Mikrogalvanoformung ergibt sich aus
der Bedingung, dass nur geringe innere Spannungen wihrend der Abscheidung
in die Nickelschichten eingebaut werden, die zum Verbiegen oder zum Abldsen

des Formeinsatzes wihrend des galvanischen Prozesses fiihren konnen.

o Weitere Parameter: Die Zusammensetzung, der pH-Wert und die Arbeitstempera-
tur des Nickel-Elektrolyten sind aufeinander abgestimmte, optimierte Parameter,
um ein gleichbleibend gutes, reproduzierbares Ergebnis der Nickelabscheidung zu

erhalten.

Wenn alle genannten Faktoren bei der galvanischen Abscheidung von Nickel beriick-
sichtigt und optimiert werden, konnen die lithografisch erzeugten Submikrometer- bzw.
die Nanostrukturen gefiillt bzw. umkopiert und der Formeinsatz bis zu 500 um oder ho-
her mit Nickel ohne nennenswerte innere Spannungen gefertigt werden.

Nach Beendigung der Galvanoformung muss der Shim-Formeinsatz vom Silizium-Substrat
getrennt werden. Das kann entweder durch einen mechanischen Lift-off-Prozess (Abhe-
ben) oder durch ein nasschemisches Auflosen des Siliziums in Kaliumhydroxid-Ldsung
(Atzen) erfolgen. Dabei ist darauf zu achten, dass der Shim und die Mikrostrukturen
nicht beschidigt werden. Abschliefend werden noch der Resist und eventuell auch die

Galvanikstartschichten chemisch entfernt.

2.5.3 HeiBpragen

Die galvanisch hergestellten Formeinsitze mit Submikrometer- bzw. Nanostrukturen
konnen anschlieBend als Master fiir die Verfielfdltigung der Strukturen in ein Polymer
herangezogen werden. Bekannte Replikationsverfahren in der Mikrosystemtechnik sind
MikrospritzgieBen, ReaktionsgieBverfahren und Vakuumheif3préigen.

Einzig das VakuumheiBBprigen, das Ende der 1990er Jahre entwickelt wurde, ist in der
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Lage Submikrometer- bzw. Nanostrukturen formgetreu abzubilden [99]. Dieses Verfah-
ren ist geeignet, Mikrostrukturen auf diinne, groBflichige Polymerfolien zu prigen. Von
Nachteil ist, dass die Zykluszeiten pro Abformvorgang im Vergleich zum Mikrospritz-
gussverfahren um eine Gréenordnung hoher liegen. Das verwendete Polymer in Form
von Folien oder Platten muss thermoplastisch sein. Sie werden im Folgenden als Halb-
zeug bezeichnet. In der Prigemaschine wird zwischen einer Grundplatte und dem Pré-
gewerkzeug ein diinnes folienartiges Polymerhalbzeug gelegt (s. Abb. 2.8). Die beiden
Werkzeuge werden auf Kontakt zugefahren und der darin eingeschlossene Raum wird
evakuiert. Das Werkzeug wird anschlieend auf eine Temperatur, die ein paar Grad iiber
der Glasiibergangstemperatur des verwendeten Polymers liegt, erhitzt. Hat das Werk-
zeug die vorgegebene Temperatur erreicht, werden die Werkzeuge so weit zusammen-
gefahren bis eine Prigekraft zwischen SkN—-20kN erreicht ist. Das geschmolzene Poly-
mer fiillt die evakuierten Kavititen der Werkzeugstruktur, was einige Zeit in Anspruch
nimmt. Sind die Kavitdten mit Polymerschmelze gefiillt, wird das Werkzeug auf eine
Entformtemperatur von 80° heruntergekiihlt und gleichzeitig wird die Kraft verringert.
Die Kammer wird auf Umgebungsdruck geregelt, die Werkzeuge auseinander gefahren
und das fertige Bauteil kann entnommen werden.

Im Falle der Abformung von grofflachigen Submikrometerstrukturen ist die Entfor-
mung besonders kritisch, da sich das grofle Oberflachen- zu Volumenverhiltnis negativ
auswirkt. Trotzdem diirfen fiir die meisten Anwendungsbereiche der Submikrometer-
strukturen keine Trennmittel zu Hilfe genommen werden, weshalb die Entformung bei
erhohten Temperaturen erfolgt. Forderlich wirkt sich bei der Entformung der Einsatz
von sandgestrahlten Substratplatten aus, da sie eine sehr gute Haftung zum Halbzeug

herstellt.

2.5.4 Thermoformen

Genau wie das HeiBBprigen gehort das Thermoformen zu den parallelen Replikationsver-
fahren fiir Polymere auf Basis der Umformung. Beide Verfahren verarbeiten thermoplas-
tische Halbzeuge in Form von diinnen Platten oder Folien. Im Unterschied zum HeiB3pra-
gen wird beim Thermoformen Druckluft fiir die Gestaltinderung eingesetzt. Dabei wird
das zuvor erhitzte Halbzeug durch die Druckluft gestreckt und durch Ausdiinnung der

Ausgangsmaterialdicke zu einem dreidimensionalen Formteil umgeformt [100]. Das Mi-
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Abb. 2.8: Schematischer Prozessablauf des HeiB3prigeprozesses: links oben: zwischen Grund-
platte und Prigewerkezug wird ein diinnes folienartiges Polymerhalbzeug gelegt.
rechts oben: das Werkzeug wird auf die Glasiibergangstemperatur des Polymers er-
hitzt. links unten: es wird eine Prigekraft aufgebracht, so dass das aufgeschmolzene
Polymer die Kavititen des Werkzeugs ausfiillt. rechts unten: nach Erreichen der Ent-
formtemperatur werden die Werkzeuge auseinander gefahren und das gepréigte Bauteil

kann entnommen werden.

krothermoformen baut auf dem makroskopischen Trapped-Sheet-Verfahren auf. Beim
Mikrothermoformen handelt es sich um eine Druckluftumformung in temperierbaren
Negativformwerkzeugen [101, 102]. Der Druck beim Druckluftumformen entsteht pneu-
matisch auf der entgegengesetzten Seite des Formwerkzeugs. Negativformwerkzeuge
fiir Mikrostrukturen sind einfach und kostengiinstig beispielsweise durch Erodieren oder
Frisen herzustellen, da nur geringe Materialmengen herausgearbeitet werden miissen.

In Abb. 2.9 ist der Mikrothermoformprozess schematisch dargestellt: Ein Polymerhalb-
zeug wird zwischen der unten liegenden Werkzeugplatte und der oben liegenden Grund-
platte gelegt. Die Fixierung des Halbzeugs erfolgt durch Evakuieren des Raums, der sich
durch das Zusammenfahren der beiden Werkzeuge ergibt. Das Werkzeug wird auf eine

Temperatur 10°C-20°C unter der Glasiibergangstemperatur erhitzt. AnschlieBend wird

35



2 Grundlagen

= B B =

[ |

trrtet

Abb. 2.9: Schematische Darstellung des Mikrothermoformprozesses: links oben: zwischen zwei
Werkzeugen wird ein diinnes, folienartiges Polymerhalbzeug gelegt. rechts oben: die
Werkzeuge werden zugefahren und auf eine Umformtemperatur, die 10°C-20 °C unter
der Glasiibergangstemperatur liegt, erhitzt. links unten: Druckluft wird aufgebracht

und das Polymer wird in das Werkzeug eingeformt. rechts unten: die Platten werden
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auf Entformtemperatur abgekiihlt und auseinander gefahren.

durch pneumatische Druckzufuhr das Halbzeug durch Strecken mit gleichzeitiger Aus-
diinnung der Ausgangsdicke des Materials in die Mikrostrukturen des Werkzeugs einge-
formt. Der Druck wird gehalten bis die Entformtemperatur erreicht ist, anschlieend wir

der Druck gesenkt und die Werkzeuge auseinander gefahren. Das fertige Formteil kann

entnommen werden.

2.6 Messverfahren und Charakterisierungsmethoden

Um die Funktionalitét sicher zu stellen, miissen die superhydrophoben mikrofluidischen
Kanalsysteme beziiglich ihres Benetzungszustandes und ihrer Eigenschaft, Tropfchen
zu erzeugen, charakterisiert werden. Fiir das erste Kriterium eignen sich statische und

dynamische Kontaktwinkelmessungen; fiir das zweite Kriterium ist eine Bildsequenz-
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analysesoftware, die auf bekannten Algorithmen basiert, zu entwickeln und zu imple-

mentieren.

2.6.1 Kontaktwinkelmessung

Der Kontaktwinkel ist ein MaB fiir den Benetzungszustand. Er ist aus geometrischer Be-
trachtung der Winkel, der durch die Festkorperoberflache und einer an der Kontaktlinie

zwischen Tropfchen und Festkorperoberflache angelegten Tangente beschrieben wird.

Statische Kontaktwinkelmessungen

Der statische Kontaktwinkel wird mit einem festgelegten Tropfchenvolumen, der auf ei-
ne Festkorperoberflache mit unbekanntem Benetzungszustand abgesetzt wird, bestimmt.
Der Kontaktwinkel ist bei den statischen Messungen zeitabhédngig und wird durch fol-

gende Faktoren beeinfluf3t:

Verdampfen der Tropfchenfliissigkeit,

Wanderung von geldsten Stoffen aus der Tropfchenfliissigkeit an die Tropfchen-

grenzfliche,

Wanderung von oberflichenaktiven Stoffen, die sich von der Festkorperoberfliche

l6sen, zur Tropfchengrenzfliche,

Chemische Reaktionen zwischen Festkorper und Fliissigkeit und

Anlosen und Anquellen des Festkorpers durch die Fliissigkeit.

Statische sind den dynamischen Kontaktwinkelmessungen vorzuziehen, wenn nur sehr
kleine Tropfchen, auf die nur eine vernachlédssigbare Gewichtskraft wirkt und bei denen
die Spritzennadel nicht im Tropfchen verbleibt und diesen verzerrt, untersucht werden.
Sie sind auch im Falle von Festkorpern, die keine starre Oberfliche besitzen, den dy-
namischen Messungen vorzuziehen. Allerdings konnen sich die schon oben erwédhnten
Zeiteffekte storend auf die Messung auswirken. Hinzu kommt, dass nur an einer Stelle,
an der lokale Unebenheiten wie Verschmutzungen oder inhomogene Oberflichen auf-

treten konnen, gemessen wird. Diese Effekte verfidlschen das Messergebnis.
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Dynamische Kontaktwinkelmessungen

Im Gegensatz zu den statischen Messungen wird bei der Bestimmung des dynamischen
Kontaktwinkels das Volumen des Tropfchens wihrend der Messung vergrof3ert bzw. ver-
ringert, wodurch sich die Tropfchenform dndert. Wihrend der Volumenvergréferung
dndern sich die Fliissig-Fest-Grenzfldchen, das durch das Wandern der Kontaktlinie be-
obachtet werden kann und durch den Fortschreitewinkel gemessen wird (s. Abb. 2.10a).
Die Ergebnisse der dynamische Kontaktwinkelmessungen sind insbesondere dann von
grofler Relevanz, wenn Tropfchenbewegungen auf modifizierten Oberflachen untersucht
werden sollen. Anfangs konnen bei der VolumenvergroBerung, wiahrend der die Sprit-
zennadel im Tropfchen verbleibt, Anhaftungseffekte auftreten. Diese Anhaftungseffekte
resultieren aus dem Ubergang zwischen einem durch Kohisionskrifte dominierenden
Zustand im Inneren des Tropfchens zu einem Zustand, der durch die Adhisionswech-
selwirkungen zwischen Festkorper und Fliissigkeit bestimmt ist. Diese Anhaftungsef-
fekte sind abhéngig von der Oberflachentopografie wie auch von Verschmutzungen oder
inhomogenen Oberflichen. Bei Verringerung des Tropfchenvolumens, d.h bei Entnet-
zung, treten dhnliche Erscheinungen wie bei der Volumenvergroflerung auf, was durch
den Riickzugswinkel gemessen wird (s. Abb. 2.10b). Bis die Anhaftungserscheinungen
tiberwunden sind, bewegt sich der Tropfchen nicht. Dabei wird in der Regel ein grof3er
Tropfchen auf die Oberflache erzeugt und mit konstanter FlieBgeschwindigkeit in die

Nadel gezogen.

Kontaktwinkelhysterese

Aus der Differenz zwischen Fortschreite- und Riickzugswinkel, bekannt als Kontaktwin-
kelhysterese, lassen sich Aussagen tiber die Oberflichenrauheit oder iiber die chemische
Textur der Oberfldche treffen. Durch das genaue Mal} der Hysterese wird beschrieben,
wie grof} die Barriere fiir eine ungestorte Tropfchenbewegung auf einer Oberfldche ist.
Im Folgenden werden mégliche Einfliisse, die die Tropfchenbewegung behindern, eror-

tert:

e Die Oberflichenrauheit, die aufgrund natiirlich rauer oder kiinstlich strukturier-
ter Oberflachen auftritt, ist fiir Anhaftungserscheinungen, die die Tropfchenbewe-

gung behindern, verantwortlich. In diesem Falle ist die Kontaktwinkelhysterese
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(a) Fortschreitewinkel (b) Riickzugswinkel

Abb. 2.10: Dynamische Kontaktwinkelmessungen: a) Messung des Fortschreitewinkel bei Volu-

menvergro3erung und b) Messung des Riickzugswinkels bei Volumenverringerung

bestimmt durch das Gleichgewicht zwischen der Schwingungsenergie des Tropf-
chens und der Hohe der Energiebarrieren zwischen den metastabilen Tropfchen-

zustianden.

e Die Tropfchenbewegung kann durch chemische Kontaminationen oder Inhomoge-
nitdten in Form von Staubpartikeln oder chemischen Reinigungsmittelresten ge-
stort werden, da ferner die chemische Zusammensetzung der Oberfliche den Be-

netzungszustand beeinflusst.

e Sind Polymere oder Tenside Bestandteile der Tropfchenfliissigkeit kann es vor-
kommen, dass diese Tensid- oder Polymermolekiile an die Tropfchengrenzflache
wandern, sich dort anlagern und lokale Oberflichenenergiedifferenzen auslésen.
Diese Oberflichenenergiedifferenzen du3ern sich durch Anheftungserscheinungen

oder unregelmifBige Benetzungserscheinungen.

Generell gilt, je geringer die Hyterese, desto hoher die Tropfchenmobilitit. Denn die
Kraft, die benotigt wird, um einen Tropfchen auf einer Oberfliche zu bewegen, ist ab-

hingig von der Benetzungsenergie auf der fortschreitenden Tropfchenseite und der frei-
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werdenden Energie auf der riickziehenden Tropfchenseite, was durch Gl. 2.20 ausge-

driickt wird:

Fuobit = YsG - w+ (cos©, —cosO,)

(2.20)
Out G)r) (cos®, —0,)

:2-R-ygg-sin(

Allerdings gibt es keine allgemeingiiltigen GesetzméBigkeiten, die quantitativ das Mal}
der Einflussfaktoren bestimmt und somit das Oberflachenverhalten zuverlissig voraus-

sagt.

2.6.2 Tropfchencharakterisierung mittels Bildverarbeitung

In industriellen Sichtpriifsystemen, die auf maschinellem Sehen beruhen, werden Pro-
duktionseinheiten schnell und prézise nach Auslieferware oder Ausschuss iiberpriift.
Diese Produktionseiheiten unterliegen gewissen Qualititsstandards. So sollen alle Ein-
heiten beispielsweise die gleichen Malle und Form besitzen. Damit nicht jede Einheit
einzeln aus der Serie fiir die Messwertbestimmung entnommen werden muss, eignen
sich optische Sichtpriifmethoden, die beriihrungslos und echtzeitfihig die Qualitéitskon-
trolle tibernehmen.

Diesem Prinzip entsprechend muss fiir die Analyse der Tropfchen ein der Aufgaben-
stellung angepasstes System implementiert werden. Damit wihrend der Tropfchenge-
nerierung die Tropfchenqualitidt beziiglich Form und Volumen iiberpriift werden kann,
bedarf es eines echtzeitfdhigen Systems. OpenCV [103], eine von Intel bereitgestellte
Bibliothek, die aus C++ Bildverarbeitungsalgorithmen besteht, bietet diese Moglichkeit.
Ein weiterer Vorteil dieser Plattform ist, dass die grundlegenden Algorithmen fiir das
System vorhanden sind und lediglich an das jeweilige Problem angepasst werden miis-
sen. In den folgenden beiden Unterkapiteln werden die elementaren Algorithmen des
Tropfchenanalysesystems, womit die Vorverarbeitung der Videosequenzen gemeint ist,
erortert, damit die notwendigen Informationen fiir die Charakterisierung der Tropfchen
extrahiert und bestimmt werden konnen. Fiir die Bestimmung der Messgroflen wird auf
das Kapitel 4, in dem auch die Programmstruktur und deren Ablauf detailliert erldutert

werden, verwiesen.
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Bildsubtraktion

Fiir die Tropfchenanalyse werden Videosequenzen, in denen die Tropfchengenerierung
und deren Handhabung dargestellt sind, aufgenommen. In diesen Videosequenzen be-
wegen sich die Tropfchen in einem statischen Umfeld, das im folgenden als statischer
Hintergrund bezeichnet. Fiir die Detektion des Tropfchens, muss folglich der Tropfchen
vom Hintergrund extrahiert werden. Einer der einfachsten und schnellsten Subtraktions-
methoden ist die Frame Differencing Methode. Die Frame Differencing Methode beruht
auf den Annahmen, dass ein statischer Hintergrund vorliegt, die Bewegung starr ist und
die Objektbewegung monoton verlduft [104]. Generische Sequenzen konnen mit dieser
Methode folglich nicht verarbeitet werden. Der Bildsubtraktionsoperator erhilt dafiir
zwei ungleiche Frames f (x,y) und /& (x,y), subtrahiert die Pixelwerte des ersten Frames
von den entsprechenden Pixelwerten des zweiten Frames und liefert einen dritten Frame

g (x,y), der aus den subtrahierten Pixelwerten der Eingangsframes (s. Gl. 2.21) besteht.

g(xvy):f(xvy)_h(x7y) (2.21)

Wenn Lichtunterschiede oder schwankende Hintergrundobjekte auftreten, wird das Er-
gebnis der Bildsubtraktionsmethode beeintrichtigt. Deshalb werden die Pixelwerte der
Frames, bevor sie an den Bildsubtraktionsoperator weiter gegeben werden, mit einem
Schwellwertoperator vom Rauschen befreit [103]. Dabei werden sich bewegende Ob-
jekte mit einem Pixelwert von 255 (weil}) markiert und Hintergrundobjekte mit einem
Wert von 0 (schwarz) belegt. Der Schwellwertoperator priift, ob die Pixelwerte eines
Frames tiber- oder unterhalb eines festgelegten Schwellwertes liegen. Liegt der Pixel-
wert oberhalb des Schwellwertes ist der Pixel ein moglicher Kandidat fiir ein bewegtes
Objekt, liegt der Pixelwert unter dem Schwellwert wird er als Hintergrundobjekt mar-

kiert und fiir die weitere Verarbeitung ignoriert.

Cannyfilter

Canny versuchte einen optimalen und robusten Kantendetektor zu entwickeln [105].

Dieser Kantenoperator muss, um optimale Ergebnisse zu liefern, drei Kriterien erfiillen:

1. Detektion: Alle tatsdchlich vorkommenden Kanten sollen erkannt werden, ohne

falsche Kantenpixel zu beriicksichtigen.
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2. Lokalisierung: Der Abstand zwischen tatsidchlicher und erkannter Kante soll mini-

mal sein.

3. Ansprechverhalten: Kanten sollen nicht mehrfach erkannt werden, so dass die

Breite einer Kante nicht mehr als einen Pixel breit ist.

Damit diese drei Kriterien erfiillt sind, basiert dieser Algorithmus auf Binédrbildern.
Demzufolge sind Kanten als Helligkeitsschwankung zwischen zwei benachbarten Pixeln
definiert und konnen entweder den Wert 0, d.h. keine Kante oder den Wert 1, d.h. es exis-
tiert eine Kante, annehmen. Des Weiteren werden Informationen iiber die Gradienten-
bzw. Kantenrichtung verwendet. Der Algorithmus gliedert sich in mehrere Ablaufstufen,

die im folgenden aufgefiihrt und erldutert werden.

1. Gliittung
Fiir die Glittung des Bildes wird ein Gauf3filter verwendet und dient der Unter-
driickung von Bildrauschen im Originalbild. Hierfiir wird das Originalbild mit ei-
ner n X n Matrix, die die Normalverteilung annéhert, gefaltet. Je groBBer die Maske,
d.h. je hoher die Dimension der Matrix, desto robuster wird der Algorithmus ge-

geniiber Rauschen.

2. Kantendetektion
Nachdem das Bild geglittet worden ist, konnen die Kanten durch Anwendung des
Sobeloperators in x- und y-Richtung durch Schétzung des Gradienten und dessen
Stirke in jedem Bildpunkt bestimmt werden. Die Schitzung des Gradienten und
dessen Stérke erfolgt durch Faltung des geglitteten Bildes mit dem Sobeloperator.

Der Sobeloperator in x-Richtung ist eine 3 x 3-Matrix:

10 —1
20 -2 (2.22)
10 —1

Der Sobeloperator in y-Richtung ergibt sich durch Rotation der Matrix um 90° (s.

Gl. 2.23).
12 1
0 0 0 (2.23)
1 -2 -1
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Das Ergebnis der Faltung des geglitteten Bildes mit dem Sobeloperator in x- und
y-Richtung sind zwei neue Bilder. Die geschitzten Gradientenwinkel miissen fiir
die weitere Verarbeitung auf 0°, 45°, 90° oder 135° gerundet werden. Das liegt
darin begriindet, dass jeder Pixel nur acht mogliche Nachbarn hat, woraus sich
lokal nur vier mogliche Kantenrichtungen ergeben. Zusitzlich wird noch ein Bild
der absoluten Kantenstéirke berechnet, was durch die Berechnung des euklidischen

Betrags der beiden Gradienten eines jeden Pixels durchgefiihrt wird.

