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Einleitung

1 Einleitung

Die analytische Chemie hat in den 1990er Jahren den generellen techni-
schen Trend der Miniaturisierung aufgenommen und dabei aus mess-
technischer und technologischer Sicht einen revolutiondren Paradigmen-
wechsel vollzogen [1-5]. Durch umfassenden Einsatz der Mikrotechnik
konnten kleine kompakte analytische Instrumente entwickelt werden, mit
denen chemische Analysen schneller, zuverlassiger und kostengunstiger
mit geringerer Probenmenge und niedrigem Energieverbrauch durchge-
fuhrt werden kdnnen. Hauptkomponente ist ein mikrofluidischer Chip, auf
dem wichtige Funktionen der chemischen Analyse von der Probenvorbe-
reitung bis zur Detektion realisiert werden kénnen. Das ,Labor auf dem
Chip® (engl. Lab-on-Chip, LOC) ist insbesondere fir die Bioanalytik at-
traktiv, sei es fur den Einsatz im Zentrallabor oder fir ,Point-of-Care" An-
wendungen. Aber auch fur eine Vielzahl weiterer Anwendungen von der
Lebensmittelanalytik, Umweltanalytik, Prozesskontrolle bis hin zu ,Ho-
meland Security“ besteht grol3es Interesse [6-13].

Das Institut fur Mikrostrukturtechnik (IMT) des Karlsruher Instituts fur
Technologie (KIT) hat diesen Trend aufgegriffen und sich dabei auf Kapil-
larelektrophorese (CE) im Mikrochipformat fokussiert, welche generell
als ein Schrittmacher der LOC-Systeme gilt [14-17]. Mit dem Einsatz von
Polymeren anstelle des bisher verwendeten Glases als Material flr die
Chipsubstrate und der kontaktlosen Leitféahigkeitsmessung anstelle auf-
wandiger optischer Verfahren fir die Detektion, will man eine signifikante
Kostenreduktion gegeniiber dem bisherigen Geréatestandard erreichen
und so fir LOC mehr Praxisanwendungen und verbesserte Akzeptanz
erreichen. Eine Geratefamilie fur ,Miniaturisierte Kapillarelektrophorese®
(MinCE_ family) wurde konzipiert, wobei MinCE_ basic ein erstes univer-
sell einsetzbares Gerat darstellt und MinCE_online mit automatisiertem
Fluidikhandling ftr komplexe Aufgaben in der Prozesskontrolle zum Ein-
satz kommen soll [18, 19].
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Die bisherigen Arbeiten fihrten zu neuen Fragestellungen, die fir den
weiteren Einsatz von MinCE &ulerst relevant sind:

e Im Bereich von Grundlagenuntersuchungen zur DNA-Analytik als
Hauptanwendung mit extrem grolem Einsatzpotenzial wurde bei
ersten Versuchen eine besonders hohe Empfindlichkeit der kon-
taktlosen Leitfahigkeitmessungen festgestellt. Was sind mdgliche
Ursachen dafiir und kann man daraus Schlussfolgerungen fir die
weitere Optimierung ziehen?

e Wichtig fur die analytische Performance der Mikrochip-CE sind die
exakte Injektion der Probe als kritische Gréfe fur die Analyseprazi-
sion und ein grolRes Signal-Rausch-Verhéaltnis der elektrischen
Messanordnung als bestimmend fir die analytische Nachweisgren-
ze. Welche Moglichkeiten zu messtechnischen Verbesserungen
gegenlber dem gegenwartigen Stand gibt es?

e MIinCE_basic und MiInCE_online sind Ein-Kanal-Messsysteme.
Welche Mdglichkeiten der Mikrotechnik zur Integration von Kompo-
nenten und damit zur Steigerung der Produktivitat und zur weiteren
Kostenreduktion lassen sich nutzen?

Unter diesen Aspekten ist die vorliegende Arbeit wie folgt gegliedert:

Kapitel 2 enthalt die theoretischen und technischen Grundlagen der Mi-
krochip-Kapillarelektrophorese und der zugehérigen Messtechniken.
Zum Thema DNA-Analyse werden die Struktur von DNA, ihre elektri-
schen Eigenschaften in wéassrigen Lésungen und die Vorgehensweise
der DNA-Analyse mittels Elektrophorese erarbeitet. AnschlieRend wer-
den Basistechnologien zur Mikrostrukturierung und die Aufbau- und Ver-
bindungstechnologien beschrieben.

In Kapitel 3 werden die Herstellungsstrategien und die Prozessschritte
fur die mikrofluidischen Chips aus Polymeren und die Impedanzsensoren
ausfihrlich dargestellt. Aufbauend auf dem schon am IMT etablierten
Know-How werden weitere Optimierungen zu dieser Arbeit dargestellt.
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Die durchgefiihrten Experimente zu Grundlagenuntersuchungen folgen
in Kapitel 4. Die Ergebnisse zum Thema empfindliche Leitfahigkeitsde-
tektion in der DNA-Analytik werden zunachst diskutiert, anschliel3end
wird auf die messtechnische Verbesserung der Sensorempfindlichkeit
eingegangen. Die integrierte Uberwachung der Probeninjektion zur Ver-
besserung der Analysenprazision wird zum Schluss vorgestellt.