G(x,y) = /& (6.)2 + gy (x.7)* (2.24)

. Unterdriickung von Nicht-Maxima

Die iiber die Faltung gewonnenen Informationen iiber die Kanten und die Richtung
der Kanten werden fiir die genauere Kantenlokalisierung durch Unterdriickung von
Nicht-Maxima verfeinert. Diese Operation dient der Erfiillung des zweiten und
dritten Optimierungskriteriums, das besagt, dass jede Kante nur einen Pixel breit
sein darf, aber dabei genau lokalisiert werden muss. Um diesen beiden Kriterien
gerecht zu werden, miissen die lokalen Helligkeitsmaxima bestimmt werden. Fiir
die Berechnung der lokalen Maxima entlang einer Kante wird das zuvor ermit-
telte Bild mit den absoluten Kantenstirken verwendet. Der absolute Kantenbetrag
G(x,y) eines jeden Pixel in Gradientenrichtung wird mit den umliegenden acht
Nachbarpixel verglichen. Alle Pixel, die solche Maxima darstellen, werden bei-
behalten, die anderen Pixel werden auf null gesetzt, da diese offensichtlich keine

lokalen Maxima darstellen.

. Hystereseverfahren

Das resultierende Bild enthélt zum Teil Kanten mit unterschiedlichen Helligkeits-
werten, so dass die Vermutung nahe liegt, dass sich noch irrelevante Kanten im
Bild befinden. Solche irrelevanten Kanten, deren Helligkeitswerte unter einem be-
stimmten Schwellwert liegen, sollen beseitigt werden. Damit der Kantenverlauf
durch die Anwendung von Schwellwerten nicht zerissen werden und in separaten
Teilstiicken vorliegt, werden die Kanten mit einem Hystereseverfahren hinsichtlich
ihrer Relevanz beurteilt. Hierfiir werden zwei Schwellwerte 77 und 7> definiert,
wobei 71 < T, gelten soll. Alle Pixel, deren Intensitdtswert unterhalb des zuvor

festgelegten Schwellwerts 77 liegen, werden direkt auf schwarz gesetzt. Pixel, de-
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ren Wert oberhalb von 7, liegen, werden dagegen direkt als Kantenpixel definiert.
Die Pixel, deren Werte zwischen den beiden Schwellwerten liegen, werden wie
folgt behandelt: Ist mindestens ein Nachbarpixel in Gadientenrichtung ein Kan-
tenpixel, so wird das aktuelle Pixel auch als Kantenpixel markiert. Sind dagegen
beide Nachbarpixel keine Kantenpixel wird das aktuelle Pixel auch kein Kanten-

pixel sein.

Das resultierende Bild kann nun fiir die Gewinnung von weiteren Bildinformationen,

wie beispielsweise der Konturerkennung, weiter verarbeitet werden.

Border-Following-Methode

Um Konturinformationen aus Bildern zu gewinnen, muss vorher definiert sein, was eine
Kontur ist. Eine Kontur definiert eine Liste aus Punkten, die gewissermal3en eine Kurve
in einem Bild darstellt. Weiterhin wird an dieser Stelle festgelegt, dass Konturen durch
Sequenzen, deren Eintridge Informationen zu der Position vom néchsten Punktes in der
Kurve beinhalten, dargestellt werden.

Die Border-Following-Methode [106, 107] arbeitet mit Bildern, deren Kanten zuvor
durch den Cannyfilter erfasst wurden. Ein Vorteil des Algorithmus ist, dass die dar-
aus resultierenden, extrahierten Kanten fiir weitere Bildverarbeitungssschritte zur Ver-
fligung stehen, ohne dass das Originalbild wieder hergestellt werden muss. Weiterhin
unterscheidet der Algorithmus zwischen dufleren Grenzen und Lochgrenzen, die im fol-
genden Abschnitt detailliert erldutert werden. Fiir die Unterteilung der Grenzen miis-
sen diese gekennzeichnet und die Parentborder ermittelt werden. Durch entsprechende
Abinderung des Algorithmus werden nur die dufleren Grenzen verfolgt. Bevor die ei-
gentliche Konturverfolgung erldutert wird, miissen einige Begriffe eingefiihrt und erklért

werden, wobei im folgenden i die Zeile und j die Spalte definiert:

e Der Hintergrund besteht aus Pixel, die den Wert 0 besitzen.

e Das Eingangsbild besteht aus Pixel (i, j), die einen Dichtewert f;j gemiB F = f;;

besitzen.

e Eine 1-Komponente ist definiert als eine durchgehende Sequenz aus 1-er Pixel,
gleichermaflen ist eine 0-Komponente als eine durchgehende Sequenz aus O-er

Pixel definiert.
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Eine 8-er Verbundenheit ist folgendermalen definiert:

1 1 1 000 0
1 01,10 loder0 1 0,01 O (2.25)
11 | 000 0

Die Grenzpunktbedingung ist erfiillt, wenn eine durchgehende Sequenz aus 1-er

Pixel um ein 0-Pixel besteht.

1 1
11 (2.26)
11

—_— = O

Die Umgebung zwischen verbundenen Komponenten (1-Komponente: S, 0-Komponente:
S, ist folgendermaBen definiert: S| umgibt S;), wenn ein 4-er Weg wie in G1.2.27

moglich ist.

101 (2.27)

Eine duflere Grenze ist gemill den oben festgelegten Regeln als eine Reihe von
Grenzpunkten zwischen einer beliebigen 1-Komponente und einer beliebigen O-
Komponente, das die 1-Komponenten nach obiger Definition umgibt, definiert.
Eine Lochgrenze ist definiert als eine Reihe von 1-Komponenten, die 0-Pixel um-
gibt. Weiterhin ist folgende Eigenschaft definiert: Fiir eine 1-er Komponente, die
duBlere Grenze oder Lochgrenze nach obiger Definition ist, ist die Grenze einzig-

artig.

e Die Umgebung zwischen den Grenzen ist wie folgt definiert: Fiir zwei gegebene
Grenzen B und B, eines Binirbilds wird festgelegt, dass B, By umgibt, wenn eine
Grenzreihe By, By,...,By, so dass By die Parentborder von By_; fiir alle k fiir die gilt:
1<k<n

Mit den oben definierten Regeln und Annahmen kann der Algorithmus zur Verfolgung
von Konturen erkldrt werden. Zunéchst wird das Bild, angefangen an der oberen linken
Bildecke von rechts nach links und Zeile fiir Zeile abgerastert. Findet der Algorithmus

einen Pixel, das den Wert 1 besitzt, dann wird dieser als Startpunkt fiir eine mogliche
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Grenze definiert und indexiert. AnschlieBend wird der Grenztyp bestimmt. Es handelt
sich um eine duflere Grenze, wenn der Pixelintensitdtswert f in der i-ten Zeile und der
j-ten Spalte 1 und der Pixelintensitdtswert in der i-ten Zeile und der j-1-ten Spalte O ist.
Im Falle einer Lochgrenze ist der Pixelintensitdtswert in der i-ten Zeile und der j-ten
Spalte 1 und der Pixelintensitdtswert in der i-ten Zeile und der j+1-ten Spalte 0. Treffen
beide Bedingungen nicht zu, wird die Abrasterung fortgesetzt, bis entweder ein weite-
rer 1-er Pixel gefunden, oder der rechte untere Bildpixel erreicht ist. Ist eine der beiden
Bedingungen erfiillt, muss die Parentborder bestimmt werden. Ist diese gemél den oben
festgelegten Regeln bestimmt, wird die Kontur verfolgt, indem im Uhrzeigersinn beim
Startpixel angefangen nach einem weiteren 1-er Pixel gesucht und dieser indexiert wird.
Wird ein 0-Pixel detektiert, so wird dieser negativ indexiert und mit der Bildabraste-
rung fortgesetzt. Bei Detektion eines 1-er Pixel, wird von diesem Pixel ausgehend gegen
den Uhrzeigersinn nach weiteren 1-er Pixel, die dementsprechend indexiert werden, in
der Nachbarschaft gesucht. Dies wird solange durchgefiihrt bis der Startpunkt wieder
erreicht wird. Danach kann mit der Abrasterung des Bildes fortgefahren werden. Der
Algorithmus wird nur einmal fiir jede Grenze wiederholt und reduziert alle Grenzen auf
einen Pixel. Weiterhin kann durch Ermittlung der Parentborder (s. Abb. 2.11) sicher ge-
stellt werden, dass nur die duBersten Grenzen bei der Konturverfolgung beriicksichtigt

werden.

Fit-Ellipse

Ein weiterer wichtiger Schritt bei der Vorverarbeitung der Videosequenzen, ist, dass
die Tropfchenkontur an eine Ellipse angepasst wird. Das heift, nachdem das beweg-
te Objekt, in dem Fall das Tropfchen vom Hintergrund extrahiert und die Tropfchen-
kontur mit dem Cannyalgorithmus und der Border-Following-Methode bestimmt wor-
den ist, kommt die Fit-Ellipse-Methode zum Tragen. Sie beseitigt letzte Artefakte. Die
Fit-Ellipse-Methode gehort den Objektsegmentierungsmethoden an, deren Aufgabe ist,
nichtlineare Parameter zu schitzen. Fiir gute Ergebnisse miissen geeignete Optimie-
rungsverfahren gefunden werden [103, 108]. Ergebnis ist eine an die Kontur angepasste
Ellipse, wobei nicht zwangsldufig alle Konturpunkte in der gefitteten Ellipse berticksich-
tigt werden. Fiir das Anpassen der Ellipsenkontur an die reale Kontur gibt es verschiede-

ne Methoden, die alle ihre Vor- und Nachteile bergen. Folgende Optimierungsmethoden
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2.6 Messverfahren und Charakterisierungsmethoden

Abb. 2.11: Darstellung von d@uleren Konturen (gestrichelte Linien) und Lochgrenzen (gepunktete
Linien) nach der Border-Following-Methode.
oben: Testbild vor der Konturverfolgung.

unten: Ergebnis nach der Konturverfolgung.

wurden nach ihrer Leistungsfihigkeit die beste Funktion fiir die Kontur zu finden, die
beste Methode die gewihlte Funktion zu optimieren und die gewéhlte Methode optimal

implementieren zu konnen, beurteilt [108]:

e Algebraische Distanzmethode: Wird diese Methode verwendet, um eine Ellipse
so nah wie moglich an die reale Objektkontur anzupassen, erhélt man zwar eine
geschlossene Losung, jedoch ist diese Methode vom physikalischen oder statisti-

schen Punkt aus gesehen nicht geeignet.

e Werden orthogonale Least-Square-Schdtzmethoden fiir das Ellipsenfitting verwen-
det, werden die Ellipsen zwar fast fehlerfrei an die Kontur angepasst, jedoch ist

diese Methode schwer zu implementieren.

e Renormalisierungsschditzer eignen sich besonders bei groB3en Datensétzen, da die-

ser die statistische Verzerrung bei der Schitzung korrigieren kann.

e Werden die Datensitze seriell aufgenommen, sind die Kalman-Filter-Methoden
geeignet, da sie vor allem die Datenunsicherheit in der Berechnung berticksichti-

gen.
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2 Grundlagen

e Clustering oder Houghtransformation eignen sich, wenn in den Datensédtzen Aus-
reifer auftauchen, denn diese Methoden gelten als robust. Voraussetzung fiir die
Verwendung einer dieser Methoden ist, dass die Anzahl der zu schitzenden Para-

meter klein sein muss.

e Bei geringer Anzahl von Ausreillern in den Datensitzen, deren Werte nicht stark
vom wahren Wert abweichen, sind die M-Estimatoren oder die Least-Median-of-

Squares Methoden zu empfehlen.

Letztere erwdhnten Methoden werden hédufig angewendet, da sie leicht zu implementie-
ren sind. Das Ergebnis des Ellipsenfittings wird bei OpenCV in Form eines Rechtecks,
in dem sich die angepasste Ellipse befindet, dargestellt [103].
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3 Fertigung dreidimensional nanostrukturierter und
superhydrophober mikrofluidischer Systeme fiir Tropfchen

3.1 Tropfchenabriss

Bereits in Kap. 2.2.1 wurde der Tropfchenabriss in einem passiven Zwei-Phasen-System
an einer T-Kreuzung erortert. Nachfolgend wird der Vorgang der Tropfchenbildung un-
tersucht, wobei die fiir den Tropfchenabriss verantwortlichen Parameter experimentell
bestimmt werden, um sie mit den theoretischen Modellen abzugleichen. Vor allem der
Einfluss der Oberflichentopografie, der die Grenzflicheneffekte entscheidend beein-
flusst und damit auch die Tropfchenbildung, soll durch numerische Simulation besser
verstanden werden. Die Erkenntnisse aus den Experimenten und der Simulation werden
genutzt, um einen geeigneten Entwurf und einen dazu passenden Fertigungsablauf fiir

ein Tropfchengenerierungssystem, das monodisperse Tropfchen erzeugt, zu entwickeln.

3.1.1 Experimentelle Bestimmung der Parameter

Tropfchenbildung ist ein alltéigliches Phidnomen. Es ist allgmein bekannt, wie sich Re-
gentropfen bilden, oder warum sich Tropfen vom Wasserhahn ablésen. Im Falle von
Tropfchenbildung in mikrofluidischen Systemen ist dieser Vorgang noch nicht vollstén-
dig verstanden, da nicht bekannt ist, wie gro3 der Einfluss von Grenzflacheneffekten
fiir die Generierung von Tropfchen ist. Daher ist es notwendig, die an der Tropfchenge-
nerierung beteiligten Parameter experimentell zu bestimmen. Die Tropfchenbildung in

passiven Systemen kann, wie in Kap. 2.2.1 beschrieben, auf zwei Arten erfolgen:
e an einem Flow-Focusing-Device oder
e an einer 7-Kreuzung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Tropfchen an einer T-Kreuzung generiert. Die einfa-
che Auslegung und Fertigung dieses Tropfchengenerierungsprinzips waren ausschlagge-

bend. Fiir die Ermittlung der Tropfchenabrissparameter sind aus Polymethylmethacrylat
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L .

Abb. 3.1: Kanalsystem mit T-Kreuzung zur Erzeugung von Trépfchen.

(PMMA) Testkanalsysteme gefridst worden (s. Abb. 3.1). Das Kanalsystem besteht aus
einem 500 um breiten Hauptkanal, der spiter die kontinuierliche Phase fordert, und ei-
nem 100um breiten Seitenkanal, der senkrecht zum Hauptkanal liegt und die disperse
Phase fordert. Die Kanile sind jeweils 100 um tief. Am Ende des Hauptkanals miindet
dieser in einem Reservoir, in dem sich die generierten Tropfchen sammeln. Die fliissigen
Medien wurden mit Spritzenpumpen (Fa. cetoni, Nemesys) in das System gefordert, so
dass sich ein druckbetriebenes Stromungsprofil ergab. Fiir die kontinuierliche Phase sind
zum einen Tetradekan und zum anderen Luft, fiir die disperse Phase destilliertes Wasser
verwendet worden. In spédteren Versuchsreihen wurde der dispersen Phase 0,2 Gew - %
Tween 20 (Polysorbat-20, nichtionisches Tensid, wird im pharmazeutischen und bioche-
mischen Bereich als Emulgator oder Netzmittel verwendet) beigemengt und mehrere
Minuten im Becherglas mechanisch verriihrt.

Die Tropfchenbildung wurde sowohl fiir die kontinuierliche Phase als auch fiir die di-
sperse Phase innerhalb des Flussratenbereichs von 0,001 ml - min~'-0,02ml - min~! un-
tersucht. Die Flussrateninderung erfolgte in Schritten von 0,001 ml-min~!. Der Ver-
such wurde wie folgt durchgefiihrt: Zunéchst wurde die Flussrate der dispersen Phase
konstant gehalten, wihrend die Flussraten der kontinuierlichen Phase den oben ange-
gebenen Bereich durchlief. Nachdem der maximale Flussratenwert der kontinuierlichen
Phase erreicht war, wurde der Wert der dipersen Phase um 0,001 ml- min~! erhoht und
die Flussraten der kontinuierlichen Phase durchliefen erneut den festgelegten Bereich.
Dieser Vorgang wurde solange wiederholt, bis die disperse Phase den maximalen Fluss-

ratenwert erreichte. Gemessen wurde die Tropfchenanzahl pro Minute, die per Video-
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Abb. 3.2: Tropfchendiagramm: Tropfchenanzahl pro Minute iiber der Flussrate der kontinuierli-

chen Phase aufgetragen.

analyse bestimmt wurde. Wihrend der gesamten Versuchsreihe wurde die Temperatur
konstant auf 20°C gehalten.

Nach diesem Vorgehen wurden Tetradekan-Wasser-Gemische, spiter Tetradekan-Wasser
+ Tween 20-Gemische und Luft-Wasser-Gemische untersucht. In Abb. 3.2 sind die Er-
gebnisse der Videoanalyse dargestellt. Zu diesem Zeitpunkt der Arbeit gab es keine
Moglichkeit das Tropfchenvolumen bzw. den Tropfchendurchmesser prézise zu bestim-
men, so dass nur eine qualitative Abschidtzung dieser Groen anhand der Videos durch-
gefiihrt wurde. Aus dem Diagramm wird deutlich, dass mit steigender Flussrate die
Tropfchenanzahl zunimmt. Gleichzeitig sinkt der Tropfchendurchmesser. Bei der Un-
tersuchung der Videosequenzen wurde beobachtet, dass die disperse Phase im Falle des
reinen Tetradekan-Wasser- und des Luft-Wasser-Gemischs an den Kanalwinden entlang
kriecht, wodurch der Tropfchenabriss gestort wurde. Das Entlangkriechen der dispersen

Phase an der Kanalwand ist auf die erhohten Adhisionskrifte zwischen der dispersen
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Phase und der Kanalwand zuriickzufiihren. PMMA ist von Natur aus hydrophil. Die-
se Eigenschaft wird durch den Fertigungsprozess der Kanéle verstdrkt. Beim Frisen
entstehen Frisriefen, die das Kriechen der dispersen Phase an der Wand begiinstigen.
Daraus folgt der magebliche Parameter bei der Tropfchenbildung: die Oberfldchento-
pografie. Mit ihrer Hilfe ldsst sich auch der Benetzungszustand des tropfchenbasierten,
mikrofluidischen Kanalsystems beeinflussen. Mit anderen Worten, je geringer die Ad-
hisionskrifte zwischen der dispersen Phase und der Kanalwand sind, desto periodischer
verlduft der Tropfchenabriss. Auch fiir die Tropfchenbewegung ist ein wasserabweisen-
der Benetzungszustand an den Kanalwinden forderlich, da sich die Tropfchen ungehin-
dert fortbewegen, ohne die nachfolgenden Tropfchen zu beeinflussen. Durch die Zugabe
von Tween 20 wurde der Tropfchenabriss verbessert. Es wurden hohere Tropfchenraten
beobachtet, da durch Anlagerung der amphiphilen Netzmittelmolekiile an der dispersen
Phasengrenzfliche, die Adhdsion zur Kanalwand reduziert wurde.

Ein weiterer Einflussfaktor bei der Tropfchenbildung ist die Viskositit. Sie spiegelt sich
in der Kapillarzahl wider: Je viskoser die disperse Phase, desto erschwerter verlduft der
Tropfchenabriss. Dariiber hinaus beeinflusst die Temperatur die Tropfchenbildung, da
sich mit der Temperatur die Viskositit des Mediums @ndert. Zusammengefasst sind fol-

gende EinflussgroBBen am Tropfchengenerierungsprozess beteiligt:

die Flussraten der kontinuierlichen und dispersen Phase,

das Flussratenverhiltnis der beiden fliissigen Medien,

die Oberflichentopografie des tropfchenbasierten, mikrofluidischen Systems,

der dispersen Phase beigemengte Netzmittel,

die Viskositit und damit verbunden die Temperatur der Medien.

Ausschlaggebend ist, wie bereits mehrfach angefiihrt, der Einfluss der Oberflichentopo-
grafie. Die GroBe des Einflusses konnte allerdings mit den oben genannten Vesuchsrei-
hen nicht geklédrt werden. Aus diesem Grunde wurde dieser Parameter durch numerische

Simulation genauer untersucht.
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3.1 Tropfchenabriss

3.1.2 Simulation des Tropfenabrisses auf hydrophilen und
superhydrophoben Oberflachen

Die Simulation des Tropfchenabrisses erklirt die unterschiedlichen Tropfenformen und
Tropfenabrissvorginge in einem hydrophilen und in einem superhydrophoben Kanal-
system. Fiir die Simulation wurde COMSOL Multiphysics verwendet. Es ist gegeniiber
anderen Programmen, wie beispielsweise ANSYS, iiberlegen, da es durch die Kombi-
nation zweier numerischer Methoden, der Level-Set-Methode und der Volume-of-Fluid-
Methode, die Grenzflichen des Tropfchens prizise verfolgt, ohne das Massenerhaltungs-
gesetz zu verletzen.

Dem numerischen Simulationsmodell wurde der Tropfchenabriss in einem Zwei-Phasen-
System an einer T-Kreuzung, deren Hauptkanal und Seitenkanal jeweils Kanalbreiten
und -tiefen von 100 um besitzen, zugrunde gelegt. Fiir die Bewegungsgleichung wurden
inkompressible Fliissigkeiten mit konstanter Dichte p angenommen. Die Geschwindig-
keit u, mit der der Druck p zusammenhéngt und die Viskositit 7 waren zeitabhingig.
Dariiber hinaus hing die Bewegungsgleichung von den Grenzflachenkriften Fy ab (s.