Kapitel 5 stellt ein Lab-on-Chip-System fur Multi-Kanal-Messungen als
Prototyp fir die nachste Gerategeneration vor. Neu ist insbesondere die
CE auf einer CD-Plattform, wofir eine Industriekooperation mit der Firma
arvato digital service (Gutersloh, Deutschland) eingegangen wurde, die
hauptsachlich optische Speichermedien wie CDs und DVDs herstellt. Die
Entwicklungsschritte vom Layout-Entwurf Gber die Auswahl und techno-
logische Anpassung eines flir die chemische Analyse geeigneten Hoch-
leistungspolymers bis hin zur Entwicklung eines kompakten Messgerats,
das einem portablen CD-Player gleicht, werden detailliert aufgefihrt.
Erste Messungen und die Ergebnisse werden zum Schluss dargestellit.

Die Arbeit wird schliellich in Kapitel 6 zusammengefasst.
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2 Grundlagen

In diesem Kapitel werden theoretische und technische Grundlagen zum
Verstédndnis des in dieser Arbeit behandelten Themas erarbeitet. Eine
Einflihrung in das Arbeitsgebiet und die Vorstellung der relevanten Theo-
rien werden Hinweise auf die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersu-
chungen und System-Entwicklungen geben.
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2.1 Lab-on-Chip

Der generelle Trend der Miniaturisierung bei modernen Techniken wurde
auch in die instrumentelle Chemie implementiert [20-26]. Die ldee war,
dass zu analysierende Proben in mikrofluidische Chips gebracht werden,
in denen sémtliche Teilschritte einer Analyse von der Probenvorbereitung
bis zur Detektion vollzogen werden. Durch die Miniaturisierung kénnen
chemische Analysen schneller, zuverlassiger und kostengunstiger mit
geringerer Probenmenge und niedrigem Energieverbrauch durchgefihrt
werden. Aul3erdem kdnnen die Analysen durch die Integration sdmtlicher
Teilprozesse automatisiert werden.

Das erste Lab-on-Chip-System war ein miniaturisierter Gaschromato-
graph, der in den 1970er Jahren von Terry, Jerman and Angell auf einem
zwei-Zoll-Siliziumwafer entwickelt wurde. Dabei zeigten sie den neuen
Einsatz von dem aus der Mikroelektronik bekannten Silizium als Substrat
fur analytische Komponenten [27, 28]. Ende der 1980er Jahre und An-
fang der 1990er Jahre expandierte die Lab-on-Chip-Forschung in ver-
schiedenen analytischen Bereichen [7, 29-32]. Mikrofluidische Bauteile,
wie Mikrokanale, Mikropumpen, Mikroventile und Flusssensoren wurden
mit den aus der Halbleiterforschung Gbernommenen Techniken herge-
stellt und in einem System integriert [33].

In den 1990er Jahren wurde kommerzielles Interesse fir Lab-on-Chip-
Systeme geweckt, als die Technologien ein grof3es Potenzial in der gen-
technischen Forschung wie Kapillarelektrophorese fir DNA-Sequenzie-
rung und DNA-Mikroarrays gezeigt haben. Hierfir bietet Mikrofluidik at-
traktive Vorteile wie schnelle Prozesse mit einem hohen Probendurch-
satz, hohe Auflésung und die Mdéglichkeit zur Automatisierung. Das erste
vollautomatisierte Lab-on-Chip-System zur DNA- und Proteinanalyse
wurde von der Firma Agilent Technologies (Palo Alto, Kalifornien, USA)
1998 auf dem Markt présentiert (Abb. 2-1).
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Abbildung 2-1 Ein Lab-on-Chip-System zur DNA- und Protein-Analyse der Firma
Agilent Technologies

Mit den Mikrochips in handhabbarem Malstab erhdhte sich der Bedarf
an kompakten Messgeraten. Die miniaturisierten portablen Analysenge-
rate kdnnen die Analytik vom Zentrallabor hin zur Vor-Ort-Untersuchung
bringen. Insbesondere kann solch ein kompaktes System in Point-of-
Care-Testing fur medizinische Diagnostik und in der Telemedizin einge-
setzt werden. Ein Blutmessgerdt von der Firma Medimate (Enschede,
Niederlande) mittels Kapillarelektrophorese im Mikrochipformat fur Lithi-
umgehaltbestimmung im Blut zur Behandlung von Depression stellt ein
gutes Beispiel dar [34, 35]. Patienten kénnen selbst durch Blutmonitoring
mit einem Mikrochip zu Hause die richtige Lithiumdosierung zur Behand-
lung der Depression Giberwachen.