Gl. 3.1):

p(%—l—u-Vu)—V[n(VunLVuT)}nLVp:Fs, (3.1

Ebenso wurde das Massenerhaltungsgesetz beriicksichtigt:
Vu=20 (3.2)

Die Erfassung der Grenzflache zwischen den Medien erfolgt mit der Level-Set-Methode

folgendermalien:

%—?—i—u-V(b:}/V-(—qb(l—qb)%—I—qu)) (3.3)
In der obigen Gleichung bezeichnet ¢ die Level-Set-Funktion mit den numerischen Sta-
bilisierungsfaktoren y und €. Aus GI. 3.3 geht hervor, dass die Erfassung der Grenzfli-
che linear von der Geschwindigkeit des Mediums abhédngt. Die Level-Set-Methode ist
imstande, die Grenzflachenspannung, die Volumen- und Reaktionskréfte an der Grenz-
fliche und die Bewegungsgleichung der Grenzfliche, die von u abhédngt, zu berechnen.
Die Grenzflichenposition wird durch die Normaldistanz der Grenzfliche ¢ zum Gitter-

punkt bestimmt. Sie resultiert aus einer Glattungsfunktion. Um numerische Instabilitit

bei der Berechnung der Glattungsfunktion zu verhindern, muss gewihrleistet sein, dass
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die Grenzflachendicke einen stabilen Wert behilt. Damit die Distanzfunktion zu jedem
Zeitpunkt den selben Wert aufweist, muss nach jedem Zeitschritt eine Reinitialisierung
vorgenommen werden, da beispielsweise durch Tropfchenvereinigung die Grenzfliche
¢ irreguldr werden wiirde. Die Irregularitit riihrt von der Verletzung des Massenerhal-
tungsgesetzes. Die Folgen wiren instationidre Geschwindigkeiten und der Verlust der
charakteristischen Tropfchenform. Durch die Reinitialisierung, die durch die Volume-
of-Fluid-Methode erfolgt, wird gewdhrleistet, dass das Massenerhaltungsgesetz nicht
verletzt wird. Die Dichte p und die Viskositit 1 der Medien lassen sich mittels Gl. 3.4
und GI. 3.5 bestimmen, wobei p1, p2, N1 und 1 die jeweiligen Dichten und Viskositéten

des Mediums 1 und des Mediums 2 bezeichnen.
p=pi+(p2—p1)¢ (3.4)

n=mn-+m-m)¢ (3.5)

Die Randbedingungen fiir das zu 16sende Gleichungssystem ergeben sich sowohl aus
den Stromungsbedingungen als auch aus den Benetzungszustinden in den Kanilen. Die
Medien werden durch Pumpen in das System gefordert, woraus parabolische Geschwin-
digkeitsprofile am Hauptkanal und im senkrecht zum Hauptkanal liegenden Seitenka-
nal folgen. Am Ausgang herrscht Atmosphirendruck. Fiir den Benetzungszustand zwi-
schen Fluid und Kanalwand ist im hydrophilen Fall ein Kontaktwinkel von 73°, dies
entspricht dem Kontaktwinkel von PMMA, fiir den superhydrophoben Fall Kontaktwin-
kel von 135° und 163°, gewihlt worden. Um die Geschwindigkeit des Fluids an der
Kanalwand festzulegen, muss die Gleitlinge festgelegt werden. Die Gleitldnge ist als
der Abstand, der sich aus der Position auflerhalb der Kanalwand, wo die extrapolierte
Tangentialgeschwindigkeitskomponente gleich Null wird, definiert. Daraus ergibt sich,
dass die Gleitlinge genauso groB3 wie die GitternetzgroBBe gewihlt wird. Fiir die Dichten
und Viskosititen der Medien sind die jeweiligen Werte fiir Wasser und Tetradekan ge-
wihlt worden, fiir die Geschwindigkeit der dispersen Phase ist eine Maximalgeschwin-
digkeit von 8,3mm -s~! und fiir die kontinuierliche Phase die doppelte Geschwindigkeit
festgelegt worden. Das rechteckige Gitternetz hat an der T-Kreuzung, an der die Tropf-
chenbildung erfolgt, eine maximale Gitternetzauflosung von 100 x 100.

Die Ergebnisse der Berechnung des Tropfchenabrisses in hydrophilen und superhydro-

phoben Kanalsystemen, sind in Abb. 3.3 dargestellt. Im Falle des Tropfchenabrisses in
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Abb. 3.3: Ergebnisse der Simulation des Tropfchenabrisses:
links oben: Hydrophilen Kanalwinde: konkave Tropfchenform.
links unten: Der Tropfchenabriss erfolgt in den hydrophilen Kanalsystemen unregel-
miBig, folglich besitzen die Tropfchenvolumina keinen konstanten Wert.
rechts oben: Superhydrophobe Kanalwinde: Elliptische Trochpfenform.
rechts unten: Der Tropfchenabriss im superhydrophoben System erfolgt periodisch

mit konstantem Tropfchenvolumen.

hydrophilen Kanalsystemen ist die Tropfchenform konkav. Wird der Tropfchendurch-
messer @ iiber der Zeit r aufgetragen, geht aus dem Diagramm hervor, dass der Tropf-
chenabriss nicht periodisch verlduft. Der Tropfchendurchmesser, der mit dem Tropf-
chenvolumen korreliert, besitzt keinen festen Wert. Wird der Benetzungszustand derart
verdndert, dass er wasserabweisend ist (s. Abb. 3.3 rechts), geht die Tropfchenform von
konkav zu elliptisch iiber. Zudem fiihrt der superhydrophobe Benetzungszustand zu ei-
nem periodischen Tropfchenabriss mit konstantem Durchmesser und konstantem Tropf-

chenvolumen.
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3.2 Entwurf und Fertigung dreidimensional nanostrukturierter
Mikrokanale

Die Ergebnisse aus den Tropfchengenerierungsversuchen und der numerischen Simula-
tion zeigen, dass die Oberflachentopografie liber einen maBigeblichen Einfluss auf den
Entwurf und die Fertigung tropfchenbasierter mikrofluidischer Systeme verfiigt. Die Be-
netzung des Systems veridndert sowohl die Tropfchenform als auch den Tropfchenabriss.
Er kann durch die Verwendung wasserabweisender Materialien so beeinflusst werden,
dass der Tropfchenabriss periodisch mit konstantem Volumen erfolgt. Nachfolgend wird
das Vorgehen fiir die Konzeption wasserabweisender Strukturen und ein fiir thermoplas-
tische Folien angepasster Fertigungsprozess erldutert. Die Besonderheit des Fertigungs-
prozesses liegt in der dreidimensionalen Integration der wasserabweisenden Strukturen

in ein mikrofluidisches System.

3.2.1 Entwurf einer superhydrophoben Oberflachentopografie

Der Entwurf der superhydrophoben Oberflichen ist abhiingig von den verwendeten Ma-
terialien. Da die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Systeme fiir biologische Anwen-
dungen verwendet werden, miissen die Materialien biokompatibel und sterilisierbar sein
(s. Kap.3.2.4). Des Weiteren sollen die Systeme fiir den einmaligen Gebrauch konzipiert
werden, weshalb sie kostengiinstig hergestellt werden miissen. Letztere Anforderung be-
schrinkt die Wahl der Materialien auf Polymere. Sie lassen keine materialzerstorenden
oder materialabtragenden Fertigungsverfahren zu, so dass stochastisch verteilte Struk-
turen ausgeschlossen werden. Allerdings eignen sie sich, um sie durch physikalische
Strukturierung zu modifizieren.

Grundlage bei der Ermittlung des optimalen Strukturmusters ist das Cassie-Baxter-Modell.
Gemil dieses Modells schwebt das Tropfchen auf einer heterogenen Oberfldche (s. Kap.
2.3). Diese heterogene Oberfliche besteht aus Festkorperanteilen, die das Tropfchen als
Raubheitsspitzen wahrnimmt und Luftpolster, die sich zwischen den Rauheitsspitzen be-
finden. Die Luftpolster verhindern, dass das Tropfchen in die Kavitéten eindringt. Hier-
fiir muss gewdhrleistet sein, dass der kritische Druck p. stets hoher ist als der Druck
PTiopfen» der durch das Eigengewicht des Tropfchens resultiert (s. Gl. 3.6). Der kritische
Druck wird negativ angenommen, da er der Gewichtskraft des Tropfens entgegenwirkt.

Er hédngt von der Grenzflichenspannung y; s, dem Kontaktwinkel ©, den das Tropfchen
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Tab. 3.1: Ubersicht der untersuchten Strukturmuster hinsichtlich des kritischen Drucks p. und

des Festkorperflichenanteils f.

Strukturmuster kritischer Druck p.  Flichenanteil f

. 2
Gitter —MN.G cos @%(1 — 11,f) 1— (W‘iVQ——D)Z

2
Waben —geosO4(1— ﬁ) 1— (WKD)Z
zylindrische Locher
in rechteckiger Matrix —M.G cos @%(1 — %) 1— %%
quadratische Sédulen
. . . _ 4 D2
in rechteckiger Matrix MG COS @D Ty WD)
zylindrische Sdulen
. . ) 4 o _p?
in rechteckiger Matrix —1.G COS G)D ey T WiDP
zylindrische Sdulen
. . o 4 D?
in hexagonaler Matrix .G €OS @D Ty VAWID)
Kombination aus Gitter
und quadratischen Sédulen —M.GCOs 5 (12 y WLJFD
f

mit den Strukturen ausbildet, als auch von einem geometrischen Verhiltnis, das durch

den Umfang L., und der Strukturfliche A, beschrieben wird, ab.

L
Pc = —YLGCOS @A_Cp > PTropfen (3.6)
cp

Ein weiteres Kriterium ist, dass die Festkorperflichenanteile f, auf denen der Tropfen
aufliegt, derart gestaltet sind, dass sich ausreichend grof8e Luftpolster ausbilden, ohne
dass die Tropfchenfliissigkeit in die Kavitdten eindringt. Folglich steigt der kritische
Druck auf einen Wert, der hoher ist als der Druck, der sich durch das Eigengewicht des
Tropfens ergibt.

Anhand dieser beiden Kriterien sind verschiedene Strukturmuster evaluiert worden (s.
Tab. 3.1 und Abb. 3.4). Das einzige Strukturmuster, das beide Kriterien erfiillt, d. h., bei
gleichzeitig kleiner Auflagefliche f fiir das Tropfchen einen hohen kritischen Druck er-
zielt, sind zylindrische Sédulen im hexagonalen Gitter (s. Abb. 3.4f). Der kritische Druck

hingt in diesem Fall vom Sédulendurchmesser D und vom Flidchenanteil f ab (s. Gl. 3.7).
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Abb. 3.4: Strukturmuster untersucht nach dem hochsten kritischen Druck p. bei gleichzeitig
kleinster Auflagefliche f fiir das Tropfchen: a) Gitter b) Waben ¢) zylindrische Locher
in rechteckiger Matrix d) quadratische Séulen in rechteckiger Matrix e) zylindrische
Séaulen in rechteckiger Matrix f) zylindrische Sdulen in hexagonaler Matrix g) Kombi-

nation aus Gitter und quadratischen Séulen.

Der Flidchenanteil wiederum hingt vom Durchmesser D und dem Abstand W der Siulen
zueinander ab (s. GI. 3.8).

Pc = _YLGCOSGD—(l - %) (3.7)
D2

— 3.8

/ 2v/3(W + D)2 5:8)

Fiir die Ermittlung der optimalen Strukturdimensionen, wurden die beiden Gleichungen
in zwei Diagrammen (s. Abb. 3.5) dargestellt und durch Optimierungsberechnungen be-
stimmt. Es folgte, dass der Sdulendurchmesser 200 nm und der Sdulenabstand doppelt so

grof3 wie der Sdulendurchmesser sein muss. Die Strukturhohe wird fertigungsabhéngig
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Abb. 3.5: Dimensionierung der Sdulendurchmesser D und des Sdulenabstandes W'.
links: Der kritische Druck p. in Abhédnigkeit vom Sdulendurchmesser D und vom Fla-
chenanteil f aufgetragen.
rechts: Der Flichenanteil f in Abhingigkeit vom Abstand der Sdulen W und dem

Sdulendurchmesser D dargestellt.

festgelegt, wobei ein Aspektverhiltnis von 1 nicht unterschritten werden darf.
Die fertigungstechnische Umsetzung der zylindrischen Sdulen mit diesen Dimensionen

erfolgt derart, dass die Strukturen

kostengiinstig,

flexibel,

schnell und

einfach
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gefertigt werden konnen. Um den genannten Anforderungen an die Herstellung drei-
dimensional nanostrukturierter und superhydrophober mikrofluidisches System, gerecht
zu werden, sind Master erforderlich. Uber geeignete Replikationsverfahren werden die
Masterstrukturen kostengiinstig in Polymere strukturgetreu abgeformt und in das mi-

krofluidische System integriert.

3.2.2 Fertigungsablauf

Der vollstindige Fertigungsablauf fiir die Herstellung dreidimensional nanostrukturier-
ter und superhydrophober mikrofluidischer Systeme ist in Abb. 3.6 dargestellt. Fiir die
kostengiinstige Herstellung von nanostrukturierten Oberflichen, die wasserabweisende
Eigenschaften besitzen, dienen Shimformeinsitze als Master fiir die Replikation in ther-
moplastische Kunststofffolien. Die Replikation erfolgt iiber Vakuumheif3priagen und die
Integration der nanostrukturierten und superhydrophoben Kunststoffolien durch Thermo-
formen. Wihrend dieses Umformvorgangs wird die strukturierte Folie in ein mikroflui-
disches Kanalsystem, das sich als Negativform auf einer Kulissenmaske befindet, einge-

formt.

3.2.3 Shimherstellung

In dieser Arbeit wurden zwei unterschiedliche Lithografieverfahren fiir die Erzeugung
der Submikrometerstrukturen angewendet und miteinander verglichen: die Elektronen-
strahllithografie und die Interferenzlithografie. In beiden Fillen sind zylindrische Sédulen
mit einem Sdulendurchmesser von 200nm und einem Siulenabstand, der von Mittel-
punkt zu Mittelpunkt 400 nm betrigt, in einem hexagonalen Gitter erzeugt worden. Das
Aspektverhiltnis liegt aus fertigungstechnischen Griinden zwischen 1-2. Trotz unglei-
chem Lithografieverfahren ist in beiden Féllen der Ablauf der Shimfertigung, der in Abb.
3.7 fiir die Elektronenstrahllithografie dargestellt ist, nach der Strukturierung des Resists
gleich.

Elektronenstrahllithografisch strukturierte Shimformeinsatze

Gemil des dargestellten Fetigungsablaufs wurden Siliziumsubstrate, die zunichst mit
70nm Titanoxid spéter mit 70nm Titan beschichtet wurden, als Basis fiir die nachfol-

genden Prozesse verwendet. Auf dieses Substrat wurde eine ca. 300nm dicke PMMA -
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1. Lithografisch hergestellte 2. HeiB3pragen: Replikation der 3. Geprigte und oberfldchen-
Nanostrukturen ~ Nanostrukturen in Polymerfolien modifzierte Polymerfolie

4. Thermoformmaske mit . Thermoformen: geprigte Polymer- 6. 3-D nanostrukturierter und super-
eingearbeitetem Kanaldesign folie wird in Kanalsystem hydrophober mikrofluidischer
eingeformt Kanal

Abb. 3.6: Fertigungsablauf fiir die Herstellung von dreidimensional nanostrukturierten und su-

perhydrophoben mikrofluidischen Systemen [109]

Resistschicht aufgeschleudert und bei 100°C auf der Hotplate ausgebacken. Anschlie-
Bend erzeugte der Elektronenstrahlschreiber eine Strukturfliche von 20 x 20mm?, die
weiterhin in Strukturfelder von 100 x 100 um? aufgeteilt war. Die Strukturfelder bestan-
den aus zylindrischen Sdulen im hexagonalen Gitter. Zur Verkiirzung der Schreibzeit,
ist die Strukturfliche in Grob- und Feinlayer, die jeweils mit unterschiedlichen Do-
sen belichtet wurden, unterteilt. Die belichteten Strukturen sind mit einem geeigneten
Entwicklersystem (Isopropanol/Methylbutylketon im Verhiltnis 1:1) entwickelt worden.
Auf die Strukturen wurde eine 5 nm dicke Chromschicht, die die Haftung zwischen dem
Resist und der folgenden 30nm dicken Goldgalvanikstartschicht gewihrleistet, aufge-
dampft. Auf dieser Start- und Haftschicht wuchs eine homogene Nickelschicht auf.
Die Stromstérke im Elektrolytbad (borsdurehaltiger Nickelsulfamatelektrolyt, T = 52°,
pH-Wert: 3,4-3,6) war anfangs auf 150mA (entspricht einem Nickelschichtwachstum
von 50nm-min~', 0,25 A /dm?) eingestellt, nach zwei Stunden auf 303mA (entspricht
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5. Aufdampfen
von Cr/Au

1. Sputtern von Ti

2. Aufschleudern

des PMMA-Resists 6. Galvanische Ab-

7. Nassitzen des Si

3.Belichtung des
Resists

4. Entwickeln des
Resists

Abb. 3.7: Fertigungsprozessablauf fiir die Herstellung des Shimformeinsatzes aus Nickel

einem Schichtwachstum von 100nm-min~', 0,5A/dm?) und letzendlich auf 608 mA
(entspricht einem Schichtwachstum von 200nm - min~!, 1,0A / dm?) erhoht. Die galva-
nische Abscheidung von Nickel wurde bei einer Schichtdicke von ca. 500 um beendet.
Um den Shimformeinsatz vom Substrat zu trennen, wurde der Sandwichverbund in ei-
ne 30 %-ige Kaliumhydroxidlosung (KOH) bei 80°C gelegt. Durch das KOH 16ste sich
das Silizium auf und der Shim mit den Strukturen wurde freigelegt. Die auf dem Shim-
formeinsatz verbliebenen Chrom- und Goldschichten wurden zunéchst mit Chrom- und
Golditze jeweils entfernt. In spéteren Versuchen verblieben Gold und Chrom auf dem
Shim. AbschlieBend wurden die Resistreste mit Aceton aus den Kavititen entfernt. Die
Untersuchung der Strukturqualitiit auf dem Shim erfolgte durch Rasterelektronenmikro-
skopaufnahmen.

In Abb. 3.8 und 3.9 sind die Ergebnisse der Shimfertigung dargestellt. In den ersten vier
Abbildungen wird der Einfluss eines schnellen Nickelschichtaufbaus auf die Korngrofle
sichtbar. Die Korngrenzen sind zum Teil doppelt so groB3 wie die eigentlichen Struktu-
ren. Dies beeintrichtigt die Replikation. Des Weiteren geht aus der linken oberen Ab-
bildung 3.8 hervor, dass der Strukturgrund zusitzlich Rauheiten aufweist. Die Rauheit

resultiert aus dem aufgedampften Titanoxid auf der Oberfliche des verwendeten Sub-
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Abb. 3.8: REM-Aufnahmen der Strukturen auf dem Nickelshim, die groBe KorngréBen aufwei-
sen.
links oben: Shimformeinsatz unter 45° betrachtet
rechts oben: 10,000-fache Vergréerung des Shimformeinsatzes: 8 x 11 hexagonales
Feld mit 200nm Sdulen im Durchmesser und einem Abstandsmaf3 von 400 nm
links unten: 200,000-fache Vergroferung des Feldes auf dem Shimformeinsatzes
rechts unten: 200,000-fache Vergroerung des Shimformeinsatzes mit einem 4 x 4

Feld mit 200nm Lochern im Durchmesser und einem Abstandsmalf} von 400 nm.

strats. Rasterkraftmikroskopaufnahmen (AFM) von der Titanoxidschicht unterstreichen
dies. In Abb. 3.10 ist das Rauheitsprofil einer aufgedampften Titanoxidschicht abgebil-
det. Die Rauheitsspitzen sind zum Teil bis zu 163nm hoch, was mehr als die Hilfte
der Schichtdicke betrdgt. Um die angefiihrten Probleme zu beseitigen, wurden folgende

MaBnahmen ergriffen:

e Es wurde auf Titanoxid als Haftschicht zwischen Substrat und Resist verzichtet, da
das Titanoxid zu rauh fiir die geforderten Strukturen ist. Statt dessen wurde eine

weniger raue 70nm diinne Titanschicht als Haftvermittler aufgedampft.

e Um die Korngrenzen zu verkleinern und um die ,,wurmartigen* Gebilde zu besei-

tigen, wurde das Nickelwachstum von Snm - min~! iiber 10nm - min~! sukzessive
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Abb. 3.9: REM-Aufnahmen der Strukturen auf dem Nickelshim, die ,,wurmartige* Gebilde auf
der Oberfldche aufweisen.
links: 30,000-fache Vergroerung des Shimformeinsatzes

rechts: 10,000-fache VergroBerung des Shimformeinsatzes

Abb. 3.10: Rauheitsprofil der aufgedampften Titanoxidschicht.

auf einen Wert von 200nm - min~' gesteigert. Dadurch verlangsamte sich der Gal-
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Abb. 3.11: REM-Aufnahmen der Strukturen eines Shimformeinsatzes nach Prozessierung mit
optimierten Prozessparametern.
links: 25,000-fache Vergroerung des Shimformeinsatzes

rechts: 50,000-fache VergdBerung des Shimformeinsatzes

vanikprozess zugunsten einer besseren Oberflichentopografie der Stirnseite des

Shimformeinsatzes.

e Fiir den Erhalt der glatten Oberflachentopografie des Shimformeinsatzes wird nur
das Silizium entfernt. Die Gold- und Chromschicht verbleibt auf dem Shim, da

durch das Atzen dieser Schichten das Nickel angegriffen wurde.

Entsprechend der oben angefiihrten Optimierungsmaflnahmen wurden alle weiteren Shim-
formeinsitze prozessiert: Mit dem Resultat, dass weder ,,wurmartige* Strukturen noch
zu grofle Korner auf der Stirnseite des Shimformeinsatzes sichtbar waren und die Stirn-

seite sehr glatt wurde (s. Abb. 3.11).

Interferenzlithografisch strukturierte Shimformeinsitze

Lediglich in der Substratvorbereitung, dem Resisttyp und der Belichtungsprozedur un-
terscheiden sich die beiden Prozessabldufe zur Fertigung eines Shimformeinsatzes. Die
Zweistrahlinterferenzlithografie wurde mit denselben Strukturabmessungen wie im elek-
tronstrahllithografischen Fall von der Firma Amo GmbH vollflichig auf 4 Zoll Silizium-
substraten durchgefiihrt. Allerdings werden mit diesem Lithografieverfahren nur Linien

erzeugt. Fiir die Erzeugung von zylindrischen Sdulen wird das Substrat dreimal um 60°
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Abb. 3.12: REM-Aufnahmen der interferenzlithografisch strukturierte Submikrometerstrukturen
auf einem Shimformeinsatz mit den optimierten Prozessparametern.
links oben: Querschnitt der Nanostrukturen direkt nach der Strukturierung
rechts oben: 25,000-fache Vergroerung des Shimformeinsatzes
links unten: 50,000-fache VergroBerung des Shimformeinsatzes

rechts unten: 100,000-fache Vergroerung des Shimformeinsatzes

gedreht und belichtet. Das Drehen des Substrats erfolgt von Hand, weshalb die Mittel-
punktskoordinaten nicht exakt getroffen werden. Die Folge sind elliptische Strukturen
(s. Abb. 3.12). Nachdem die Strukturen frei entwickelt worden sind, durchlduft das Sub-
strat den bereits erlduterten und optimierten Prozess. Dies spiegelt sich in der Qualitét
der Stirnseite des Shims wider (s. Abb. 3.12).