2.2 Einfiihrung in die Kapillarelektrophorese

Kapillarelektrophorese gilt als eine der fortschrittlichsten instrumentellen
Separationstechniken in der analytischen Chemie. Die Miniaturisierung
von Kapillarelektrophorese auf einem Chip ist ein gelungenes Beispiel in
der Lab-on-Chip-Entwicklung.

Elektrophorese bezeichnet die Migration von elektrisch geladenen Spezi-
es in elektrolytischen Lésungen unter Einfluss des elektrischen Feldes.
Die Migrationsgeschwindigkeit von jeder Spezies ist von der Ladung des
Teilchens, seiner Gréf3e und Umgebung sowie von der Starke des elek-
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trischen Feldes abhéngig. Dadurch kommt es im Zuge einer elektropho-
retischen Migration zur Separation verschiedener Spezies in Lésungen.

Elektrophorese als Separationstechnik wurde zuerst in den 1930er Jah-
ren von Tiselius vorgestellt, dabei wurde menschliches Serum nach Albu-
min, a-Globuline, B-Globuline und y-Globuline getrennt [36]. Seine Arbeit
demonstrierte das Potential der Elektrophorese und wurde in 1948 mit
dem Nobelpreis ausgezeichnet. Die Entwicklung der Kapillarelektropho-
rese begann mit den Pionierarbeiten Ende der 1970er Jahre von Mik-
kers, Everearts und Verheggen [37]. Durch den Einsatz diinner Réhren
aus Teflon mit Innendurchmessern bis 200 ym wurden elektrophoreti-
sche Trennungen realisiert. Zu Beginn der 1980er Jahre konnten hochef-
fiziente Trennleistungen durch den Einsatz von Quarzglaskapillaren mit
Innendurchmessern von 75 ym von Jorgenson und Lukacs erzielt wer-
den, wobei das grol3e Verhaltnis von Oberflache zu Volumen den stéren-
den Einfluss der thermisch induzierten Konvektion stark vermindert hat
[38, 39]. Verbesserte Warmeableitung ermdglichte dabei den Einsatz ei-
nes grolden elektrischen Feldes zur Separation, welches die gesamte
Analysezeit verkirzte.

Bei den gegenwartigen Entwicklungen zur Miniaturisierung in der analyti-
schen Chemie wurde die Kapillarelektrophorese Anfang der 1990er Jah-
re von Manz und Harrison in das Mikrochipformat Ubertragen [40, 41].
Die Motivation zur Miniaturisierung instrumenteller Trennverfahren beruht
auf der reduzierten Analysezeit und dem geringen Verbrauch von L6-
sungsmitteln und Analytproben. Kapillaren werden durch Mikrokanale er-
setzt. Aullerdem wurde eine neue Methode zur Integration der Probenin-
jektion auf dem Chip mittels einen zusatzlichen Mikrokanals vorgestellt.
Eine typische Mikrochip-Kapillarelektrophorese ist in Abbildung 2-2 dar-
gestellt. Sie besteht aus zwei sich kreuzenden Kanélen; ein kurzer Kanal
dient zum Probentransport und zur Probeninjektion, im langen Kanal fin-
det elektrophoretische Separation statt. An den Enden der Kanéle befin-
den sich Fluidreservoirs zur Fluideinfihrung von der Makrowelt in den
Mikrokanal.

Die beide Kanale werden mit Puffer, einer elektrolytischen Lésung befillt
und die Probe wird in ein Reservoir an einem Ende des kurzen Injekti-
onskanals Uberfihrt. Durch Anlegen eines elektrischen Feldes, l&sst sich
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die Probe durch den Injektionskanal transportieren (Abb. 2-2 (a)). Ein de-
finierter Teil der Probe, der sich in der Kanalkreuzung befindet, wird
durch Umschalten der Spannung vom Injektionskanal zum Separations-
kanal Uberfuhrt (Abb. 2-2 (b)), wodurch eine reproduzierbare Dosierung
der Probenmenge erreicht wird, die dem Volumen der Kanalkreuzung
entspricht. Die Probe im Separationskanal wird dann unter dem Einfluss
des elektrischen Feldes in einzelne Spezies getrennt, welche dann am
Ende des Trennkanals detektiert werden (Abb. 2-2 (c)).

HV
1
(@) |Analyt
—- °
l Probentransport
€
(b)
HV——@ & L
W  Probeninjektion =

(c) Dettiktion

|
HV——@ - ——®
l Trennung J—

Abbildung 2-2 Sequenz der Mikrochip-CE:
(a) Probentransport, (b) Probeninjektion, (c) Separation

Anwendungen der Kapillarelektrophorese im Mikrochipformat sind viel-
seitig. Sie reichen von der Lebensmittelanalytik, dem Umweltmonitoring,
dem Prozessmonitoring in der Elektrochemie, der pharmazeutischen
Forschung, der medizinischen Diagnostik, kriminaltechnischen Untersu-
chungen bis zur Genforschung [8, 42-51]. Auftrennung von DNA-Frag-
menten ist in vielen biologischen Untersuchungen und der Genforschun-
gen ein wichtiger Schritt; Kapillarelektrophorese etabilierten sich in der

10
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DNA-Analytik als ein Standardverfahren.
2.3 Theoretische Grundlagen der Kapillarelektrophorese

2.3.1 Elektrophoretische Mobilitat

In einem elektrischen Gleichfeld wandern geladene Teilchen in bestimm-
ten Richtungen — Anionen wandern zur Anode und Kationen zur Katho-
de. Unter stationaren Bedingungen bewegen sich die lonen durch die
Trdgermedien mit einer konstanten Geschwindigkeit. Dabei wird die
Wandergeschwindigkeit mit zunehmender Feldstérke groler.

Vep = lop E (2-1)
Vep = Wandergeschwindigkeit (m/s)
Uep = elektrophoretische Mobilitat (m?/V-s)
E = elektrische Feldstérke (V/m)

Die unterschiedliche Wandergeschwindigkeit von lonen resultiert aus ih-
rer elektrophoretischen Mobilitat, einer stoffspezifischen Konstante der
lonen, die durch die auf die lonen wirkenden Krafte beschrieben wird.
Auf sie wirkt einerseits durch das elektrische Feld eine beschleunigende
Kraft, anderseits eine Reibungskraft. Die Beschleunigungskraft Fe, (N)
kann aus der Ladungszahl der lonen z, und der Feldstarke E berechnet
werden.

Fep: Zi'eo'E (2'2)

e, = elektrische Elementarladung (1,6-10"° C)

Die Reibungskraft Fr (N) lasst sich unter der Annahme von kugelférmi-
gen lonen in einem laminaren Fluss anndhernd durch das Stokessche
Gesetz beschreiben.

FRZG'E'n'ri'Vep (2'3)

N = Viskositat der Lésung (Pa-s)
ri = Stokesscher lonenradius (m)

11
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Das lon wird solange beschleunigt, bis die beiden Krafte zueinander im
Gleichgewicht stehen.

Fep = Fr (2-4)

Im Kraftegleichgewicht bewegen sich die lonen mit einer konstanten Ge-
schwindigkeit vep, die proportional zum angelegten elektrischen Feld und
zur Mobilitat ist (Gl. 2-1).

Durch Einsetzen von 2-1, 2-2 und 2-3 in 2-4 ergibt sich folgende Glei-
chung:

- 4% 2.5
‘uep_6'ﬂ"n‘r,- (-)

Die elektrophoretische Mobilitat und die daraus resultierende Wanderge-
schwindigkeit eines lons ist abhéngig von seiner Gré3e und seiner La-
dung. Kleine und héher geladene lonen wandern schneller als grof3e lo-
nen mit weniger Ladungen. Jedoch ist die direkte Berechnung der elek-
trophoretischen Mobilitat nicht méglich, da Gl. 2-5 nur fur kugelférmige
Teilchen in unendliche verdinnten Lésungen gilt. Der Stokessche Radius
beinhaltet auch die Hydrathille in wassrigen Lésungen und korreliert
nicht mit dem messbaren lonenradius in Kristallgittern. Er konnte den-
noch durch viele experimentelle Arbeiten gewonnen werden. Anionen
sind im Allgemeinen wesentlich gréRer als Kationen und damit auch
schwécher hydratisiert. In der Praxis wird die elektrophoretische Mobilitat
von zusatzlichen Parametern, wie Temperatur, pH-Wert und Konzentrati-
on von Lésungen beeinflusst.

2.3.2 Elektroosmotischer Fluss

Neben der elektrophoretischen Mobilitat ist die Elektroosmose noch ein
wichtiger elektrokinetischer Effekt in der Kapillarelektrophorese. Viele
Materialien, z. B. Glas und Kunststoffe, haben in elektrolytischen L6sun-
gen Ladungen an die Oberflachen. Die Elektroosmose ist ein Phanomen
zwischen einer Elektrolytlésung und der geladenen Oberflache in der Ka-
pillare beim Anlegen eines elektrischen Feldes. Die resultierende relative

12
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Bewegung der Elektrolytldsung zur Kapillarinnenwand wird elektroosmo-
tischer Fluss (EOF) genannt. Das Grenzflachenphdnomen wird durch
das Prinzip des von Helmholtz und Stern beschriebenen Zwei-Phasen-
Systems erklart.

Bei Quarzglas, das fur Kapillarelektrophorese haufig verwendet wird, ist
die Oberflache je nach pH-Wert der Lésungen durch die Dissoziation der
Silanolgruppen unterschiedlich stark negativ geladen. Bei Polymeren, die
eigentlich keine ionisierbaren funktionellen Gruppen besitzen, kdnnen
sich Oberflachenladungen durch die Herstellungsprozesse, Oberflachen-
behandlung (z. B. Plasmabehandlung) oder durch die Adsorption dehy-
drierter Anionen von Elektrolytlésungen auf der Oberflache bilden.

,— Kapillarwand

® _® ®

O ®

%%@8 Ce 0

® O S
§®i®@i %0 ©
Q & P! S
5000 ® © o
850 © © o

=~ \— Diffuse Schic

\Starre gcftflichts ent

Potential !