Bei einer Gegeniiberstellung der beiden Lithografieverfahren fillt auf, dass in beiden
Fillen die Strukturen iiber die gesamte Strukturflache sehr gut abgebildet sind. Lediglich
die Formtreue ist im Falle der interferenzlithografisch erzeugten Strukturen zu bemén-

geln. Dieser Makel wird durch die strukturierte Fldche, die in dieser Arbeit 4 Zoll betragt
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und in nur einem Belichtungsschritt mit hoher Qualitét gefertigt worden ist, kompensiert.
Infolgedessen ist das Verfahren kostengiinstig und schnell. Diesen beiden Forderungen
wird die Elektronenstrahllithografie nicht gerecht, da jede Struktur fiir sich geschrieben
wird. Die Prizision des Verfahrens geht zu Lasten des Zeitfaktors und des Kostenfak-
tors. Wegen des Zeitfaktors wurden StrukturfeldgroBen von 20 x 20mm?, die fiir das in

dieser Arbeit vorgestellte System ausreichend waren, erzeugt.

3.2.4 Polymerauswabhl

Bei der Auswahl geeigneter Polymere fiir das HeiBprige- und Mikrothermoformver-
fahren werden nur Thermoplasten, die sich mehrfach verarbeiten lassen, beriicksichtigt.
Ihr thermisches Verhalten ldsst sich in drei Bereiche einteilen. Bei niedrigen Tempe-
raturen befindet sich das Polymer in einem glasartigen Zustand, dessen Zustand sich
mit steigender Temperatur in einen viskoelastischen dndert. Bei Erreichen der Glasiiber-
gangstemperatur, die fiir jedes Polymer einen charakteristischen Wert besitzt, fingt das
Polymer an zu flieBen. Dieser FlieBbereich erstreckt sich bis die Schmelztemperatur des
Polymers erreicht ist und das Polymer schmilzt. Thermoplastische Polymere werden im
Folgenden beschriebenen Abformungsprozess nahe der Glasiibergangstemperatur ver-
arbeitet.

In dieser Arbeit wurde besonderes Augenmerk auf Thermoplaste, die fiir biologische
Anwendungen geeignet, die einfach verarbeitbar und bestindig gegeniiber Alkoholen
und organischen Losungsmittels sind, gelegt. Zudem sollten die Polymere optisch trans-
parent sein, damit die im System stattfindende Tropfchengenerierung, mit optischen
Messmethoden beobachtet werden kann. Ausgewihlt wurden drei Polymere, deren Ei-

genschaften in Tabelle 3.2 zusammengefasst sind.

3.2.5 HeiBpragen

Die ausgewihlten Polymere liegen in Form von Halbzeugen als Folienmaterial vor und
stehen fiir die weitere Verarbeitung durch Vakuumheif3prigen zur Verfiigung.
Versuchsaufbau

Nachfolgend beschriebener Aufbau wurde verwendet, um beim Abformvorgang opti-

male Ergebnisse zu erzielen: Der Shim wurde in eine Messingshimhalterung mit runder
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Tab. 3.2: Eigenschaften der Thermoplaste Polymethymethacrylat (PMMA), Polycarbonat (PC)

und Polystyrol (PS)
PMMA PC PS
Markenname Degalan Bayer Makrolon Norflex
Glasiibergangstemperatur 7g[°C] 110 163 101
Biokompatibilitit + ++ ++
optisch transparent ja ja ja
bestdndig gegeniiber Ketonen gut - gut
verdiinnten Sduren ausreichend ausreichend/gut gut
konzentrierten Sduren gut schlecht gut
Alkalilaugen ausreichend gut gut
Alkoholen schlecht schlecht ausreichend
Kohlenwasserstoffen  schlecht gut gut
Fetten und Olen schlecht schlecht gut

Aussparung geklemmt. Diese Shimhalterung bestand aus einer massiven ebenen Grund-
platte, auf die eine diinne Silikonmatte mit einer Dicke von 100um gelegt wurde, um
Dickenunterschiede oder Unebenheiten auszugleichen. Auf dieser Silikonmatte lag der
Shim eben auf. Auf den Shim wurde eine diinne Kaptonfolie (25 um dick) mit ebenfalls
runder Aussparung gelegt. Der Durchmesser der Aussparung war etwas kleiner als die
der Shimhalterung, so dass eine leichte Entformung gewdhrleistet war. Abschliefend
wurde das Gegenstiick der Shimhalterung mit runder Aussparung auf den Aufbau plat-
ziert und durch Schrauben mit der Grundplatte fixiert. Dieser Aufbau wurde an der obe-
ren Werkzeugplatte der Heillpragemaschine montiert. Auf der unteren Werkzeugplatte
der Heillprigeanlage war eine sandgestrahlte Substratplatte mit Schrauben montiert. Die
raue Oberfliche der sandgestrahlten Substratplatte half bei der Entformung, in dem das
strukturierte Halbzeug beim Auseinanderfahren der Maschine an der rauen Oberflichen
haften blieb. In spiteren Versuchsreihen wurde auf die raue Oberfliche eine diinne Kap-

tonfolie gelegt, um die optische Transparenz des strukturierten Bauteils zu erhalten.
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Abb. 3.13: Aufbau und Montage des Shims in der Hei3pragemaschine

Ablauf des HeiBpragezyklus

Dieser Aufbau wurde fiir die Strukturierung der PMMA-, PC- und PS-Folien genutzt.
Die Foliendicken betrugen jeweils 110um, 175um und 40 um. Das runde Folienhalb-
zeug wurde auf die untere Substratplatte gelegt und das Programm zur Steuerung der
Maschine gestartet. Das Programm ldsst die Maschine zunéchst so weit zufahren, dass
die Vakuumkammer geschlossen ist und der Raum in der Kammer evakuiert werden
kann. Die Evakuierung sichert im spéteren Zyklusablauf die vollstindige Befiillung der
Kavititen mit der Polymerschmelze. AnschlieBend wurden die obere und die untere
Werkezeugplatte auf Kontakt gefahren, die Aufliegekraft reinitialisiert und die beiden
Platten erhitzt. War die gewiinschte Temperatur (s. Tab 3.3) erreicht, konnte die Prige-
kraft auf den Aufbau aufgebracht werden. Damit die Polymerschmelze die Kavititen
komplett ausfiillt, wurde eine Haltezeit von mehreren Minuten eingestellt. Wihrend die-
ser Haltezeit blieben Kraft und Temperatur konstant. Nach Ende der Haltedauer begann
der Abkiihlvorgang. Wihrend des Abkiihlens wurde die Prigekraft weiter aufrecht er-
halten. Erst bei Erreichen der Entformtemperatur konnte die Kraft gesenkt, die Platten

auseinander gefahren und die strukturierte Folie entnommen werden. In Tab. 3.3 sind
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Tab. 3.3: HeiBBprigen: Abformparameter fiir PMMA, PC und PS

PMMA PC PS

Pragetemperatur [°C] 125 163 110
Pragekraft [kN] 70 40 30
Priigegeschwindigkeit [mm - min~'] 0,2 0,2 0,2
Haltedauer [s] 300 300 300
Entformtemperatur [°C] 90 90 90

Entformgeschwindigkeit [mm - min— l] 0,8 0,8 0,8

die Abformparameter fiir die jeweiligen Polymerfolien zusammenfassend aufgefiihrt.
Um die Anzahl der Defektstellen auf den geprigten Folien zu bestimmen, sind von je-
dem Polymer jeweils drei Proben unter dem REM untesucht worden. Es wurden Aufnah-
men, die ein Sdulenarray von 70 x 55 zeigen, von der Mitte und vier um 90° versetzte
Randpunkte erstellt. Somit wurden fiir jedes Polymer 15 Stichproben untersucht. Die
Messung der Defektstellenrate ergibt einen arithemtisch gemittelten Wert von S10,5%
fiir jedes der Polymere. Beispiele zu den jeweiligen abgeformten Polymeren konnen
Abb. 3.14 entnommen werden. Aus den Abbildungen ist eindeutig erkennbar, dass in
allen drei Fillen die Strukturqualitit {iber die gesamte Strukturfliche sehr gut erhalten
ist. Dass die Strukturen in ihrer vollen Tiefe abgeformt worden sind, veranschaulichen
AFM-Messungen (s. Abb. 3.15). Der wasserabweisende Zustand der geprigten Poly-
merfolie geht aus Abb. 3.16 hervor.

3.2.6 Thermoformen

Thermoformen ist der letzte Schritt in der Fertigungskette und dient der Umformung der
diinnen, strukturierten Polymerfolie in eine Maske, die das gewiinschte Kanalsystem

enthilt.

Maskenherstellung

Die Maske besteht aus einer 300 um dicken 4 Zoll-Messingfolie. Die Dicke ist auf die-
sen Wert festgelegt worden, damit nach Abzug der Halbzeugstirke eine Endkanalhohe

von 100um erreicht wird. In diese Messingfolie wurde zentriert ein Kanalsystem, das
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Abb. 3.14: Beispiele der abgeformten Polymere.
links oben: makroskopische Aufnahme einer geprigten Polymerfolie.
rechts oben: REM-Aufnahme einer geprigten PMMA-Folie.
links unten: REM-Aufnahme einer geprigten PC-Folie.

rechts unten: REM-Aufnahmen einer geprigten PS-Folie.

die Form einer T-Kreuzung besitzt und an welches Zufiihr- und Sammelreservoirs anlie-
gen (s. Abb. 3.1), erodiert. Da beim Erodiervorgang raue Seitenwinde entstehen, wurde
anschlieBend die Maske durch Frisen nachbearbeitet. Bei der Dimensionierung des Ka-
nalsystems wurde darauf geachtet, die Kanalbreite auf 300 um festzulegen, damit beim
Umformvorgang nach Abzug der Materialdicke eine Endbreite von 100 um erreicht wur-

de (s. Abb. 3.17). Diese Maske wurde auch fiir die 40 um diinnen Folien verwendet.

Versuchsaufbau

Die Maske wurde in eine modifizierte HeiBBprigeanlage, bei der sich lediglich der untere

Teil der Maschine unterscheidet, gelegt. Wihrend bei der Heillprigeanlage die untere
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Abb. 3.15: AFM-Messungen der abgeformten Polymerfolien.

Werkzeugplatte massiv aufgebaut ist, ist im Falle der Thermoformanlage diese Platte
zentral mit Druckluftbohrungen versehen, um die Umformung unter erhohter Tempera-
tur zu gewdhrleisten. In einem Abstand von etwa 4 Zoll befindet sich eine gefriste Nut,
die breit genug ist, um einen Dichtungsring einlegen zu konnen. Auf diese Platte wurde
mittig die strukturierte Polymerfolie mit der Strukturseite nach unten gelegt. Auf den

Dichtungsring wurde die Messingmaske mit dem Kanalsystem positioniert.

Thermoformzyklus

Die Platten miissen fiir den Umformzyklus auf Kontakt gefahren werden. Anders als
beim Heillprigevorgang muss keine Evakuierung vorgenommen werden, da sich bedingt
durch die Auslegung der Maske keine Lufteinschliisse bilden konnen. Anschlieend
wurden die Platten erhitzt. Die Temperatur lag 10°C-20°C unterhalb der Glasiibergang-

stemperatur, um den Erhalt der Strukturen sicher zu stellen. War die gewlinschte Tempe-
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3.2 Entwurf und Fertigung dreidimensional nanostrukturierter Mikrokanile

Abb. 3.16: Makroskopische Aufnahme einer nanostrukturierten und superhydrophoben Poly-

merfolie mit einem Wassertropfen
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Abb. 3.17: Thermoformmaske mit dem erodierten mikrofluidischem System.
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Tab. 3.4: Thermoformen: Umformparameter fiir PMMA, PC und PS.

PMMA PC PS

Vorlauftemperatur [°C] 80 80 80
Umformtemperatur [°C] 100 155 97
Gasdruck [bar] 15 15 15
Schliefkraft [kN] 30 40 25

ratur erreicht, wird ein Druck von 15bar auf das System aufgebracht. Die Polymerfolie,
die sich in einem viskoelatischen Zustand befindet, wurde auf Grund des Drucks in
die Kavititen der Maske gezogen. Dabei entstanden die typischen Verrundungen an der
Kanten. Nach einer kurzen Haltezeit wurde das Material schnell bei konstantem Druck
heruntergekiihlt. Erst nach Erreichen der Entformtemperatur, konnte der Druck herun-
tergeregelt, die Platten auseinander gefahren und das dreidimensional nanostrukturierte
Kanalsystem (s. Abb. 3.18) entnommen werden. Die jeweiligen Umformparameter fiir
PMMA, PC und PS sind in Tab. 3.4 aufgefiihrt.

Fiir die Messung der Defektstellenanzahl auf der geprédgten und umgeformten Folie wur-
den von jedem Polymer jeweils drei Proben entnommen und wie bereits beschrieben
vorgegangen. Die Anzahl der Defektstellen blieb trotz erneuter thermischer Belastung

unverdndert bei allen drei Polymeren und betrégt 0,5 %.

3.3 Oberflachenfunktionalisierung

Die wasserabweisenden Eigenschaften der dreidimensional nanostrukturierten und su-
perhydrophoben Kanile sind nicht ausreichend, weshalb sie durch zusitzliche Oberfld-
chenfunktionalisierung optimiert werden miissen. Die Anforderungen an die Oberflé-

chenfunktionalisierung waren:
e sie soll biokompatibel sein,

e sie soll die Nanostrukturen vollstindig bedecken, ohne die Strukturh6he malgeb-

lich zu beeinflussen,

e sie soll den hydrodynamischen Kriften stand halten und
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Abb. 3.18: Dreidimensional nanostrukturiertes mikrofluidisches System

75



3 Fertigung 3D nanostrukturierter und superhydrophober mikrofluidischer Systeme fiir

Tropfchen

e sie soll einfach und schnell aufzubringen sein.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Verfahren fiir die Oberflachenfunktionalisierung

untersucht und miteinander verglichen.

3.3.1 Oberflachenfunktionalisierung iliber Self Assembled Monolayer aus
Biomolekiilen

Es eignen sich entweder Biomolekiile, die hydrophobe Stellen auf ihrer Oberfliche besit-
zen und sich zu Self Assembled Monolayern (SAM) anordnen (z. B. Wachsmolekiile, die
aus lotusdhnlichen Pflanzen gewonnen werden). Oder es konnen Biomolekiile verwen-
det werden, die amphiphilen Charakter besitzen und sich zu SAMs anordnen. Allerdings
dienen diese als Linkermolekiil fiir ein weiteres hydrophobes oder superhydrophobes
Molekiil. Dementsprechend konnen Layer-by-Layer-Oberflichen erzeugt werden. Fiir
diesen Zweck sind Biomolekiile wie Hydrophobine oder Wachsmolekiile geeignet. Die
meisten dieser Biomolekiile binden kovalent an das Substrat. Das bedeutet, dass die Bin-
dungen chemischen Angriffen und mechanischen Belastungen standhalten.

In dieser Arbeit wurde die Oberflichenfunktionalisierung iiber Hydrophobine, die als
Linkermolekiile zwischen der Polymeroberfliche und dem gekoppelte Biomolekiil die-
nen, realisiert. Als Biomolekiil wird Whisker, das aus Zellulose gewonnen wird, ver-
wendet. Sie bestehen aus 2nm-20nm dicken und 200nm—400nm lange Fibrillen. Hy-
drophobine sind Proteine, die sich auf der Oberflache von Fadenpilzen befinden und aus
ungefihr 70—-120 Aminosiuren bestehen [110, 111]. Sie ermoglichen die Anlagerung
des Pilzes auf Wirtsorganismen. Durch die eigenstindige Anordnung an Wasser-Luft-
Grenzflichen helfen sie, dass der Pilz die Grenzfliche durchdringt, um an Luft weiter
zu wachsen. Arbeiten von Wésten [111] haben gezeigt, dass Hydrophobine sowohl auf
hydrophoben als auch auf hydrophilen Oberflichen wie Teflon oder Glas anlagern und
deren Oberflicheneigenschaften umkehren. Dies veranschaulicht den amphiphilen Cha-
rakter von Hydrophobinen. Hydrophobine lassen sich in zwei Klassen unterteilen. Die
Klasse I Hydrophobine unterscheiden sich von Klasse II Hydrophobine im wesentlichen
durch eine hohere Unloslichkeit in wissrigen Losungen und durch eine hohere Bestén-
digkeit gegeniiber chemischen Angriffen, wenn sie auf Festkorperoberflaichen adsorbie-
ren. Es werden in dieser Arbeit nur Hydrophobine vom Pilz Trichoderma reesei, die der

zweiten Klasse angehoren, erortert. Die Hydrophobine HFBI und HFBII bilden inner-
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halb weniger Sekunden dichtest gepackte Monolagen aus. Jeweils drei Hydrophobin-
proteine bilden ein Trimer, die sich in einem periodischen hexagonalen Muster zeigen.
Sie geben der Monolage eine festgelegte Orientierung vor. Bisher sind die am Adsorp-
tionsprozess beteiligten intramolekularen Krifte noch nicht vollstindig untersucht und
erkldrt worden. Allerdings ist bekannt, dass die Ausbildung einer Monolage prozessab-
hingig ist und dass der Biofilm bestindig gegeniiber Reinigungs- und Losungsmitteln
ist. Die am Adsorptionsprozess maB3geblich beteiligten Parameter sind die Adsorptions-
fahigkeit des Substrats und der pH-Wert der Pufferlosung. Es kommen zwei Arten der
Erzeugung von dichtest gepackten SAMs vor:

1. Drop-Surface-Method [110]
Ein Tropfen einer wissrigen Losung, in der eine bestimmte Hydrophobinkonzen-
tration in einer Pufferlosung mit eingestelltem pH-Wert gelost ist, wird auf ein ebe-
nes Substrat aufgegeben. Innerhalb weniger Minuten wandern die Hydrophobine
vom Inneren des Tropfens an die Wasser-Luft-Grenzfliche. An der Grenzfliche
bildet sich ein elastischer Film, der den halbsphérischen zu einem trapezférmigen
Tropfen veridndert, aus. Die an der Wasser-Luft-Grenzfliche angelagerten Hydro-
phobine werden durch ein Stempelverfahren auf ein beliebiges Substrat iibertragen

und anschlieBend weiterverarbeitet.

2. Layer-by-Layer
Beim Spiilen der Substraoberfliche mit einer Pufferlosung, die eine bestimmte
Konzentration an Hydrophobinen enthilt, adsorbieren die Hydrophobine an der
Oberfliche. Die unspezifisch gebundenen Hydrophobine werden in einem anschlie-
Benden Spiilschritt mit einer Pufferlosung desselben pH-Werts weggewaschen.
Die Hydrophobinmonolage dient als Bindeglied zwischen Festkorper und weite-
ren Biomolekiilen. Die Bindung weiterer Biomolekiile kann entweder Layer-by-
Layer oder durch Agglomeration von einem Hydrophobin und einem weiterem
Biomolekiil in Losung und anschlieBendem Aufbringen des Agglomerats auf die

Substratoberfldche durch eines der oben genannten Verfahren erfolgen.

In dieser Arbeit werden die Monolagen nach dem zweiten Verfahren erzeugt.
Das Adsorptionsverhalten von Hydrophobinen auf Silizium-, Teflon- und Glasoberfla-

chen ist in den Arbeiten von Wésten [111] und Laaksonen [112] griindlich untersucht
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worden. Das Adsorptionsverhalten von Hydrophobinen auf Polymeroberflichen wurde
bislang nicht untersucht. Aus diesem Grund erfolgte eine Untersuchung des Adsorpti-
onsverhaltens von dem Hydrophobin HFBI auf drei ausgewihlten Polymeroberflachen
(PMMA, PC, PS), um die am Adsorptionsprozess beteiligten Parameter zu ermitteln.
Fiir die Untersuchung der Zihigkeit und der Steifigkeit des Biofilms, mit anderen Wor-
ten wie leicht oder schwer ldsst sich der Film wieder von der Oberflache 16sen, wurde das
Desorptionsverhalten des Proteins HFBI mit Tween 20 untersucht. Die Messungen wur-
den mit einer Quarzmikrowaage mit integrierter Dissipationsmessung (QCM-D) durch-
gefiihrt. Bei diesem Messverfahren wird ein Quarzkristall in eine Messzelle eingebaut.
Sie besitzen eine bestimmte Eigenfrequenz, die zum Schwingen gebracht wird. Adsor-
bieren Biomolekiile auf der Quarzkristalloberfliche steigt die Eigenfrequenz des Sys-
tems. Die integrierte Dissipationsmessung erfasst die Zahigkeit des Films. Bei niedrigen
Dissipationsschwankungen, die bei zdhen Biofilmen vorkommen, kann die Sauerbrey-
Gleichung fiir die Berechnung der Masse verwendet werden [113]. Mit dieser Messme-

thode konnen Massenzunahmen im Bereich einiger Nanogramm gemessen werden.