Yot

Abstand zur Kapillarwand

Abbildung 2-3 (a) Aufbau der elektrischen Doppelschicht nach Stern
(b) Potentialverlauf in Abhangigkeit vom Abstand der Kationen zur Kapillaroberflache

13
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Zur Kompensation der negativ geladenen Oberflache wird ein Teil der
positiv geladenen lonen aus dem Elektrolyt an der Kapillaroberflache fi-
xiert und dadurch eine elektrische Doppelschicht ausgebildet (Abb. 2-3,
oben). Zu dieser starren Doppelschicht werden weitere gegengeladenen
lonen hingezogen und es entsteht eine diffuse, mobile Grenzschicht, de-
ren Potential exponentiell mit dem Abstand von der Oberflache abnimmt,
wahrend das Potential in der starren Schicht linear abnimmt (Abb. 2-3,
unten).

Die Elektroosmose ist vom Potential an der Grenzflache zwischen starrer
und beweglicher Schicht, dem so genannten Zeta-Potential, abhangig.
Dieses Zeta-Potential ist eine experimentell indirekt zugéngliche Gréle.
Wird ein elektrisches Feld angelegt, wandern die Kationen in der diffusen
Schicht langs ihrer Achse zur Kathode und ziehen die gesamte Flissig-
keit mit. Es bildet sich ein extrem flaches Strémungsprofil aus (Abb. 2-4
(links)), das zu einer sehr geringen Dispersion der Proben und daher zu
schmalen Peaks und hoher Effizienz fihrt, wahrend bei der druckgetrie-
benen Strémung in der Chromatographie ein parabolisches Hagen-Pois-
son-Stromungsprofil ausgebildet wird.

Abbildung 2-4 Vergleich der Strémungsprofile in der CE (links) und der Hochdruck-
flissigchromatographie (rechts) und die daraus resultierenden Peakprofile

Zur Beschreibung der Einflisse eines kapillarelektrophoretischen Sys-
tems auf den EOF ist es notwendig, das Zeta-Potential mathematisch
darzustellen. Betrachtet wird das Modell des parallelen Plattenkondensa-
tors fur die Beschreibung von Doppelschichten zwischen zwei Phasen:

14
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P
{ = N (2-6)
{ = Zeta-Potential
p = Ladungsdichte an der Wandoberflache
P = Debye-Huickel-Parameter

€ = Permittivitat des Elektrolyten

Der Debye-Hiicke-Parameter P ist proportional zur lonenstarke des Elek-
trolyten u, die wie folgt definiert ist:

u-= %Z C;Z (2-7)

¢ = Konzentration aller Puffer Bestandteile
z; = Ladungszahl der lonen

Aus den Gleichungen 2-6 und 2-7 ist ersichtlich, dass sich das Zeta-Po-
tential umgekehrt proportional zur lonenstarke und direkt proportional zur
Ladungsdichte an der Kapillarwand verhélt. Da die Oberflachenladung
an der Kapillarinnenwand stark vom pH-Wert anhangig ist &ndert sich
der EOF mit dem pH-Wert des Elektrolyten. Mit zunehmendem pH-Wert
steigt der EOF. Der EOF ist auch von der Konzentration des Elektrolyten
und von der Temperatur abhangig. Steigt die Konzentration des Puffers,
sinkt der EOF. Die Smoluchowski-Gleichung beschreibt den Zusammen-
hang zwischen der Geschwindigkeit der Volumenstrémung innerhalb der
Kapillare, der Feldstarke und dem Zeta-Potential:

Vo = - % E (2-8)

Veof = €lektroosmotischer Fluss (EOF)

Der EOF ist wie folgt definiert:

Veor = Heof - E (2-9)
Ueot = €lektroosmotische Mobilitat

Daraus resultiert die elektroosmotische Mobilitét peor:
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n (2-10)

:ueof =

Ein kathodischer elektroosmotischer Fluss Ubt eine Kraft in Richtung Ka-
thode auf die Analytmolekiile aus, so dass sich die effektive Mobilitat ei-
nes lons aus der vektoriellen Summe der elektrophoretischen Mobilitat
des lons und der elektroosmotischen Mobilitat im jeweiligen System er-
gibt.

ueff:ueofiﬂep (2'11)
Ue = effektive Mobilitat
+ fir Kationen, - fir Anionen

Die Wanderungsgeschwindigkeit ver des Analyten setzt sich entspre-
chend aus der vektoriellen Summe des EOF v und der elektrophoreti-
schen Wanderungsgeschwindigkeit v, zusammen:

Veff = Veof 1 Vep (2'12)
+ fUr Kationen, - fir Anionen

2.3.3 Detektion

Detektion von aufgetrennten lonen wird meistens direkt in der Trennka-
pillare erfolgen, kann aber nach Bedarf auch aul3erhalb der Trennkapilla-
re durch Kopplung mit dem Massenspektrometer (MS) oder mit einem
amperometrischen oder konduktometrischen Detektor durchgefiihrt wer-
den.

Die Detektion stellt ein Problem in der CE dar, da die Detektoren auf die
winzigen Dimensionen und die sehr scharfen Banden angepasst sein
sollten. Die Messzelle von z. B. 50 x 50 x 200 um? in einer Kapillare ent-
spricht so einem Volumen von nur 0,5 nL. Aul3erdem benétigen viele An-
wendungen eine sehr niedrige Nachweisgrenze und die Detektoren sol-
len auf die Trennleistung keine negativen Einflisse haben. Eine hohe
Leistung eines Detektors ist in der Praxis immer noch eine wichtige Her-
ausforderung.
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2.3.3.1 Optische Detektion

Optische Detektion erfolgt durch die Kapillare ohne Kontakt mit der L6-
sung. FUr konventionelle Systeme ist die optische Detektion wie UV/Vis-
und Fluoreszenzdetektion noch die meist verwendete Methode. Mit der
Methode kdénnen die meisten organischen lonen detektiert werden. Sie
kann auf einem mikrofluidischen Chip durch optische Fasern und Laser-
dioden integriert werden.

UV-Detektion

Bei den kommerziellen CE-Systemen wird die UV-Detektion, die von der
Hochdruckflissigkeitschromatographie (engl. High Pressure Liquid Chro-
matography, HPLC) Ubernommenen wurde, bisher haufig verwendet.
UV-absorbierende lonen kénnen bei bestimmten UV-Wellenlangen de-
tektiert werden. Diese direkte Detektion ist jedoch fir die meisten anor-
ganischen lonen nicht geeignet, da sie nur selten eine signifikante UV-
Absorption aufweisen. Sie kdnnen jedoch durch Verwendung von UV-ak-
tiven Puffern indirekt gemessen werden. Dabei liefern die Puffer ein kon-
stantes Absorptionssignal, wenn die Analytionen durch die Messzelle
wandern werden durch Verdrangung des Puffers negative Signalpeaks
gewonnen. Indirekte optische Detektion ist allerdings allgemein weniger
empfindlich als direkte Detektion.

Nach dem Lambert-Beerschen Gesetz (Gl. 2.13) ist die Empfindlichkeit
proportional zum Lichtweg durch die Messzelle. Bei der Kapillarelektro-
phorese, die im Gegensatz zur HPLC einen kurzen Lichtweg besitzt, der
dem Durchmesser der Kapillare entspricht, ist die Empfindlichkeit der
Detektion jedoch begrenzt.

A=IogITO=el-c-d (2.13)

lo = Intensitat des eingestrahlten Lichtes
| = Intensitat des transmittierten Lichtes
ex = molarer Extinktionskoeffizient bei der Wellenlange A
¢ = Konzentration der absorbierenden Substanz
d = Lichtweg durch die Messzelle
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Fluoreszenzdetektion

Fluoreszenzdetektion ist das empfindlichste Detektionsverfahren, das in
der CE zum Einsatz kommt, wobei sogar ein einzelnes Molekul detektiert
werden kann [52]. Laserinduzierte Fluoreszenzdetektion (LIF) basiert auf
der Fluoreszenzanregung durch einen Laserstrahl mit einer Wellenlénge,
die seinem Absorptionsbereich entspricht. Die Intensitat der Fluoreszenz,
die natirlich in den Molekilen vorhanden oder nachtréaglich durch Mar-
kierung eingebracht ist, ist von der Laserleistung und der Konzentration
abhangig. Die Methode wird hauptséchlich in der DNA-Sequenzierung
eingesetzt, in der die Proben bereits einen entsprechenden Farbstoff zur
Detektion tragen. Niedermolekulare Verbindungen mussen jedoch erst
entsprechend derivatisiert werden. Durch die hohe Leistungsdichte des
Lasers kann die Methode eine extrem hohe Empfindlichkeit aufweisen.

2.3.3.2 Elektrochemische Detektion

Neben der optischen Detektion bieten sich die elektrochemischen Detek-
tionsverfahren wie Potentiometrie, Amperometrie und Konduktometrie in
der Trenntechnik an. Im Gegensatz zu den optischen Verfahren kann in
der elektrochemischen Detektion das analytische Signal als elektrisches
Signal direkt zur Datenerfassung geliefert werden. Allgemein werden flr
die Detektion nur elektronische Schaltungen bendétigt, die durch Mikro-
elektronik auch im miniaturisierten Mal3stab hergestellt werden kdnnen.
Somit kénnen die elektrochemischen Detektoren mit einfachen und kos-
tenglinstigen Bauteilen realisiert werden.