Vorgehensweise und verwendete Materialien

Zur Messung des Adsorptions- und Desorptionsverhaltens wurden 0,2 Gew - % des je-
weiligen Polymers in Dichlormethan oder Toluen aufgeldst, anschlieend auf einen
Quarzkristall aufgeschleudert und 30 min bei 80 °C ausgebacken. Die polymerbeschich-
teten Quarzkristalle wurden in die Messzelle eingebaut und deren Basislinie stabili-
siert. Nachdem die Basisline stabilisiert war, wurden die Hydrophobine, die in einer
Konzentration von 0,1mg-ml~! in einer Pufferlosung mit eingestelltem pH-Wert vor-
lagen, in die Messzellen gepumpt. Die Adsorption der Proteine auf der Polymerober-
flaiche wurde durch einen Frequenzanstieg am QCM registriert. Die unspezifisch ge-
bundenen Proteine wurden durch Spiilen mit der im Versuch verwendeten Pufferlosung
entfernt. Im selben Versuch wurde das Desorptionsverhalten mit Tween 20 untersucht.
Zu diesem Zweck wurden verschiedene Tween 20 Konzentrationen im Bereich von
0,0001 Gew - %—0,1 Gew - % der jeweils verwendeten Pufferlosung beigemengt und in
die Messzelle gepumpt. Dem folgte ein Spiilschritt mit der reinen Pufferlosung, um die

unspezifisch gebundenen Molekiile zu entfernen. Fiir die Untersuchungen des Adsorptions-

78



3.3 Oberflichenfunktionalisierung

300 - 285

250 ~

200 ~

150

areal Mass [ng/cm2]

100

50

=—A = arealMass_PC [ng/cm2] = A =arealMass_PS [ng/cm2] == arealMass_PMMA [ng/cm2]

Abb. 3.19: Darstellung der Abhiingigkeit des Adsorptionsverhaltens von HFBI vom pH-Wert.

und Desorptionsverhaltens von HFBI auf den jeweiligen Polymeroberflaichen wurden

Pufferlosungen verwendet, die einen pH-Wertbereich von 3-10,6 abdeckten.

Ergebnisse

Es zeigte sich, dass das Adsorptionsverhalten von HFBI nicht von der chemischen Zu-
sammensetzung des Polymers, woran das Benetzungsverhalten des Polymers gekniipft
ist, sondern allein vom pH-Wert der Pufferlosung abhéingt. Wie in Abb. 3.19 dargestellt
ist, wird beim Adsorptionsprozess ein Maximum bei pH 5,5 erreicht. Durch Berech-
nung der adsorbierten Masse bezogen auf die Probenoberflache und auf die Groe des
Proteins zeigte sich, dass bei diesem Wert ein Bedeckungsgrad von 90 % erzielt wurde.
Dieser pH-Wert liegt nahe dem isoelektrischen Punkt des Proteins. Der isoelektrische
Punkt beschreibt den pH-Wert, bei dem die Netzladung des Proteins null ist. Darunter

ist das Protein positiv dariiber negativ geladen.
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Das Desorptionsverhalten hingegen ist abhingig von der Polymerzusammensetzung.
Die Versuche zeigten, dass PS (s. Tab. 3.7) ein stabileres Desorptionsverhalten besitzt als
PMMA oder PC (s. Tab. 3.5 und 3.6). Bei allen drei Polymeren adsorbierten allerdings
die Netzmittelmolekiile auf der Oberfliche. Dies wurde durch Kontrollmessungen, bei
der keine Proteinadsorption stattfand, belegt. Mit der QCM-D-Methode ist es nicht mog-
lich zu bestimmen, ob die Proteine teilweise oder vollstindig von den Netzmittelmole-
kiilen ersetzt wurden. Weitere Versuche zeigten, dass die Tween 20-Konzentrationsfolge
keine Rolle spielt. Die Bindungsfdhigkeit der Netzmittelmolekiile ist abhéngig vom pH-
Wert der Pufferlosung und von der Netzmittelkonzentration. Erstaunlicherweise hingt
sie aber nicht von der kritischen Mizellkonzentration, ab der das Netzmittel in Losung
agglomeriert oder auf Oberflichen bindet, ab. Die Zihigkeit und Steifigkeit des Bio-
films wurde durch die integrierte Dissipationsmessung gemessen. Es zeigte sich, dass
die Dissipation vom pH-Wert abhédngt. Darausfolgend ergibt sich eine dichtest gepackte
Proteinmonolage bei pH-Wert 5,5. Dieser pH-Wert entspricht dem pH-Wert von destil-
liertem Wasser.

AnschlieBend wurden statische Kontaktwinkelmessungen auf den mit HFBI-beschichteten
Polymeroberflichen durchgefiihrt. Der Kontaktwinkel sank von Werten zwischen 93°
und 73° fiir alle drei Polymere auf 20°. Die erhoffte Kontaktwinkelsteigerung lie} sich
allein durch das HFBI-Protein nicht erzielen, weshalb probiert wurde eine zweite Mo-
nolage, die aus Whiskern besteht, zu immobilisieren. Die Bindung der Whisker erfolgte
auf zwei Wegen: Layer-by-Layer und durch Bindung von HFBI und Whisker in Lo-
sung, welche dann auf die Polymeroberfliche aufgebracht worden sind. Die Messungen
erfolgten mit AFM und QCM-D. Die Messungen zeigten, dass keine spezifische Bin-
dungen mit den beiden oben erwihnten Immobilisierungsmethoden moglich war. Die
Whisker lagen nur in unspezifisch gebundener Form auf den HFBI-beschichteten Poly-
meroberflichen auf.

Die Folgerung aus den Ergebnissen der Oberflichenfunktionalisierung iiber Immobili-
sierung von HFBI und Whisker auf den strukturierten Polymeroberflachen ist, dass sie
die in Kap. 3.3 festgelegten Forderungen nicht erfiillen. Zwar ist die Methode biokompa-
tibel und durch sie werden schnell und einfach die Nanostrukturen mit einer sehr gerin-
gen Schichtdicke bedeckt, nichtsdestoweniger haben SAM im allgemeinen den grof3en
Nachteil, dass sie kaum einen Bedeckungsgrad von 100 % erreichen. Dies beeintrichtigt

die geforderte Uniformitit der Schicht und folglich auch den uniformen Benetzungszu-
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Tab. 3.5: Desorptionsverhalten an PMMA ausgedriickt durch die desorbierte Masse des Prote-

ins/ der adsorbierten Masse des Netzmittels und seiner Anderung (Wert in Klammern)

bezogen auf den pH-Wert.

pH adsorbierte 0,0001% 0,001 % 0,01% 0,1%
Masse Tween 20 Tween 20 Tween 20 Tween 20
[ng /em?] [ng /em?] [ng fem?] [ng /cm?] [ng /cm?]
3 130 108 (-22)  95(-35) 115(-15) 145(15)
5,5 285 248 (-37) 275 (-10) 300 (15) 325 (40)
Kontrolle 0 28 40 60
135 140 (5) 140 (5) 265 (130) 260 (125)
Kontrolle 135 220 268 300
7 110 75 (-35)  58(-52) 75(-35) 85(-25)
8 145 - 135 (-10) 132 (-13) 150 (5)
10,6 85 132 (47) 148 (63) 175(90) 182 (97)
Kontrolle 0 0 65 130

stand. Des Weiteren wirken sich die rein elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen
Polymer und Protein als auch die unspezifische Bindung zwischen Protein und Whis-
ker negativ auf die hydrodynamischen Stromungssituationen im mikrofluidischen Sys-
tem aus, da die Schichten unbestiindig sind. Die Proteinschichten halten selbst geringen
Tween 20-Konzentrationen in wissriger Losung nicht stand. Aus diesen Griinden wur-
de dieser Ansatz nicht weiter verfolgt. Statt dessen wurde versucht, den Kontaktwinkel

durch Beschichtung der Nanostrukturen mit Gold zu steigern.

3.3.2 Oberflachenfunktionalisierung tiber Aufbringen einer
Goldbeschichtung

Gold ist biokompatibel und kann in diinnen, flichendeckenden und stabilen Schichten
aufgesputtert werden. Durch Sputtern lassen sich schnell und einfach diinne Goldschich-
ten erzeugen. Somit erfiillt diese Methode der Oberflichenfunktionalisierung alle Krite-
rien.

Beim Sputterdepositionsverfahren wird in der Néhe eines Targets, das in diesem Fall
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Tab. 3.6: Desorptionsverhalten an PC ausgedriickt durch die desorbierte Masse des Proteins/der

adsorbierten Masse des Netzmittels und seiner Anderung (Wert in Klammern) bezogen

auf den pH-Wert.

pH adsorbierte 0,0001% 0,001 % 0,01% 0,1%
Masse Tween 20 Tween 20 Tween 20 Tween 20
[ng /em?] [ng fem?] [ng fem?] [ng /cm?] [ng /cm?]
3 170 108 (-62) 78 (-92)  95(-75) 130 (-40)
5,5 230 170 (-60) 160 (-70) 185 (-45) 215 (-15)
Kontrolle 0 23 35 62
135 170 (35) 167 (32) 172(38) 243 (108)
Kontrolle 65 117 148 160
7 120 55(-65) 55(-65) 52(-68) 65 (-55)
8 150 - 145 (-5) 130 (-20) 145 (-5)
10,6 70 110 (40) 128 (58) 175(105) 195 (125)
Kontrolle 5 12 135 165

ein Goldtarget ist, ein Substrat platziert. Durch den Beschuss des Goldtargets mit ener-
giereichen Argonionen, l8sen sich die Goldatome aus dem Target heraus, gehen in die
Gasphase iiber und kondensieren auf dem Substrat. Zu diesem Zweck muss der Druck
in der Anlage 5- 10~2bar und die Emssionsspannung zwischen 30mA—40mA betragen.
Mit diesen Parametern war es moglich ca. 30nm dicke Schichten zu erzeugen. Um die
Haftfestigkeit der Schichten zu testen, wurde ein Tesafilm auf das Polymer aufgebracht
und abgezogen. Die Schicht war nicht beschidigt. REM-Aufnahmen (s. Abb. 3.14) zei-
gen, dass die Nanostrukturen vollflichig mit vielen kleinen Agglomeraten (Durchmes-
ser: ca. 2nm) bedeckt sind und sie den Nanostrukturen eine zusétzliche Rauheit gibt.
Eine umfasssende Charakterisierung der superhydrophoben Oberfldchen durch die gold-

beschichteten Nanostrukturen erfolgt in Kap. 5.1.
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Tab. 3.7: Desorptionsverhalten an PS ausgedriickt durch die desorbierte Masse des Proteins/der

adsorbierten Masse des Netzmittels und seiner Anderung (Wert in Klammern) bezogen

auf den pH-Wert.

pH adsorbierte 0,0001% 0,001 % 0,01 % 0,1%
Tween 20 Tween 20 Tween 20 Tween 20

Masse
[ng/cm?] [ng/cm?] [ng/cm?] [ng/cm?] [ng/cm?]
3 100 70 (-30)  55(-45) 68(-32) 103 (3)
5,5 195 190 (-5) 190 (-5) 195 (0) 203 (8)
Kontrolle 0 10 12 28
205 132 (-73) 135(-70) 140 (-65) 147 (58)
Kontrolle 52 135 150 160
7 130 108 (-22) 113 (-17) 148 (18) 200 (70)
8 208 - 138 (-70) 132 (-76) 150 (-58)
10,6 90 145 (55) 157 (67) 180 (90) 185 (95)
Kontrolle 0 5 145 165
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4 Tropfchenanalyse

Die Monodispersitit der erzeugten Tropfchen stellt die Reproduzierbarkeit biologischer
Prozesse sicher. Zwar wurde durch die in Kap. 3.1.2 vorgestellten Simulationen Mon-
odispersitit im Falle von superhydrophoben Oberflichen berechnet, dennoch erfordern
sie eine experimentelle Verifizierung. Fiir die Messung der Monodispersitit, miissen fol-

gende Kriterien an das Messsystem erfiillt sein:

e optische Messung: Die Charakterisierung der erzeugten Tropfchen soll beriihrungs-

los stattfinden, um sie bei der Erzeugung nicht durch die Messung zu beeinflussen.

e cchtzeitfahiges System: Die Qualitit der erzeugten Tropfchen soll wihrend der

Messung quantitativ bestimmt werden.

e Das System soll das Tropfchenvolumen berechnen, um die Monodispersitit der

Tropfen nachzuweisen.
e Die Tropfchenabrisskennzahlen Kapillar- und Bondzahl sollen berechnet werden.

e Weitere Groen, wie die Berechnung des Kontaktwinkels, die das Tropfchen so-
wohl zur oberen sowie zur unteren Kanalwand ausbildet, als auch die Geschwin-
digkeit des Tropfchens und die Anzahl der Tropfchen, die pro Minute erzeugt wer-

den, sind zu bestimmen.

Diese Parameter helfen ein besseres Verstindnis fiir den Tropfchenabriss zu entwickeln
und eine eventuelle Optimierung des mikrofluidischen Systems zu vereinfachen und zu
beschleunigen.

Laserunterstiitze Verfahren zur Bestimmung des Tropfchenvolumens sind echtzeitfahig
und prézise in der Berechnung des Tropfchenvolumens. Allerdings konnen mit diesem
Verfahren weder die Tropfchenabrissparameter noch die Tropfcheneigenschaften be-

stimmt werden. Nur ein Softwareprogramms, das auf bildverarbeitenden Algorithmen
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basiert und Videosequenzen verarbeitet, ist in der Lage alle Kriterien hinreichend zu er-
fiillen. Bisher gibt es keine kommerziell erhiltlichen Bildverarbeitungsprogramme, die
alle oben genannten Anforderungen erfiillen, weshalb im Rahmen dieser Arbeit ein ei-
gens konzipiertes Bildverarbeitungsprogramm implementiert wurde. In den folgenden
Abschnitten werden die Struktur des Programms, die Bestimmung der Tropfchenkontur,

die Berechnung der Tropfcheneigenschaften und der Tropfchenabrissparameter erortert.

4.1 Bildverarbeitende Programmstruktur

Vor Beginn der Tropfchengenerierung wird ein einzelnes Referenzbild von dem unbe-
fiillten mikrofluidischen System aufgenommen. Die anschlieBend aufgenommenen Ein-
zelbilder, die aus der Videosequenz folgen, werden durch Bildsubtraktionsmethoden von
dem Referenzbild abgezogen. Die Subtraktion dient der Extraktion des bewegten Ob-
jekts, genauer gesagt des Tropfchens, vom quasistatischen Hintergrund. Stoérungen durch
Lichtschwankungen oder Vibrationen im Bild werden durch Pixelintensititsschwellwer-
toperatoren aus den Bildern entfernt. Mogliche Konturenpixel, die einen bestimmten
Schwellwert iiberschreiten, werden fiir weitere Berechnungen beriicksichtigt und weil3
markiert. Alle Pixel, die unter dem Schwellwert liegen, werden schwarz gekennzeichnet
und sind somit Teil des Hintergrunds. Dem folgt der Canny Algorithmus, mit dessen
Hilfe die Tropfchenkonturpixel bestimmt werden. Dieser Algorithmus fasst Kanten als
Intensititsschwankungen, die durch Gradienten gekennzeichnet sind, auf (s. Kap. 2.6.2
und 4.2). Die gefundenen Kantenpixel werden durch die Border-Following-Methode (s.
Kap. 2.6.2 und 4.2) zu geschlossenen Konturen zusammengefasst. Ein besonderes Merk-
mal dieser Methode ist, dass sie nur die duBerste Tropfenkontur, die einen Pixel breit ist,
verfolgt. AnschlieBend wird die detektierte Kontur iiber Ellipsenfitting an die reale Kon-
tur des Tropfchens angendhert. Die Nédherung erfolgt iiber die Methode des kleinsten
Fehlerquadrats (s. Kapitel 2.6.2 und 4.2). Dieses detektierte Tropfchen ist die Grundlage
fiir die weiteren Berechnungen der Tropfcheneigenschaften und der Tropfchenabrisspa-
rameter.

Gemil dem in Abb. 4.1 dargestellten schematischen Programmablauf wird die Berech-
nung der genannten Groflen fiir jedes Einzelbild, fiir das eine Detektion der Tropfchen-

kontur moglich ist, vorgenommen und auf dem Bildschirm angezeigt.
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4.1 Bildverarbeitende Programmstruktur
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Abb. 4.1: Programmstruktur
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4 Tropfchenanalyse

4.2 Detektion der Trépfchenkontur

Ausschlaggebend ist die Detektion der Tropfchenkontur. Von der Konturqualitit und der
Schnelligkeit, mit der die Kanten detektiert werden, hingen alle zu berechnenden Er-
gebnisse ab.

Nach Durchfiihrung der Bildsubtraktion (s. Abb. 4.2 links oben) von dem Referenzbild
Fp und einem nachfolgenden Bild F; und nach Anwendung des Schwellwertoperators (s.
Abb. 4.2 rechts oben) auf das resultierende Bild, werden die Kanten der Tropfchenkon-
tur durch Canny-Filter herausgearbeitet. Der Border-Following-Algorithmus formt an-
schlieBend aus den meist zusammenhanglosen Kantenpixel geschlossene Konturen. Per
Definition ist eine Kontur eine Sequenz aus Kantenpixeln, die zusétzlich Positionsinfor-
mationen iiber den néchsten Konturpixel enthélt. Das Ergebnis des Border-Following-
Algorithmus ist eine liickenlose und ein Pixel breite Tropfchenkontur (s. Abb. 4.2 links
unten). In den meisten Fillen sieht die Tropfchenkontur nach Anwendung des Border-
Following-Algorithmus zackig aus und enthilt keine geraden Segmente, so wie es idea-
lerweise der Fall sein sollte. Des Weiteren sind noch storende Artefakte existent. Diese
unerwiinschten Effekte werden durch Anwendung des Fit-Ellipse-Algorithmus, der mit
Hilfe der Methode des kleinsten Fehlerquadrates die Kontur an die reale Tropfchenkon-
tur angleicht, entfernt (s. Abb. 4.2 rechts unten).

4.3 Tropfcheneigenschaften

Die Tropfcheneigenschaften geben indirekt Auskunft tiber die Qualitét der superhydro-
phoben Oberfldchen. Durch die Form des Tropfchens beispielsweise und dessen fort-
schreitenden und riickziehenden Kontaktwinkel zur Kanalwand lésst sich auf den loka-
len Benetzungszustand riickschlieen. Ebenso miisste im Falle einer wasserabweisenden
Kanalwand Gleiten an der Kanalwand, das eine héhere Tropfchengeschwindigkeit und
damit eine verbesserte Tropfchenmobilitit als im hydrophilen Falle bewirkt, entstehen.
Auch das Tropfchenvolumen miisste im hydrophoben Falle messbar kleiner als im hy-
drophilen Zustand sein und die Anzahl der Tropfchen, die pro Minute erzeugt werden,
miisste steigen. Um diese Annahmen experimentell zu bestédtigen, wurden diese Para-

meter in das Programm implementiert.
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4.3 Tropfcheneigenschaften
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Abb. 4.2: Ergebnisse nach der Ausfiihrung von Bildsubtraktion, Schwellwertoperation, Kontur-
detektion durch Cannyfilter und Border Following Methode und Fit Ellipse

4.3.1 Tropfchenvolumen

Das Tropfchenvolumen setzt sich aus drei Teilvolumina (s. Gl. 4.1) zusammen: dem
Mittelteil, das als Quader mit den Kantenldngen a und » angenommen wird und den

beiden Endstiicken, die sich aus dem parabolischen Stromungsprofil ergeben.

2 o0
V=ab"+2- (b” —4x)dx
0

o (4.1)
—a-b*+=.b
a —|—4
mit
b2
X():Z (42)
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4 Tropfchenanalyse

4.3.2 Anzahl erzeugter Tropfchen pro Minute

Die Anzahl erzeugter Tropfchen wird durch Indexierung und Summierung der Tropf-
chen innerhalb von 60s berechnet. Hierbei ist die Detektion von mehreren Tropfchen in
einem Bild problematisch. Dieses Problem ldsst sich unter Anwendung von apriori Wis-
sen wie folgt beheben: Der Abstand zwischen den Tropfchen ist, wenn ein periodischer
Tropfenabbruch stattfindet, in den meisten Fillen konstant und der Positionsunterschied
der Tropfchen von einem Bild zum nichsten kann vorausgesagt werden, so dass die

eindeutige Identifizierung eines jeden Tropfchens gewdhrleistet ist.

4.3.3 Tropfchengeschwindigkeit

Die Geschwindigkeit v des Tropfchens lisst sich aus dem Positionsunterschied Ax de-
sTropfchens zwischen zwei aufeinanderfolgenden Bildern, der bekannten Bildrate, wor-
aus die Zeitdifferenz At bestimmt wird und aus der Gleichung fiir die Geschwindigkeit

mit v = % berechnen.

4.3.4 Kontaktwinkelberechnung

Fiir die Ermittlung lokaler Benetzungszustandsidnderungen werden sowohl die fortschrei-
tenden als auch die riickziehenden Kontaktwinkel zu der oberen und der unteren Kanal-
wand berechnet. Lokale Benetzungszustandsinderungen haben negative Auswirkungen
auf die Tropfchenmobilitit, indem sie die Kontaktwinkelhysterese deutlich vergrof3ern.
Die Tropfchenmobilitit wird durch die resultierenden Energiebarrieren beeintrachtigt.
Sollte dieser Fall bei den Messungen in den superhydrophoben Kanilen auftreten, muss
das System gegen ein intaktes System ausgetauscht werden. Zur Messung des Kontakt-
winkels zwischen Kanalwand und Tropfchen wird zunicht die Kanalwand lokalisiert.
Da in dem Messfenster die Tropfchen in Form von gestauchten Plugs, die sich an die
Kanalwand schmiegen, vorliegen, werden die geraden Segmente des Plugs als Kanal-
wandgrenze angenommen. Dem folgt eine Kombination aus vertikalem und horizonta-
lem Scan. Ist in x-Richtung das Tropfchenende erreicht, wird von der x-Position aus,
ein Scan in y-Position begonnen, bis das Programm auf einen weiteren Tropfchenpixel

trifft. Aus der Tangentenbeziehung, die sich aus dem Verhiltnis zwischen der Linge
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4.4 Berechnung der Tropfchenabrissparameter

der Gegen- zu der Ankathete, die sich wiederum aus den jeweiligen Pixeln in x- und y-
Richtung zusammensetzt, berechnet, wird der Kontaktwinkel gemif3 GI. 4.3 bestimmt:

Gegenkathete

®=180°—t
an Ankathete

(4.3)

4.4 Berechnung der Tropfchenabrissparameter

Die Bestimmung der Tropfchenabrissparameter, die zum einen unter dem Gesichtspunkt
der viskosen Krifte und zum anderen unter dem Gesichtspunkt der hydrodynamischen
Driicke betrachtet werden, vertiefen das Verstindnis des Tropfchenabrisses in superhy-
drophoben mikrofluidischen Kanalsystemen. Im Falle der Reynolds- und der Bondzahl
ergeben sich fiir das gewihlte Mess- und Phasensystem konstante Werte. Die Kapillar-
zahl hingegen, die von der verdnderlichen dispersen Phasengeschwindigkeit abhingt,

wird fiir jedes Bild neu berechnet.