Potentiometrie

Potentiometrie ist vom Konzept her das einfachste elektrochemische
Verfahren. Dabei wird im stromlosen Zustand die Potentialdnderung
durch Konzentrationsanderung gemessen. Das Potential an der Elektro-
de, das von der Konzentration des zu bestimmenden lons abhéngig ist,
wird durch Spannungsmessung im Bezug zur Referenzelektrode be-
stimmt. Typische Anwendungen in der chemischen Analytik sind die po-
tentiometrische Bestimmung des pH-Wertes und die Detektion in ver-
schiedene Arten von Titration. Miniaturisierung der Elektroden und gerin-
ge Probenvolumina haben bei der Potentiometrie keinen negativen Ein-
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fluss auf das Signal, deshalb ist sie fir miniaturisierte Systeme gut ge-
eignet.

Amperometrie

Weit verbreitet in der CE ist die Amperometrie, die konventionell bei der
FlieRBinjektionsanalyse oder Flissigchromatographie haufig verwendet
wird. Sie wurde lange in der HPLC verwendet und 1987 durch Walling-
ford und Ewing in die CE eingefihrt [53]. Die Amperometrie bezeichnet
Messverfahren eines Elektrolysestroms an einer Arbeitselektrode, wah-
rend ein konstantes elektrochemisches Potential anliegt. Im Gegensatz
zu den oben beschriebenen optischen Detektionsverfahren, deren Emp-
findlichkeit nach dem Lambert-Beersche Gesetz in den miniaturisierten
Fluidkandlen abnimmt, verbessert in der Amperometrie die Arbeitselek-
trode im Miniaturmalistab die Leitungsfahigkeit. Bei einer Elektronen-
transferreaktion ist der Faradaysche Strom |t proportional zur Anzahl der
Molekille des oxidierten oder reduzierten Analytes auf der Oberflache
der Arbeitselektrode. Der kapazitive Strom |, wird beim Doppelschicht-
prozess gemessen. Mit der Miniaturisierung der Arbeitselektroden nimmt
das Verhaltnis I/l zu und die Antwortzeit und Analytadsorption nimmt ab.
Der gemessene Elektrolysestrom ist zur Konzentration des umgesetzten
Stoffes direkt proportional. Nach dem Faradaysche Gesetz gilt:

d dN

=99 e dN
dt dt

Q = auf der Arbeitselektrodenoberflédche Ubertragene Ladung; t = Zeit
n = Anzahl der Ubertragenen Elektronen pro Analytmolekail

(2.14)

N = Anzahl der oxidierten oder reduzierten Molekule
F = Faradaysche Konstante (96485 C/mol)

Bei der Amperometrie entsteht jedoch durch die Separationsspannung
Interferenz auf der Arbeitselektrode, die entkoppelt werden muss. Aul3er-
dem koénnen viele anorganische lonen, die nicht elektroaktiv sind, nicht
detektiert werden.
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Konduktometrie

Konduktometrie ist streng genommen kein elektrochemisches Verfahren,
da es nicht von elektrochemischer Oberflachenreaktion abhangig ist. Es
wird eine elektrische Eigenschaft, die Leitfahigkeit der Losung zwischen
den Messelektroden, gemessen. Im Gegensatz zur Amperometrie, die
geeignete Redox-Eigenschaften der Analyten bendétigt, ist die Kondukto-
metrie ein universell einsetzbares Verfahren. In der CE erfolgt die Sepa-
ration durch Migration der ionischen Spezies. Im Prinzip kénnen alle ge-
ladenen Spezies durch Konduktometrie detektiert werden. Konduktome-
trie wurde bereits in der friihen Entwicklungsphase der CE als Detekti-
onsmethode betrachtet. Die erste Anwendung erfolgte 1979 durch Mik-
kers et al. [37].

Der Widerstand der Elektrolytlésungen ist durch das Ohmsche Gesetz
definiert. Weiterhin gilt:

d 1d
R-pA-KA (2-15)
d = Elektrodenabstand
A = Flache zwischen den Elektroden
p = spezifischer elektrischer Widerstand der Lésung

k = spezifische Leitfahigkeit der L6sung
Die spezifische Leitfahigkeit k (S/m) ist von der Anzahl der vorhandenen
lonen abhéangig. Sie steht in Beziehung mit der molaren Konzentration
des Elektrolyten ¢ und der molaren Leitfahigkeit A (S-m?/mol).
Kk = ch (2-16)
Die Leitfahigkeit von einer Elektrolytlésung wird durch Konzentrationen

und molare Leitféahigkeiten von beiden Kation E+ und Anion E- beschrie-
ben:

K =Cede +CeAp (2-17)

Die molare Leitfahigkeit resultiert aus der elektrophoretischen Mobilitat u:
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1= zFu (2-18)
F = Faradaysche Konstante (96485 C/mol)

Gemessen wird die Leitféhigkeit von einem Kation eines Analyts A", das
in einer Pufferlésung P geldst ist.