4.4.1 Reynoldszahl

Unter der Annahme dass die Geschwindigkeit im Hauptkanal nahezu konstant bleibt,
lasst sich die Reynoldszahl Re (s. Gl. 4.4) aus dem Verhiltnis der Geschwindigkeit v des
Mediums, der charakteristischen und konstanten Linge L des Kanals und der Dichte p
des Mediums zu der kinematischen Viskositit v der Fliissigkeit bestimmen. Die charak-
teristische Linge betriigt fiir die in dieser Arbeit verwendeten mikrofluidischen Systeme

5mm.
_vlp

1%

Re (4.4)

4.4.2 Kapillarzahl

Die Kapillarzahl ist, wie bereits in Kap. 2.2 erortert, das Verhiltnis zwischen den visko-
sen und den Grenzflachenkrédften. Dominieren die Grenzflichenkrifte werden die zwei
Phasen im mikrofluidischen System in Schichten nebeneinander stromen. Es erfolgt kein
Tropfchenabriss. Erst bei dominierenden viskosen Kriften, findet ein Tropfchenabriss
statt. Um den Bereich, in dem sich der Tropfchenabriss ereignet, zu ermitteln, wird diese

Kennzahl vom Messsystem erfasst. Sie hilft das mikrofluidische System zu optimieren.

Ca="" (4.5)
Y
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4 Tropfchenanalyse

4.4.3 Bondzahl

Die Bondzahl beschreibt den Tropfchenabriss unter dem Gesichtspunkt der hydrodyna-
mischen Krifte. Sie ist fiir ein gegebenes Phasengemisch unter der Annahme, dass die
Dichten wihrend der Messungen gleich bleiben, konstant und ldsst sich aus der bereits

in Kap. 2.2 eingefiihrten GI. 4.6 berechnen.

_Ap gh?
v

Die vorgestellten Groflen ermoglichen es, ein vertieftes Verstidndnis fiir die Tropfchen-

B

(4.6)

bildung in Zwei-Phasen Systemen zu gewinnen. Sie werden fiir jedes Bild berechnet
und auf dem Bildschirm ausgegeben. Eine ausfiihrliche Analyse der Leistungsfihigkeit

des Programms liegt in Kap. 5 vor.
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5 Charakterisierung des nanostrukturierten und
superhydrophoben mikrofluidischen Systems

5.1 Charakterisierung der superhydrophoben Oberflachen

Die Charakterisierung der Nanostrukturen hinsichtlich ihrer Fihigkeit den Kontaktwin-
kel zu erhohen, erfolgte am Kontaktwinkelmessgerit DataPhysics OC20. Es wurden
sowohl statische Kontaktwinkelmessungen, die die Zeitabhingigkeit des Benetzungs-
zustandes beschreiben (s. Kap. 2.6.1), als auch dynamische Kontaktwinkelmessungen,
die die Tropfchenmobilitdt und die Oberflichenqualitit durch Berechnung der Kontakt-
winkelhysterese (s. Kap.2.6.1) messbar bestimmen, durchgefiihrt. Untersucht wurden
PMMA-, PC- und PS-Folien. Neben ihrer Verwendbarkeit fiir biologische Anwendun-
gen weisen sie unterschiedliche Benetzungszustinde, die von hydrophil (PMMA) iiber
hydrophil-hydrophob (PC) bis zu hydrophob (PS) reichen, auf. Dadurch ist es moglich,
neben den erwihnten GroBen den Einfluss der chemischen Zusammensetzung des Poly-

mers in Verbindung mit den Nanostrukturen zu untersuchen.

5.1.1 Vorbereitung der nanostrukturierten und superhydrophoben
Polymeroberflachen

Fiir die statischen und dynamischen Kontaktwinkelmessungen wurden fiir die Polymere

jeweils vier verschiedene Probenzustinde untersucht:
e Polymer blank: Das urspriingliche vom Hersteller gelieferte Polymer.

e Polymer blank mit Goldbeschichtung: Das urspriinglich vom Hersteller gelieferte
Polymer, das mit einer 30nm diinnen Goldschicht besputtert wurde. Dieser Pro-

benzustand wird fiir Kontrollmessungen verwendet.

e Polymer strukturiert: Das nanostrukturierte Polymer.
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5 Charakterisierung des nanostrukturierten und superhydrophoben mikrofluidischen Systems

o Polymer strukturiert mit Goldbeschichtung: Das nanostrukturierte Polymer, das

mit einer 30 nm diinnen Goldschicht besputtert wurde.

Die Proben besallen einen Durchmesser von 40 mm und sind vor Beginn der Messungen
durch Abblasen der Proben mit Stickstoff von moglichen Partikeln gesdubert worden.
Auf die Verwendung von Losungsmittel beim Reinigen ist verzichtet worden, um die

Messergebnisse nicht durch deren Riickstinde auf der Probenoberfliche zu verfélschen.

5.1.2 Durchfiihrung der statischen Kontaktwinkelmessungen

Um statistisch relevante Ergebnisse zu erhalten, sind jeweils drei Polymerproben ei-
nes jeden Probenzustandes und eines jeden Polymers untersucht worden. Es wurden 17
Messpunkte in dquidistanten Abstinden gleichméBig tiber die Probenflache verteilt. Die
Messung des statischen Kontaktwinkels wurde nach der Methode des liegenden Trop-
fens (,,Sessile Drop Methode*‘) mit destilliertem Wasser durchgefiihrt. Das Tropfchenvo-
lumen, das auf die Probenoberflache abgesetzt wurde, betrug 2ul. Die Auswertung des
Kontaktwinkels erfolgte durch die von Data Physics mitgelieferte Bildverarbeitungs-
software, in der das Young-Laplace-Fitting integriert ist. Mit diesem aufwendigen aber
theoretisch prizisen Verfahren wurde die gesamte Tropfchenkontur ausgewertet. Bei der
Konturanpassung wird zu den Grenzflicheneffekten auch die Gravitationskraft, die auf
das Tropfchen wirkt, einbezogen. Dem folgte die Berechnung des Kontaktwinkels, der

durch die Steigung der Konturlinie im Dreiphasenkontaktpunkt resultiert.

5.1.3 Ergebnisse der statischen Kontaktwinkelmessungen

In den Abbildungen 5.1 a-c sind die Ergebnisse der statischen Kontaktwinkelmessungen
mit den dazugehorigen Standardabweichungen fiir die jeweiligen Polymere und deren
Probenzustinde dargestellt. Der Kontaktwinkel ist als Mittelwert, der geméf der rela-
tiven Héufigkeit seines gemessenen Werts fiir alle drei Proben eines Probenzustands
berechnet wurde, angegeben. Aus den einzelnen Abbildungen geht hervor, dass die Kon-
taktwinkel fiir die blanken Polymere mit den Literaturwerten fiir PMMA (73°) [114], PC
(89°) [115] und PS (93°) [116] gut iibereinstimmen und in der aufgefiihrten Reihenfol-
ge ansteigen. Fiir alle drei Polymere sinkt der Kontaktwinkel hingegen auf Werte zwi-
schen 46°-71°, wenn das Wassertropfchen auf die goldbeschichteten, unstrukturierten

Folien abgesetzt wird. Bei diesem Probenzustand dominiert der hydrophile Charakter
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Abb. 5.1: Ergebnisse der statischen Kontaktwinkelmessungen auf unterschiedlich vorbereiteten

PMMA-, PC- und PS-Oberfldchen [98].

des Goldes den Benetzungszustand. Die starke Streuung des Kontaktwinkels bei diesem
Probenzustand beruht auf dem Sputterprozess, der statt einer ebenmifBigen Beschich-
tung Goldagglomerate auf der Oberfliche erzeugt. Die nanostrukturierten Polymerober-
flachen bewirken eine Steigerung des Kontaktwinkels auf Werte zwischen 106°-122°.
Die Zunahme des Kontaktwinkels ist, wie auch im Falle des blanken Polymers, von der
chemischen Zusammensetzung des Polymers abhédngig. Daraus folgt, dass PS sowohl
im blanken als auch im nanostrukturierten Fall den hochsten statischen Kontaktwinkel
besitzt. Durch die flaichendeckende Bechichtung der Proben mit Gold nimmt das Was-
sertropfchen nur die zusitzlich gegebene Rauheit durch das Gold wahr, so dass sich

fiir alle drei Polymere ein dhnlicher Kontaktwinkel ergibt. Im Falle von PMMA und
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PC traf dies zu. Der erhohte Kontaktwinkel betrdgt fiir die beiden Polymere ca. 128°.
Abweichungen traten allerdings im Falle von PS auf. Der Kontaktwinkel stieg auf {iber
131°. Der im Vergleich zu PMMA und PC erhohte Kontaktwinkel Idsst sich unter Hinzu-
nahme der dazugehorigen REM-Aufnahmen der Abformprofile (s. Abb. 3.14) erkléren.
PMMA und PC besitzen identisch aussehende Abformprofile, PS hingegen weist ein
leicht konisches Abformprofil auf. Dieses konische Abformprofil ist fiir den erhdhten
Kontaktwinkel verantwortlich, da die Fliche, auf dem das Tropfchen aufliegt, verringert
worden ist.

Die groBte Kontaktwinkelsteigerung, die im Falle von PMMA 50° und im Falle von PC
und PS ca. 39° betrug, wurde durch die Kombination aus Nanostrukturen und Gold-
beschichtung erzielt. Demnach liegen die oberflichenmodifizierten Polymere in dem

gewiinschten Benetzungsbereich von > 120°, ohne an Biokompatibilitit zu verlieren.

5.1.4 Durchfiihrung der dynamischen Kontaktwinkelmessungen

Fiir die Untersuchung der Verdnderungen der fest-fliissig-Grenzflichen wurden auf den-
selben Polymerproben mit denselben Probenzustinden, wie fiir die statischen Kontakt-
winkelmessungen, acht Messpunkte in dquidistanten Abstdnden gleichmifig iiber der
Probe verteilt. Ein Tropfchenendvolumen von 5 ul wurde fiir die dynamischen Kontakt-
winkelmessungen festgelegt. Das Tropfchen wurde mit einer konstanten FlieBgeschwin-
digkeit von 0,3ul-min~! erzeugt, wihrend der Fortschreitewinkel gemessen wurde.
Wihrend der gesamten Messung verblieb die Nadelspitze symmetrisch in dem Tropf-
chen. Bis das Endvolumen erreicht wurde, vergingen ca. 395, in denen 25 Einzelbilder
pro Sekunde aufgenommen wurden. Von den 975 Einzelbildern wurde jedes sechste
ausgewertet. Dem folgte eine Pause von 2s, wonach mit derselben FlieBgeschwindig-
keit das Fliissigkeitsvolumen in die Nadel gezogen und der Riickzugswinkel gemessen
wurde. Die Erfassung der Messwerte wurde nach demselben Schema wie bei der Vo-
lumenvergroerung durchgefiihrt. Insgesamt wurden pro Messpunkt ca. 325 Messwerte
aufgenommen. Die Auswertung der Tropfchenkontur und die Berechnung des Kontakt-
winkels erfolgte iiber das Young-Laplace-Fitting. Aus der Differenz des Fortschreite-
und Riickzugswinkels wurde die Kontaktwinkelhysterese, die sowohl ein MaB fiir die

Tropfchenmobilitét als auch ein Giitemal fiir die Oberflache bezeichnet, berechnet.
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5.1 Charakterisierung der superhydrophoben Oberflichen

5.1.5 Ergebnisse der dynamischen Kontaktwinkelmessungen

Die Abbildungen 5.2 a-c zeigen die Ergebnisse der dynamischen Kontaktwinkelmessun-
gen. Es sind die jeweiligen Fortschreite- und Riickzugswinkel fiir die jeweiligen Pro-
benzustinde mit den zugehorigen Kontaktwinkelhysteresen aufgetragen. Generell lie-
gen die Winkel bei den dynamischen Kontaktwinkeln etwas hoher als bei den statischen
Messungen. Ausgenommen die dynamischen Kontaktwinkel der blanken Polymeren:
sie unterschieden sich kaum von den statischen Messwerten. Ein signifikanter Unter-
schied zwischen statischen und dynamischen Messwerten trat bei den blanken Polyme-
ren mit Goldbeschichtung auf. Der Anstieg des dynamischen Kontaktwinkels wird durch
die Goldagglomerate, die bei der Volumenvergroerung und -verringerung zusétzliche
Energiebarrieren fiir das Tropfchen darstellen, verursacht [117]. Die nanostrukturierten
Polymerfolien erzeugten wiederum dynamische Kontaktwinkel, die mit den statischen
Messwerten vergleichbar waren. Bei diesem Probentyp machte sich der Einfluss der
chemischen Zusammensetzung auf die Benetzung bemerkbar. PMMA, das urpsriinglich
hydrophil ist, erzielte geringere Kontaktwinkelsteigerungen als die hydrophoberen Ma-
terialien PC oder PS. Bei den strukturierten Polymeren mit Goldbeschichtung wiesen
die drei Polymere dhnliche Werte auf, da das Gold die darunterliegenden Materialeigen-
schaften verbarg. Die Steigerung des Kontaktwinkels beruht auf den Goldagglomeraten,
die auf den Nanostrukturen aufliegen und eine zusitzliche Rauheit verursachen. Die
Winkel auf den strukturierten und goldbeschichteten Folien sind im dynamischen hoher
als im statischen Fall. Dies beruht auf derselben Ursache wie bei den blanken Polymer-
folien mit Goldbeschichtung.

Fiir alle drei Polymere wurden geringe Kontaktwinkelhysteresen berechnet, woraus eine
sehr gute Tropfchenmobilitéit auf den Oberflachen folgt. Da die Kontaktwinkelhystere-
se auch ein MaB fiir die Oberfldchengiite ist, folgt aus der geringen Differenz zwischen
Fortschreite- und Riickzugswinkel, dass die Oberflichen kaum Fehlstellen aufweist und
sie homogen mit Nanostrukturen bedeckt ist.

Sowohl die statischen als auch die dynamischen Kontaktwinkelmessungen zeigen bei
den drei nanostrukturierten Polymeren mit und ohne Goldbeschichtung die gewiinschte
Kontaktwinkelsteigerung. Das im Rahmen dieser Arbeit vorgestellte Strukturgitter er-
hohte den Kontaktwinkel von PMMA um mehr als 50°. Der hochste Kontaktwinkel un-

ter den drei untersuchten Polymeren erzielte allerdings PS mit Werten iiber 131°. Dieser
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Abb. 5.2: Ergebnisse der dynamischen Kontaktwinkelmessungen auf unterschiedlich vorbereite-
ten PMMA-, PC- und PS-Oberflachen [98].

Wert bedeutet eine Steigerung des Kontaktwinkels um mehr als 40° vom Ausgangszu-
stand. Ebenso weisen die drei nanostrukturierten Polymere mit und ohne Goldbeschich-
tung geringe Kontaktwinkelhysteresen auf, woraus eine gute Tropfchenmobilitdt und
eine homogene nanostrukturierte Oberfliche mit hoher Qualitit folgt. Auf Grund der
Hohe des Kontaktwinkels und seiner Verwendung als Zellkulturschalenmaterial eignet

sich PS besonders als Material fiir die Fertigung des Tropfchengenerierungsmoduls.
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5.1.6 Ergebnisse der Variation der Strukturdimensionen

In Kap. 3.2.1 wurden die optimalen Strukturdimensionen fiir die zylindrischen Sidulen
im hexagonalen Gitter iiber Optimierungsrechnung bestimmt. Fiir den experimentel-
len Nachweis des analytischen Ergebnisses wurde eine Strukturvariation durchgefiihrt.
Zu diesem Zweck wurde eine Matrix (s. Abb. 5.3) erstellt. Auf der x-Achse variiert
der Sdulendurchmesser und auf der y-Achse der Sdulenabstand. Das Aspektverhilt-
nis der Strukturen war aus fertigungstechnischen Griinden auf einen Wert zwischen 1
und 2 beschrinkt. Die Variation des Sdulendurchmessers erfolgte in einem Bereich von
250nm-1000nm mit einem Sdulenabstand, der das 1-4-fache des Sdulendurchmessers
betrug (s. Abb. 5.3). Die Strukturfeldabmessungen betrugen 10 x 10mm?. Die Struktu-
ren wurden iiber Elektronenstrahllithografie erzeugt. AnschlieBend wurden sie iiber Va-
kuumheiBBpriagen in PMMA, PC und PS abgeformt. Die Abformung erwies sich als pro-
blematisch, da auf dem Shim sowohl Mikro- als auch Nanostrukturen vorhanden waren.
Demzufolge erwies sich die Abformung der Mikrostrukturen leichter als die der Nano-
strukturen. Damit alle Strukturfelder abgeformt werden konnten, wurden mehrere Lagen
der Polymerfolien in einer Blende gestapelt und bei einer Temperatur, die 30°C—40°C
iiber der Glasiibergangstemperatur lag, bearbeitet. Allerdings fiillte die Polymerschmel-
ze die Kavitidten im Falle von PMMA nicht voll aus. In Abb. 5.4 sind exemplarisch
fiir die Strukturfelder 1000/4000, 750/1500, 500/1500 und 750/3000 die Abformergeb-
nisse in PMMA dargestellt. Insgesamt wurden von jedem Polymer jeweils drei Pro-
ben fiir die statischen Kontaktwinkelmessungen verwendet. Auf Grund der begrenzten
Strukturfeldabmessungen hatte maximal ein Tropfchen Platz. Die Ergebnisse der Kon-
taktwinkelmessungen sind in Tab. 5.1 dargestellt. Aus den Ergebnissen folgt, dass der
Kontaktwinkel bei einem Séulenabstand, der das Einfache und das Vierfache des Séu-
lendurchmessers betrigt, stirker steigt als bei den anderen Sdulenabstinden. Ferner folgt
aus den Ergebnissen, dass kleinere Strukturdimensionen hohere Kontaktwinkel erzielen
als groBere. Diese Beobachtung bestitigt die analytisch berechneten Sdulendimensionen
aus Kap. 3.2.1. Zudem wird aus den Ergebnissen der Einfluss der chemischen Zusam-
mensetzung des Polymers auf den Kontaktwinkel erkennbar. Demzufolge wird stets ein
hoherer Kontaktwinkel bei PS als bet PMMA oder PC erzielt, da PS in seinem urspriing-
lichen Zustand bereits hydrophob ist.
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Tab. 5.1: Ergebnisse der statischen Kontaktwinkelmessungen auf Strukturfeldern mit variieren-
den Strukturdimensionen fiir PMMA, PC und PS

Kontaktwinkel  von

diw PMMA [°] PCI[°] PS[°]
250/250 103,2 1204 126,6
250/500 86,6 100 96,7
250/750 82,4 102,22 102,4
250/1000 83,8 115 1015
500/500 91,9 106,1 111,9
500/1000 84,1 104,1  102,2
500/1500 83,3 100,5 952
500/2000 83,1 99.4 955
750/750 97,3 104,1 118,38
750/1500 87 93,6 98,2
750/2250 85,3 91,7 95,8
750/3000 102,2 101 99,7
1000/1000 95,9 108,7 115,7
1000/2000 93,4 943 100,1
1000/3000 89 92,9 95,7
1000/4000 83,1 110,1  104,9

5.2 Tropfchengenerierung

Die Tropfchengenerierung wurde sowohl in gefrédsten, mikrofluidischen Systemen ohne
weitere Oberflaichenmodifzierung als auch in nanostrukturierten und superhydrophoben
mikrofluidischen Systemen untersucht. Mit diesen beiden Systemen wurden Unterschie-
de in der Tropfchenform, der Tropfchengenerierung und bei den Tropfchenraten beob-
achtet. Ferner fand ein Vergleich zwischen den experimentellen Ergbenissen mit den

numerisch ermittelten Ergebnissen aus Kap. 3.1.2 statt.
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Abb. 5.3: Matrix der Strukturvariation in Abhéngigkeit vom Sidulendurchmesser und vom Siu-
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lenabstand dargestellt.

5.2.1 Durchfiihrung der Tropfchengenerierungsversuche

Fiir die Tropfchengenerierung wurden zwei verschiedene Phasensysteme untersucht:
Luft-Wasser-Gemische und Luft-Alginat-Gemische. Letzteres eignet sich besonders fiir
die Verkapselung von Zellen. Alginat ist ein Polysaccharid, das aus der braunen Alge ge-
wonnen wird und das meist pulverféormig vorliegt. Das Alginat wurde in verschiedenen
Konzentrationen (1 %-2,5 %) dem MOPS-Puffer (3-N-(Morpholino)propansulfonsidure)
beigemengt. Je hoher die Alginatkonzentration ist, desto viskoser ist das Gemisch. Zum
einen sollte die Konzentration, bei der die Tropfchen stabile Kapseln in periodischen
Abstinden formen, gefunden werden. Zum anderen wurde der Einfluss der Viskositit
auf die Tropfchengenerierung in dem vorgestellten mikrofluidischen System untersucht.
Die Tropfchengenerierung wurde nach dem in Kap. 3.1.1 beschriebenen Versuchsablauf

durchgefiihrt. Allerdings wurden die Flussraten fiir die disperse und die kontinuierliche
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Abb. 5.4: REM-Aufnahmen der abgeformten Strukturfelder in PMMA.
links oben: 1000/1000 Strukturfeld.
rechts oben: 750/1500 Strukturfeld.
links unten: 500/1500 Strukturfeld.
rechts unten:750/3000 Strukturfeld.

Phase im Bereich von 10pul-min~'~100ul- min~—! in 10ul- min~—!-Schritten untersucht.

Die Messdauer betrug 60s.

5.2.2 Ergebnisse der Trépfchengenerierung in unmodifzierten
mikrofluidischen Systemen

Bei der Tropfchengenerierung in den gefridsten PMMA Systemen fiel auf, dass keine
Wassertropfchen im gewiinschten Sinne erzeugt wurden. Vielmehr bildeten sich Luft-
bldschen, die in Wasser dispergierten. Die Hydrophilitdt des Kanalsystems, die durch
die Frasriefen zusitzlich erhoht wurde, beeinflusste die Tropfchenform. Es bildeten sich

konkave Tropfchen. Diese Beobachtung bestitigt die Simulationsergebnisse (s. Kap.
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3.1.2). Durch die hohen Adhisionskrifte zwischen der Kanalwand und dem Wasser wur-
den statt Wassertropfchen Wasserplugs, die von dispergierten Luftbldschen getrennt wa-
ren, in unregelméfBigen Abstinden generiert. Selbst bei umgekehrter Befiillung, genauer
gesagt das Wasser wurde durch den Hauptkanal und die Luft durch den senkrecht dazu
verlaufenden Seitenkanal gepumpt, trat keine Verbesserung ein. Auch diese Beobach-
tung stimmt mit den Simulationsergebnissen iiberein. Netzmittel verbessern das Tropf-
chenabrissverhalten, allerdings greifen sie die Zellmembran an: Sie wird pords. Auf
Grund dieser Ergebnisse wurde auf weitere Versuche mit dem Luft-Alginat-Gemisch

verzichtet.

5.2.3 Ergebnisse derTrépfchengenerierung in nanostrukturierten und
superhydrophoben mikrofluidischen Systemen

Im Unterschied zu den unmodifizierten Kanalsystemen fand in den superhydrophoben
Kanalsystemen eine Dispersion von Wassertropfchen in Luft bzw. Alginattropfchen in
Luft (s. Abb. 5.5) statt. Die dreidimensional superhydrophoben Kanalwinde verringern
die Adhésionskrifte zwischen der Kanalwand und dem Wasser, wodurch elliptische
Tropfchenformen entstanden. Diese Tropfchenform stimmt mit der in den Simulationen
berechneten Form iiberein. GleichermaBen traf dies fiir den periodische Tropfchenabriss,
der konstante Tropfchenvolumina hervor bringt, zu. Mit dem modifzierten mikrofluidi-

schen System war es moglich, die Tropfchenvolumina reproduzierbar iiber einen Fluss-

[

ratenbereich der dispersen und der kontinuierlichen Phase von 10pl - min~'=100ul - min~
in einem Bereich von 0,5 ul—4 ul zu erzeugen. Wihrend der Messung der Tropfchenvo-
lumina trat ein maximaler Fehler von 3 % bei den groen Tropfchen auf, bei den kleinen
Tropfchen betrug er 1 %. Dafiir wurden Tropfchenvideosequenzen, die eine Lénge von
I min haben, mit der eigens entwickelten und implementierten Bildverarbeitungssoft-
ware untersucht. Die Standardabweichung bei den kleinen Tropfchenvolumina betrigt
0,005 ul, die Standardabweichung bei grolen Tropfchenvolumina betrdgt 0,035 ul. Mit
den superhydrophoben mikrofluidischen Kanalsystemen ist es moglich Tropfchenraten
mit konstanten Volumina von mehr als 800 Tropfchen pro Minute zu erzeugen. Wih-
rend der Tropfchengenerierung wurde beobachtet, dass mit ansteigender Flussrate sich
die Anzahl der Tropfchen erhohte und gleichzeitig das Tropfchenvolumen sank (s. Abb.
5.6). Der Tropfchenabriss erfolgte sowohl fiir das Luft-Wasser-Gemisch als auch fiir das
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Abb. 5.5: Tropfchengenerierungsergebnisse mit einem Luft-Wasser-Gemisch in Abhingigkeit

von der Flussrate.

Luft-Alginat-Gemisch tiber den gesamten Flussratenbereich stabil. Demzufolge wurden

die gewiinschten reproduzierbaren Ergebnisse erzielt.

5.2.4 Einfluss der Viskositit auf den Tréopfchenabriss

Der Einfluss der Viskositit auf das superhydrophobe mikrofluidische System wurde mit
ansteigender Alginatkonzentration im Bereich von 1 %-2,5 % untersucht. Eine Messung
dauerte 60s, wihrenddessen die erzeugten Tropfchen gezihlt wurden. Bei Alginatkon-
zentrationen von 1%-—1,5% fand der Tropfchenabriss stabil und periodisch iiber den
gesamten untersuchten Flussratenbereich statt (s. Abb. 5.7 a-c). In diesem Konzentrati-
onsbereich erhohte sich die Anzahl der erzeugter Tropfchen mit ansteigender Flussrate.
Gleichzeitig verringerte sich das Tropfchenvolumen. Allerdings platzten oder vereinig-

ten sich die Tropfchen bei Alginatkonzentrationen zwischen 1% und 1,25 % im Reser-
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5.2 Tropfchengenerierung

Abb. 5.6: Tropfchendiagramm: Darstellung der sinkenden Tropfchenvolumina, die sich zwi-
schen den PunktschweiB3nahten befinden, mit ansteigender Flussrate (von links nach
rechts).

voirbereich. Die Konzentration des Alginats reichte nicht aus, um stabile Kapseln zu
formen. Ab einer Alginatkonzentration von 1,5 % blieben die Tropfchen im Reservoir-
bereich stabil. Bei Alginatkonzentrationen grofler 1,75 % wurde beobachtet, dass das
System anfing trige zu werden. Dies zeigte sich in langen Stabilisierungszeiten, die
bis zu einer Minute ab Einschaltzeitpunkt der Spritzenpumpen andauerten. Wihrend
dieser Zeit wurden entweder keine Tropfchen oder Tropfchen in unregelmédBigen Ab-
standen erzeugt. Beim Abschalten der Spritzenpumpe wurden mehrere Sekunden lang
Tropfchen nachproduziert. Dariiberhinaus verhinderte die zunehmende Viskositit der
Alginatlosung den Tropfchenabriss bei niedrigen Flussraten (s. Abb. 5.7 d-f). Die hy-
drodynamischen Krifte im Seitenkanal reichten nicht aus, um die disperse Phase in den
Hauptkanal zu fordern. Insgesamt beeintriachtigten die hochviskosen Alginatlosungen

den Tropfchengenerierungsprozess, so dass dieser unregelmiBig und instabil erfolgte.
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Mit ansteigender Alginatkonzentration bildeten sich stabilere Tropfchen, allerdings sank
die Anzahl erzeugter Tropfchen pro Minute mit anteigender Flussrate im Vergleich zu
den niederviskoseren Alginatlosungen (s. Abb. 5.7 a-f). Die Losung mit 2,5 % Alginat
konnte nicht mehr in das System gefordert werden.

Aus den Messergebnissen folgt, dass eine Alginatkonzentration von 1,5 % die bestmog-
lichen Resultate erzielt. Zum einen findet ein stabiler und periodischer Tropfchenabriss
iiber den gesamten Flussratenbereich statt. Es werden bis zu 800 monodisperse Tropf-
chen pro Minute erzeugt. Zum anderen ist die Konzentration des Alginats ausreichend,
um stabile Tropfchen, die im Reservoirbereich weder platzen noch sich vereinigen, zu

formen.

5.2.5 Ergebnisse der Zellverkapselung in Alginattropfchen

Fiir die Durchfiihrung der Zellverkapselungsversuche wurde ein dhnlicher Versuchsauf-
bau wie fiir die Tropfchengenerierungsversuche verwendet. Fiir die Generierung der Al-
ginattropfchen wurde das Luft-Alginat-Gemisch aus Kap. 5.2 mit einer Alginatkonzen-
tration von 1,5 % verwendet. Bei dieser Konzentration wurde ein periodisch monodisper-
ser Tropfchenabriss iliber den gesamten Flussratenbereich beobachtet. Dariiber hinaus
blieben die Tropfchen im Reservoirbereich stabil. Die Zellverkapselung erfordert steri-
le Versuchsbedingungen: Die Spritzen zur Forderung der Medien, das mikrofluidische
System und auch die Luft, die in das System gefordert wird, miissen keimfrei sein. Steri-
lisierte Spritzen sind kommerziell erhéltlich, das mikrofluidische System aus PS wurde
autoklaviert und die Luft wurde durch einen am Spritzenende sitzenden Luftfilter von
moglichen Partikeln befreit. Die Porengrofle des Luftfilters betrug 0,2 um. Die Kapsel-
generierung fand bei einer Flussrate fiir Luft von 100ul- min~! und bei einer Flussrate
fiir Alginat von 80ul-min~! statt. Die generierten Alginattropfchen fielen durch eine
Offnung im Reservoirbereich in eine Calciumchloridlésung, in der sie nach 5min ausp-
olymerisierten. Die Polymerisierung erfolgte durch einen Ionenaustausch zwischen den
negativ geladenen Ca-Ionen und den positiv geladenen Na-Ionen.

Als problematisch stellte sich fiir die Kapseln die Austrittsoffnung im Reservoirbereich
heraus. Die Kapseln akkumulierten an dieser Stelle. Mehrere Kapseln vereinigten sich,
traten aus dem System aus und fielen nach einer kurzen Luftstrecke in die Calcium-

chloridlosung. Statt einzelner Kapseln bildeten sich vielmehr Alginatstrange, die aus
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Abb. 5.7: Tropfchengenerierungsergebnisse fiir unterschiedliche Alginatkonzentrationen.
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(b)

Abb. 5.8: Ergebnis der Zellverkapselung mit nicht optimierten Parametern. Es bilden sich Algi-

natstringe mit darin verkapselten Zellen

aneinandergereihten Kapseln bestanden und Zellen enthielten (s. Abb. 5.8). Folgende

MaBnahmen wurden daraufhin ergriffen, um einzelne Kapseln zu generieren:
e Das Reservoir wurde entfernt.

e Das mikrofluidische System wurde in die Calciumchloridlosung eingetaucht, so

dass die Kapseln keinen Aufprall beim Eintritt in die Losung erfahren.

e Die Calciumchloridldsung wurde mechanisch geriihrt, um eine Ansammlung der

Kapseln an der Austrittsstelle zu verhindern.

e Die Calciumchloridlosung wurde auf 37° erwdrmt, um die Polymerisierung zu {or-

dern.

Diese MaBnahmen wurden zunichst an dem Luft-Alginat-Gemisch ohne Zellen getes-
tet. Die Kapselbildung erfolgte in einem Flussratenbereich fiir die disperse Phase von
100l - min~'-200ul - min~! und fiir die kontinuierliche Phase von 50 ul - min~!-80ul - min~!.
Es traten Kapseln, die eine kugelformige Form besa3en, aus dem System heraus, aller-
dings waren sie durch diinne und stabile Alginatfaden miteinander verbunden (s. Abb
5.9). Ferner wurde beobachtet, dass die Monodispersitit der erzeugten Kapseln von der
Stromungsgeschwindigkeit der Calciumchloridlésung abhédngig war. Lag die Umdre-

hungsgeschwindigkeit der Calciumchloridlosung unterhalb von 500U /min vereinigten
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Abb. 5.9: Kapselbildung mit optimierten Parametern und 40-facher Vergroferung aufgenom-

men.

sich mehrere Kapseln an der Austrittsstelle, da sie nicht prompt von der Stromung mit-
gerissen wurden. Das Volumen der Kapseln variierte folglich stark (s. Abb. 5.9 links
oben). Bei 500 U/min wurden Satellitentropfchen in einem groBeren Tropfchen verkap-
selt (s. Abb. 5.9 rechts oben und unten). Manche Kapseln enthielten bis zu drei Satel-
litentropfchen. Die Kapseln hingen weiterhin an einem stabilen, aber diinnen Alginat-
faden. Thr Volumen hingegen war gleichformiger. Erst bei einer Umdrehungsgeschwin-
digkeit oberhalb von 500 U/min wurden uniforme Kapseln, die an Alginatfiden hingen
erzeugt, da sie prompt von der Austrittstelle abtransportiert wurden (s. Abb. 5.9 links
unten). Diese Kapseln waren gleichfalls an Luft stabil.

In fortfiihrenden Versuchsreihen miisste die Uberlebensfihigkeit der Zellen iiber meh-
rere Tage in Zellkultur getestet werden. Zu diesem Zweck muss die Zellverkapselung

unter einer Sterilbank erfolgen, um eine keimfreie Umgebung zu gewihrleisten.
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5.3 Passive Trépfchensortierung an einer T-Kreuzung

Die fiir die passive Tropfchensortierung verantwortlichen Einflussgrof3en wurden bereits
in Kap. 2.2.3 erortert. Wie effizient die passive Sortierung mit verdnderlichen Tochter-
kanaldurchmessern und unterschiedlichen Tropfchengroflen erfolgt, ist allerdings nicht
geklirt. Ebenso muss untersucht werden, wie die Tropfchenvolumina mit den Tochter-
kanaldurchmessern korrelieren, um optimale Sortierungsergebnisse zu erzielen.

Bei der passiven Sortierung ist die Hohe der hydrodynamischen Kraft Fy (s. Gl. 5.1),
die auf das Tropfchen im Sortierungsbereich (T-Kreuzung) wirkt, proportional zu der
Flussrate und invers proportional zu deren Durchmesser im Quadrat. Fiir die Kldrung
der beiden oben genannten Fragestellungen wurden mikrofluidische Systeme mit unter-

schiedlichen Tochterkanaldurchmessern hergestellt und untersucht (s. Tab. 5.2).

_ A
%) (5.1)

=2V

Fy

w1

5.3.1 Durchfiihrung der Messungen zur Tréopfchensortierung

Es sind von jedem Verhiltnis des Tochterkanaldurchmessers zwei mikrofluidische Sys-
temtypen gefertigt worden. Der erste Typ ist ohne weitere Oberflaichenmodifikation ge-
testet worden, mit anderen Worten, er besitzt hydrophile Kanalwinde und der zweite
Typ ist mit Parylen-C beschichtet worden und besitzt somit hydrophobe Eigenschaf-
ten. Parylen-C ist in diesem Zusammenhang verwendet worden, da es sich schnell und
einfach aufdampfen ldsst und einen 175 um diinnen Film auf der Oberfliche, der einen
Konatktwinkel von 110° besitzt. hinterldsst. Storend wirkte sich die Abbildung der Fris-
riefen durch den Parlyen-C-Film, der zudem an einigen Stellen inhomogen aufwuchs,
aus. Allerdings reichte die Qualitit fiir erste Untersuchungen aus, um auf diese Weise
das Sortierungsverhalten in hydrophoben Kanalsystemen zu untersuchen.

Fiir die Herstellung dieser wurde eine Mikrotischfridse verwendet. Mit dieser Frise ent-
standen minimale Kanalbreiten von 300 um. Alle weiteren Gré3e wurden von ihr abge-
leitet. Diese zwei mikrofluidischen Sortierungstypen mit den jeweiligen Durchmesser-

verhiltnissen sind mit vier unterschiedlichen Phasengemischen getestet worden:

o Luft-Wasser
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Tab. 5.2: Tochterkanaldurchmesserverhéltnisse x—; bezogen auf den minimal fertigbaren Durch-

messer von 300 um

Design 1 2 3 - 5 6

wi [um] 300 300 300 300 300 500

wy [um] 500 600 900 1200 1500 900
wi 3 1 1 1 1 5

W 5 2 3 4 5 9

e Luft-Wasser + 0,064 Gew - %TWEEN20
e Tetradekan-Wasser

e Tetradekan-Wasser + 0,064 Gew - % TWEEN20

Der untersuchte Flussratenbereich fiir die kontinuierliche Phase erstreckte sich von 10l - min~!

bis 70 ul- min~! mit einer Schrittweite von 20ul- min~—! und der fiir die disperse Phase

von 0,5ul-min~'=5ul- min~! in 0,5ul - min—'-Schritten.

5.3.2 Ergebnisse der Trépfchensortierung in den unmodifzierten,
mikrofluidischen Systemen

Grundsitzlich gilt, dass die Tropfchensortierung in den hydrophilen mikrofluidischen
Systemen mafBgeblich durch die Adhésionskrifte zwischen der wissrigen Phase und den
Kanalwinden beeinflusst war.

Fiir die Luft-Wasser- und die Luft-Wasser(+ Tween 20)-Gemische wurde fiir keine der
genannten Durchmesserverhiltnisse eine Sortierung erzielt. Die Tropfchen rissen auf
Grund dominierender hydrodynamischer Krifte und Adhésionskrifte zwischen der wiss-
rigen Phase und der Kanalwand am Sortierungskreuz entzwei. Darausfolgend formten
sich zwei kleinere Tropfchen, die sich im linken und rechten Tochterkanal bewegten.
Dariiber hinaus wurden nur Tropfchen eines Durchmessers erzeugt, obwohl fiir deren
Generierung zwei Kanile unterschiedlichen Durchmessers im mikrofluidischen System
integriert waren. Der Kanal, der den kleineren Durchmesser besall und hinter dem brei-
teren Kanal lag, erzeugte kleinere Tropfchen, die sich mit den groBeren Tropfchen ver-
einigten. Ebenso kam es gelegentlich am Sortierungskreuz zu einer Vereinigung von

Tropfchen. Diese allerdings erzeugte Tropfchen unterschiedlichen Durchmessers.
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Eine aussagekriftige Sortierung fiir das Tetradekan-Wasser-Gemisch konnte fiir keine
der Tochterkanaldesigns durchgefiihrt werden. Immerhin verlief die Tropfchenbewe-
gung im Gegensatz zu der im Luft-Wasser-Gemisch in den Systemen mit der kontinu-
ierlichen Olphase ungehindeter. Das Ol verringerte die Wechselwirkungen zwischen der
wissrigen Phase und der Kanalwand, indem es einen diinnen Film zwischen Kanalwand
und wissriger Phase ausbildete. Dennoch waren die Adhisionskrifte zwischen Kanal-
wand und wissriger Phase bei groBen Tropfchen zu hoch, um sie zu sortieren. Sie wur-
den in zwei kleinere Tochtertropfchen geteilt. Bei hoheren Flussraten bildeten sich trotz
unterschiedlich breiter Tropfchengenerierungskanile nur Tropfchen eines Volumens. Sie
bewegten sich auf Grund ihres kleinen Volumens stets in den breiteren Tochterkanal mit
der niedrigeren Flussrate und der geringeren hydrodynamsichen Kraft. Ferner wurde be-
obachtet wie sich die Tropfchen teilweise in den Tochterkanédlen sammelten und diese
ausfiillten.

Lediglich das Phasengemisch Tetradekan-Wasser(+Tween 20) schwichte die Wechsel-
wirkungen zwischen der wissrigen Phase und der Kanalwand so weit ab, dass alter-
nierende Tropfchenvolumina entstanden. Eine Sortierung der Tropfchenvolumina, die
diskrete Durchmesserwerte zwischen dem 1,5-fachem bis 3-fachem der Kanalbreite be-
saBien, erfolgte bei Flussraten von 50ul-min~! und 70ul- min~! und dem Sortierungs-
design 6 (s. Abb. 5.10).

5.3.3 Ergebnisse der Trépfchensortierung in den
Parylen-C-beschichteten, mikrofluidischen Systemen

Die Parylen-C beschichteten Systeme verbesserten geringfiigig die Tropfchengenerie-
rung, deren Bewegung und Sortierung. Der 175um diinne Parylen-C-Film bildete die
Frisriefen des Kanalsystems ab, so dass weiterhin Unebenheiten im Kanalsystem, die
das Tropfchenverhalten beeintrichtigten, vorhanden waren.

Fiir die Luft-Wasser- und die Luft-Wasser(+Tween 20)-Gemische entsprachen die Er-
gebnisse denen der unmodifzierten mikrofluidischen Systemen. Die Tropfchen teilten
sich am Sortierungskreuz und wanderten jeweils in den linken und rechten Sortierungs-
kanal. Trotz des Parylen-Cs iiberwogen die Adhisionskrifte zwischen Kanalwand und
wissriger Phase.

Bei den Tetradekan-Wasser-Gemischen verlief die Tropfchengenerierung ungehindeter.
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Abb. 5.10: Tropfchensortierung in mikrofluidischem System mit einem Tochterkanaldurchmes-

serverhiltnis von g mit einem Tetradekan-Wasser(+ Tween 20)-Gemisch

Neben der hydrophoben Kanalwandbeschichtung bildete sich ein diinner Olfilm zwi-
schen der Kanalwand und der wissrigen Phase, der die Adhésionskrifte abschwichte.
Statt alternierender Tropfchenvolumina wurden allerdings entweder gro3e oder kleine
Tropfchen erzeugt. Am Sortierungskreuz wanderten die grof3en Tropfchen in den schma-
len Kanal und die kleinen Tropfchen in den breiten Kanal. Zudem sammelten sich wie
bei den unmodifzierten mikrofluidischen Systemen die Tropfchen in den Sortierungs-
kanélen und fiillten diese aus.

Das Tetradekan-Wasser(+ Tween 20)-Gemisch lieferte die besten Ergebnisse von al-
len untersuchten Phasengemischen. Die Kombination aus der Parylen-C-Beschichtung
und dem Netzmittel beseitigte nahezu die Wechselwirkungen zwischen Kanalwand und
wissriger Phase. Infolgedessen wurden mit dem Design 6 Tropfchen sortiert.

Das erfolgsversprechendste Design fiir die Tropfchensortierung ist das Design 6, das ein

Durchmesserverhiltnis von g besitzt. Mit diesem wurden Tropfchen, deren Durchmesser
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im Bereich des 1,5 bis 3-fachen des Kanaldurchmessers liegen, sortiert. Allerdings wird
das Sortierungsergebnis in hohem MaBle von dem Benetzungszustand des mikrofluidi-
schen Systems beeinflusst. Wasserabweisende Kanalwiénde garantieren eine stabile und
periodische Tropfchengenerierung, eine ungehinderte Bewegung der Tropfchen und ein
optimales Sortierungsergebnis. Das passive Sortierungsprinzip birgt einen groflen Nach-
teil: Die zu sortierenden Tropfenvolumina korrelieren mit den Kanaldurchmesser, wes-

halb die TropfchengroBen vorab fest gelegt sein miissen.

5.4 Zuverlassigkeit der Tropfchenanalyse

In Kap. 4 wurde bereits die Bedeutung der Vorverarbeitung der Videosequenzen erortert:
Je priziser die Kanten identifiziert werden, desto priziser erfolgen die nachfolgenden
Berechnungen der Parameter. Fiir die Kantenerfassung wurden die duflersten Kantenpi-
xel verwendet.

Fiir den Leistungsfahigkeitstest des Programms, sind Testvideosequenzen aufgenom-
men, dem Programm iibergeben und bearbeitet worden. Fiir die Aufnahme der Testse-
quenzen ist sowohl eine Hochgeschwindigkeitskamera (Fa. Redlake, Motion Pro High
Speed), die eine Bildrate von 400 Bildern pro Sekunde mit einer Auflésung von 512x512
bereitstellt, als auch eine Kamera (JVC, TK1280), die 25 Bilder pro Sekunde analog
aufnimmt, verwendet worden. Das Programm wurde auf einem portablen PC, der einen
Arbeitsspeicher von 512MB und einen 1,8 GHz Prozessor besitzt, ausgefiihrt. Fiir die
Berechnung der Tropfcheneigenschaften und der Tropfchenabrissparameter wurde jedes
Einzelbild ausgewertet und dessen Ergebnisse auf dem Bildschirm ausgegeben. Nach
Abschluss der Messungen erfolgte die Ausgabe der Ergebnisse als ASCII-Textfile. Die
Leistungsfahigkeit des Programms wird nach der Berechnung des Tropfchenvolumens,
des Kontaktwinkels zwischen Tropfchen und Kanalwand und dessen Geschwindigkeits-
berechnung beurteilt. Die Berechnung der drei Grof3en hingt malgeblich von der Prizi-
sion der Kantenerfassung ab und ist folglich zeitintensiv.

Die Berechnung des Tropfchenvolumens erfolgte nach der in Kap. 4.3.1 aufgefiihrten
Gleichung. Fiir den Vergleich der jeweiligen Ergebnisse aus den Einzelbildern, wurde
folgende Annahme getroffen: Wird ein einzelnes Tropfchen vom Eintritt ins Messfens-
ter bis zu dessen Austritt beobachtet, darf gemédll des Massenerhaltungsgesetzes kein

Massenverlust iiber den untersuchten Bildraum auftreten. Jedes Einzelbild wurde neu
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bearbeitet, folglich wurde die Kontur des Tropfchens fiir jedes Bild erfasst. Auf Grund
von plotzlich auftretenden Lichtschwankungen oder Vibrationen des Messaufbaus sind
Messfehler denkbar. Fiir die Bestimmung des Messfehlers bei der Kantenerfassung, wur-
den die Tropfchenvolumina fiir zwanzig aufeinanderfolgende Bilder berechnet und an-
schlieBend deren Ergebnisse miteinander verglichen. Der maximal eintretende Kanten-
fehler betridgt bei einer Kanalbreite von 34 Pixeln, das der Kantenlédnge eines Wasser-
plugs entspricht, drei Pixel. Der geschitzte Fehler bei der Berechnung des Tropfchenvo-
lumens ergibt sich aus Gl. 5.2 und betriagt +5%.

oV
AV = Sx

Die Standardabweichung bei der Berechnung des Tropfchenvolumens bei zwanzig auf-

oV oV
A4 || Ay | Az (5.2)
oy 0z

einanderfolgenden Bildern betrigt 0,0464 - 1073 cm?.

Die Berechnung des Kontaktwinkels erfolgte gemill der in Kap. 4.3.4 beschriebenen
Methode. Gemal dieser wurden zwanzig aufeinanderfolgende Einzelbilder ausgewertet.
Das Messergebnis hing, wie bei der Volumenberechnung, mafgeblich von der Prizision
der Kantenerfassung ab. Fiir eine prédzise Berechnung des Kontaktwinkels ist die Be-
stimmung des Startpunkts fiir die Dreiphasenkontaktlinie, an der die Tangente fiir die
Berechnung des Kontaktwinkels angelegt wird, entscheidend (s. Abb. 5.11). Allerdings
war es nicht moglich, die Einzelbilder untereinander zu vergleichen, um den Messfehler
zu bestimmen. Das Tropfchen hitte beim Durchlaufen des Messfensters unter dem Ein-
fluss lokaler Benetzungszustandsdnderung stehen konnen. Aus diesem Grund wurden
die Kontaktwinkelergebnisse mit einer kommerziell erhiltlichen Kontaktwinkelsoftware

(Screen Protractor) verglichen. Bei der Software Screen Protractor wurde die Basislinie,
von der aus die Tangente zur Berechnung des Kontaktwinkels angelegt wurde, manuell
eingestellt, so dass sich eine weitere Messunsicherheit ergab. Aus diesem Vergleich folg-
te ein maximaler Fehler von 3 %. Die Standardabweichung betrug bei zwanzig Bildern
+1°. Diese Angaben beziehen sich sowohl auf den Fortschreite- als auch auf den Riick-
zugswinkel.

Fiir die Berechnung der Tropfchengeschwindigkeit gemall Kap. 4.3.3 wurde der Posi-
tionsunterschied Ax zwischen zwei aufeinanderfolgenden Einzelbildern bestimmt. Der
Messfehler resultierte aus der Bestimmung der Tropfchenreferenzpunkte, die wieder-
um von der Kantenerfassung abhingen. Die Bildfolgenrate ist konstant und wurde vor

Messbeginn festgelegt. Der maximale Fehler bei der Positionsbestimmung des Tropf-
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Bild nach Preprocessing Bild nach Erfassung der Tangente fiir die
Kontaktwinkelberechnung

Abb. 5.11: Ergebnis der Kontaktwinkelerfassung.
links: Bild nach dem Preprocessing.

rechts: Bild nach Erfassen der Tangente fiir die Kontaktwinkelberechnung.

chens betrug 3 Pixel.

Von der Berechnung der Tropfchengeschwindigkeit hingt indirekt auch die Kapillar-
zahlberechnung ab. Fiir ihre Berechnung wurde angenommen, dass die kontinuierliche
Phase mit derselben Geschwindigkeit wie das Tropfchen flieBt. Daraus folgt der selbe
Messfehler.

Alle weiteren Tropfchenabrissparameter sind materialabhéingig und wurden deshalb nicht
in den Leistungsfihigkeitstest einbezogen.

Dieses Programm bietet die Moglichkeit schnell, prizise und einfach alle notwendigen
Tropfcheneigenschaften und deren Abrissparameter zu bestimmen. Die Ergebnisse aus
den Messungen ermoglichen ein tiefergehendes Verstindnis fiir den Tropfchenabriss zu
entwickeln. Dariiber hinaus erlaubt es schnell und einfach Optimierungspotential fiir

die Tropfchengenerierungsmodule ausfindig zu machen, um eine monodisperse Tropf-
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chengenerierung zu gewihrleisten. Lichtschwankungen oder Vibrationen des Messauf-
baus beeintrichtigen das Messergebnis auf. Da dieses Programm allerdings konstantem

kiinstlichem Licht im Labor ausgesetzt ist, ist dieses Problem vernachldssigbar.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

6.1 Zusammenfassung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmalig dreidimensional nanostrukturierte und su-
perhydrophobe mikrofluidische Systeme auf Polymerbasis fiir die Generierung von mon-
odispersen Tropfchen in Zwei-Phasen-Systemen vorgestellt. Anwendung fanden diese

in der Verkapselung lebender Zellen. Hierfiir wurde, wie folgt, vorgegangen:

¢ Experimentelle Bestimmung der Tropfchenabrissparameter
Fiir die Generierung monodisperser Tropfchen wurden in Vorversuchen die am
Tropfchenabriss beteiligten Einflussgrofen in gefristen mikrofluidischen Syste-
men aus PMMA ermittelt. Die Tropfchenbildung erfolgte an einer T-Kreuzung.
Neben den Flussraten der fliissigen Medien, der Viskositét dieser und deren Tem-

peratur war der Einfluss des Bentzungszustands der Kanalwéinde dominierend.

e Numerische Simulation des Tropfchenabrisses in hydrophilen und superhy-
drophoben mikrofluidischen Systemen
Fiir die Bestimmung der Grofe des Einflusses des Benetzungszustandes auf den
Tropfchenabriss wurden numerische Simulationen in hydrophilen und superhydro-
phoben mikrofluidischen Systemen durchgefiihrt. Aus den numerisch bererchneten
Ergebnissen folgt, dass sich bei Kontaktwinkeln > 120° monodisperse Tropfchen
in periodischen Intervallen bilden. Im Vergleich dazu erfolgt der Tropfchenabriss
in hydrophilen Systemen in unregelmifigen Abstinden, woraus ungleiche Tropf-

chenvolumina resultieren.

e Ermittlung eines wasserabweisenden Strukturmusters
Der Benetzungszustand wurde durch physikalische Strukturierung der Polymero-
berfliche beeinflusst. Aus der Evaluation verschiedener Strukturmuster nach der

Cassie-Baxter-Theorie folgte, dass zylindrische Sdulen in einem hexagonalen Git-
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ter mit einem Saulendurchmesser von 200 nm und einem Abstand von 400 nm den

hochsten kritischen Druck bei gleichzeitig kleinster Auflagefldache bieten.

e Konzeption und Umsetzung eines Fertigungsprozesses fiir die dreidimensio-
nale Integration superhydrophober Nanostrukturen in ein mikrofluidisches
System
Ausschlaggebend fiir die Generierung monodisperser Tropfchen ist, dass sich die
Nanotrukturen auf allen Kanalwinden befinden, um einen uniformen superhydro-
phoben Benetzungszustand zu gewihrleisten. Zu diesem Zweck wurde erstmals
ein Fertigungsprozess, der die Nanostrukturen dreidimensional in ein Kanalsystem
integriert, entwickelt: Fiir die Fertigung der wasserabweisenden Nanostrukturen
wurde ein Shimformeinsatz sowohl iiber Elektronen- als auch iiber Interferenzli-
thografie und anschlieender Replikation der Resiststrukturen durch Nickelgalava-
nik erzeugt. Er wurde iiber das Vakuumheif3prigeverfahren in diinne PMMA -, PC-
und PS-Folien abgeformt. Die dreidimensionale Integration der Nanostrukturen
in ein mikrofluidisches System erfolgte durch Umformung der diinnen, geprigten
Folie in eine Maske mit integriertem Fluidiksystem tiber das Mikrothermoformver-
fahren. Es konnte gezeigt werden, dass dieses Fertigungsverfahren reproduzierba-
re mikrofluidische Systeme mit sehr guter Strukturqualitét erzeugt. Die Strukturen
wiesen auf einer Fliche von 4cm? nur wenige Fehlstellen auf. Die Defektstellen-
rate betrug fiir alle drei Polymere 0,5 % Diese Strukturqualitét blieb selbst nach
erneutem thermischen Einwirken durch das Mikrothermoverfahren vollstindig er-
halten. Die durch das Mikrothermoformverfahren gebildeten halbrunden Kanile
wirken sich begiinstigend auf das Stroumgsverhalten der fliissigen Medien aus, da
sie diese fokussieren. Dariiber hinaus zeichnet sich das Fertigungsverfahren durch

Zykluszeiten von 60 min aus.

e Ermitteln eines biokompatiblen Oberflichenfunktionalisierungsverfahren Fiir
eine weitergehende Optimierung des Benetzungszustandes wurden zwei Oberfli-
chenfunktionalisierungsverfahren angewandt und miteinander verglichen: Die Ober-
flichenfunktionalisierung iiber das Biomolekiil HFBI und iiber das Sputtern einer
Goldschicht. Sie mussten die Anforderungen biokompatibel, in diinnen Schichten

auf den Nanostrukturen aufliegend und schnell und einfach zu realisieren erfiil-
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len. Das Biomolekiil HFBI ordnet sich selbststindig in einer Monolage auf Ober-
flachen an. Die Adsorption und Desorption von HFBI auf Glas- und Siliziumo-
berflichen wurde bereits untersucht. Indessen war bis zu dem Zeitpunkt unklar,
wie die Adsorption und Desorption von HFBI auf Polymeroberflichen, wie bei-
spielsweise PMMA, PC oder PS, erfolgt. Dies wurde in einer QCM Messzelle
bei unterschiedlichen pH-Werten und unterschiedlichen Tween 20 Konzentratio-
nen untersucht. Die Adsorption erreichte bei einem pH-Wert von 5.5 ihr Opti-
mum. Allerdings wurden die Biomolekiilschichten durch das Tween 20 zum Teil
entfernt oder ersetzt, woraus folgt, dass die Schicht nicht robust gegeniiber Netz-
mitteln ist. Kontaktwinkelmessungen zeigten, dass durch die HFBI-Schicht der
Kontaktwinkel auf ca. 20° verringert wurde. Eine weitere Immobilisierung von
Whiskern, die den Kontaktwinkel erhohen sollte, war nicht durchfiihrbar, weder
durch Layer-by-Layer-Verfahren noch durch Immobilisierung der Molekiile in L6-
sung und anschlieBendem Aufbringen auf die Oberflache. Deshalb wurde dieses
Verfahren nicht weiter verfolgt. Allerdings liefert die Untersuchung grundlegende
Erkenntnisse zu dem Adsorptions- und Desorptionsverhalten von Biomolekiilen
auf Polymeroberfldchen. Fiir die Oberflichenfunktionalisierung wurden demzu-
folge gesputterte Goldschichten verwendet. Sie lagern sich in Goldagglomeraten
auf den Nanostrukturen an, wodurch sie die Rauheit erhohen und die Benetzung

verringern.

Charakterisierung der superhydrophoben Oberflichen

Fiir eine vollflichige Charakterisierung der strukturierten Folien wurden statische
und dynamische Kontaktwinkelmessungen durchgefiihrt. Der Kontaktwinkel stieg
im Falle vom goldbeschichteten PMMA um mehr als 50° und bei den goldbe-
schichteten PC- und PS-Folien um mehr als 40° an. Fiir alle drei Polymere lagen
die Kontaktwinkel oberhalb des gewiinschten kritischen Werts von 120°. Die Kon-
taktwinkelhysterese lag fiir alle drei Polymere unter 20 %. Demzufolge weisen die
Oberflichen nur vereinzelt Fehlstellen auf und besitzen eine sehr gute Struktur-
qualitdt. Dieses Ergebnis stimmt mit den gmessenen Defektstellenraten anhand
der REM-Aufnahmen der geprigten Polymerfolien iiberein. Neben der sehr guten

Strukturqualitit erfolgt die Tropfenmobilitit auf diesen Oberflachen sehr gut, da

121



6 Zusammenfassung und Ausblick

122

nahezu keine Energiebarrieren iiberwunden werden miissen.

Fiir den Nachweis der analytisch berechneten idealen wasserabweisenden Struk-
turdimensionen wurde eine Strukturvariation durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeig-
ten, dass Strukturdimensionen im Nanometerbereich hohere Kontaktwinkel erzeu-
gen als solche im Mikrometerbereich. Sie bestétigen folglich die analytischen Be-
rechnungen. Zudem zeigte sich, dass Sdulenabstinde, die das Einfache und das

Vierfache des Sdulendurchmessers betragen, hohere Kontaktwinkel erzielen.

Charakterisierung des superhydrophoben mikrofluidischen Systems

Mit den hydrophilen und superhydrophoben mikrofluidischen Systemen wurden
der Vergleichbarkeit halber Versuche zur Tropfchengenerierung durchgefiihrt. In
den hydrophilen Systemen dispergierte Luft in Wasser. Der Abriss erfolgte un-
periodisch und erzeugte infolgedessen keine konstanten Tropfchenvolumina. Der
Tropfchenabriss im Falle der superhydrophoben Systeme erfolgte gemil3 der nu-
merischen Ergebnisse periodisch und folglich monodispers. Es wurden Luft-Wasser
und Luft-Alginat-Gemische untersucht. Der Tropfchenvolumenbereich, der sich
reproduzierbar einstellen lieB3, bewegte sich zwischen 0,5 ul—4 pl Die maximal auf-
tretende Abweichung des Tropfenvolumens lag bei groBen Trépfchen bei 3 % und
bei kleinen bei 1 %. Es wurden Tropfchenraten von mehr als 800 Tropfchen pro
Minute bei hohen Flussraten erzielt. Dafiir wurden einminiitige Tropfchenvideo-
sequenzen mit dem eigens entwickelten Tropfchenanalyseprogramm ausgewertet.
Dariiber hinaus wurde der Einfluss der Viskositit auf den Tropfchenabriss unter-
sucht. Zu diesem Zweck wurde Alginat mit ansteigender Konzentration verwen-
det. Bei niederviskosem Alginat erfolgte der Tropfchenabriss stabil und periodisch
tiber den gesamten Flussratenbereich. Bei hochviskosem Alginat allerdings wurde
das System trige. Das System bendtigte bis zu einer Minute, um sich zu stabili-
sieren und bei Abschalten der Spritzenpumpen wurden Tropfchen nachproduziert.
Ein Tropfchenabriss war nur bei hohen Flussraten moglich. In der vorliegenden
Arbeit wurde der Tropfchenabriss unter dem Einfluss hoch und niederviskoser Me-
dien, bei ansteigenden Flussraten und in hydrophilen und superhydrophoben Ka-
nalsystemen untersucht, so dass eine vollstindige Charakterisierung des Systems
vorliegt. Das dreidimensional nanostrukturierte und superhydrophobe mikrofludi-

sche System wurde fiir die Verkapselung von lebenden Zellen in Alginatkapseln



6.2 Ausblick

angewendet. Erste Untersuchungen demonstrieren die Eignung dieses Systems fiir
die Generierung monodisperser Kapseln. In einer Kapseln befanden sich bis zu 100
Zellen. Somit erfiillt dieses System die Anforderung standardisierte Versuchbedin-
gungen fiir die Untersuchung von lebenden Zellen in Alginatkapseln zu liefern,

indem es uniforme Tropfchengeometrien mit konstanten Volumina erzeugt.

e Entwicklung und Implementierung eines Softwareprogramm fiir die Tropf-
chenanalyse
Fiir die Untersuchung des Tropfchenabrissverhaltens und fiir den Nachweis der
Monodispersitit der erzeugten Tropfchen wurde ein Bildverarbeitungsprogramm
konzipiert und implementiert. Das Programm ist in der Lage Videosequenzen mit
Bildraten bis zu 100 Bildern pro Sekunde in Echtzeit zu bearbeiten. Es misst das
Tropfchenvolumen mit einem maximalen Messfehler von 3% und den Kontakt-
winkel zwischen Tropfchen und Kanalwand mit einer Standardabweichung von
+1°. Durch die beriihrungslose, prizise und echtzeitfihige Berechnung der Gro-
Ben eignet sich das Programm als Messverfahren fiir tropfchenfluidische Untersu-

chungen.

6.2 Ausblick

Der in dieser Arbeit vorgestellte Fertigungsprozess und insbesondere das Mikrothermo-
formverfahren erlaubt eine schnelle, einfache und kostengiinstige Umsetzung von tropf-
chenbasierten mikrofluidischen Systemen fiir eine Vielzahl von bioanalytischen Anwen-
dungen. Ein vielversprechendes Anwendungsgebiet ist die Verkapselung von einzelnen
lebenden Zellen. Erste Erfolge mit diesem System wurden in der vorgestellten Arbeit
nachgewiesen (s. Kap. 5.2.5). Weiterfiihrende Arbeiten konnten das System erweitern,
um das Auspolymerisieren der Kapseln zu erleichtern und um einzelne Zellen zu verkap-
seln. Das Auspolymerisieren der Kapseln kann durch Zufiihren der Polymerisierungs-
16sung iiber einen weiteren Kanal innerhalb des mikrofluidischen Systems erfolgen (s.
Abb. 6.1). Ein Monitoring der Anzahl der verkapselten Zellen ist iiber eine Erweite-
rung des bildverarbeitenden Programms moglich. Im Falle von mehreren oder keinen
Zellen in der Kapsel gibt das Programm diese Information an ein Sortierungselektro-
denpaar, welches die Einzellkapseln von diesen absondert, weiter. Entsprechende Vor-

untersuchungen zur Sortierung von Tropfchen liegen vor (s. Kap. 5.3).
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Polymerisierungslésung ‘

Luft

Alginat
Polymerisierungskanal ‘

Abb. 6.1: Tropfchenbasiertes mikrofluidisches System zur Zellverkapselung mit integriertem Po-
lymerisierungskanal, in dem die Polymerisierung der Alginattropfchen statt findet. Ka-

nalldnge und -breite sind an die Polymerisierungsdauer angepasst.

Die dreidimensional nanostrukturierten und superhydrophoben mikrofluidischen Syste-
me eignen sich dariiber hinaus auch fiir die Klidrung grundlegender Fragen in der Stro-
mungsmechanik. Beispielsweise fiir die Frage, wie sich Fluide in diesen Systemen be-
wegen. Die Haftungsbedingung fiir Fluide an den superhydrophoben Kanalwénden gilt
nicht. Vielmehr gleiten sie auf diesen Oberfldchen. Fiir die Bestimmung der effektiven

Gleitldnge, miissen geeignete Messverfahren entwickelt werden.
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7 Appendix :Zellkultivierungsprotokoll

Fiir die Verkapselung von lebenden Zellen wurden Zellkulturen, die im Rahmen einer
Kooperation mit der Arbeitsgruppe Prof. Sleeman vom Institut fiir Toxikologie und Ge-
netik (ITG, Karlsruhe Institut fiir Technologie) bereitgestellt. Fiir die Zellkultur und die
Zellernte wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen ([118]):

7.1 Zellkultur und -ernte

Primire menschliche lymphatische Endothelzellen (LEC) und menschliche umbilica-
le vein Endothelzellen (HUVECs) wurden von Cambrex oder Provitro (Heidelberg,
Deutschland) gekauft. Die LEC und HUVEC-Zellen wurden in endothelem Zellmedi-
um (Cambrex, Verviers, Belgien), das zusitzlich mit 5% fetalem Kélberserum (FCS,
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) erginzt wurde, gehalten. Nur friithe Passagen der
LEC-Zellen, die ein LEC-Markerprofil behalten haben, wurde fiir die Untersuchung ver-
wendet. Die HUVEC-Zellen waren in Passage 8. Die Zellen wurden geerntet, mit einem
70 % eiskaltem Ethanolgemisch vermischt und iiber Nacht bei 4° - °C fixiert. Anschlie-
Bend wurden die Zellen bei 530¢g fiir 5min pelletiert, einmal mit Phosphat-gepufferter
Salzlosung (PBS, Invitrogen) gewaschen, gefolgt von einem Firbungsschritt im Dunklen
mit Draq5 (Biostatus Limited, Leicestershire, GroBbrittanien) bei einer finalen Konzen-
tration von 10uM fiir 15min. Die Zellzyklenanalyse wurde mit einem FACScan Gerit
(Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) durchgefiihrt, um den DNA-Gehalt der

Zellen zu bestimmen.
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