K = CA+j'A+ + (CP— + [1_ kA]CA+ )ﬂ’P— + (CP+ - CA+ kA )}‘P+ (2'19)
:uP-(;uA+ +:uP+)
it Ky = 54
mit ﬂA_(ﬂP_Jrﬂm)[ ]

Leitfahigkeitsdetektion in der CE basiert auf Leitfahigkeitsanderungen in
der Detektionszelle. Das Messsignal ist daher direkt proportional zum
Mobilitdtsunterschied zwischen Analyt und Puffer. Die Leitfahigkeit bzw.
Mobilitat der lonen wird aber auch durch Temperatur, Konzentration der
L6ésung und elektrostatischen Wechselwirkungen von lonen in Elektrolyt-
|6sungen beeinflusst.

Die Leitfahigkeit kann nicht direkt gemessen, sondern indirekt durch
Strommessung beim Anlegen der Spannung ermittelt werden. Die meis-
ten Anwendungen benétigen eine Wechselspannung. Gleichspannung
fuhrt zur Polarisation und Ladungstransportreaktion, d. h. Elektrolyse an
den Elektroden. Wechselspannung vermeidet die Nettoreaktion, der Po-
larisationseffekt wird im ersten Halbzyklus zurlickgesetzt wahrend der
Strom in dem nachfolgenden Zyklus in anderer Richtung flief3t.

Die Leitfahigkeitsdetektion kann sowohl direkt in einer Losung kontak-
tiert, als auch ohne Kontakt mit der L6sung mittels Hochfrequenztechnik
durchgefuhrt werden. In dem néachsten Abschnitt wird die kontaktlose
Leitfahigkeitsdetektion, die in dieser Arbeit verwendet wurde, beschrie-
ben.

2.3.3.3 Kapazitiv gekoppelte kontaktlose Leitfahigkeitsdetektion
Die kapazitiv gekoppelte kontaktlose Leitfahigkeitsdetektion (engl. Capa-

citively Coupled Contactless Conductivity Detection, C4D) hat in letzter
Zeit als eine Alternative zur konventionellen Leitfahigkeitsmessung Auf-
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merksamkeit erregt [55-58]. Bei der Methode wird Wechselspannung
durch Hochfrequenztechnik kapazitiv in die Messzelle eingekoppelt. Das
kontaktlose Messverfahren hat den Vorteil, dass die Messelektroden
nicht mit der Elektrolytldsung in Kontakt kommen, d. h. die Messelektro-
den sind inhdrent entkoppelt vom Gleichspannungsfeld fir die Stofftren-
nung, zusatzlich wird eine Elektrodenkorrosion vermieden. Somit sind
die Messsignale langzeitstabil und besser reproduzierbar.

Kontaktlose Leitfahigkeitsdetektion wurde bereits in den 1950er Jahren
in der analytischen Chemie zur nicht invasiven Untersuchung eingefinhrt.
Zu der Zeit wurde die Methode zur Uberwachung von Titration oder von
Flussstromung verwendet. In der Elektrophorese wurde die Methode
1980 von Gas und seinen Mitarbeitern in der Isotachophorese vorgestellt
[59], wobei die Messzelle aus vier radial um die Trennsaule angeordne-
ten Elektroden bestand. Ende den 1990er Jahren wurden zwei unabhan-
gige Arbeiten Uber kontaktlose Leitfahigkeitsdetektion mit axialem Elek-
trodendesign in der Kapillarelektrophorese vorgestellt [60, 61]. Beide
Gruppen haben ein ahnliches Layout mit réhrenférmigen Detektionselek-
troden axial um die Kapillare entworfen.

Die Messzelle eines kontaktlosen Leitfahigkeitsdetektors besteht aus
zwei Elektroden, an die eine hochfrequente Wechselspannung angelegt
wird.

Aus Gl. 2-15 folgt:
- —— (2-20)

Die komplexe Impedanz eines Kondensators Zc bei der Wechselspan-
nung mit Frequenz f ist:

1
Jjo C

mito =217 -f

Zc (2-21)

Kapazitive Kopplung zwischen Elektroden und Messzelle lautet wie folgt:
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A
C - ~ B}
£ 2 (2-22)

€0 = Permittivitat des Vakuums (8,854 x 1072 F/m),
€ = materialspezifische relative Permittivitat

Fur die in dieser Arbeit verwendeten Chips werden zwei Elektroden ko-
planar zueinander auf den Mikrokandlen angeordnet (Abb. 2.5). Die
Elektroden sind durch eine Deckfolie vom Elektrolyt getrennt. Der Deckel
bildet das Dielektrikum der Ein- bzw. Auskoppelkapazitit. An die Sender-
elektrode wird eine vom Oszillator erzeugte Wechselspannung angelegt.
Die Empfangerelektrode ist an einen Verstarker angeschlossen. Aus den
Gleichungen 2.21 und 2.22 geht hervor, dass Ein- und Auskoppelimpe-
danzen mit steigender Frequenz sinken, weiterhin nehmen sie mit
grol3en Ein- und Auskoppelflachen und einer diinnen Deckelfolie ab. Der
Empfindlichkeitsverlust durch den Abstand zur Lésung kann somit durch
Verwendung einer dinneren Deckelfolie minimiert werden. Aul3erdem ist
eine hohe Permittivitdt des Kapillarmaterials hierfir ein Vorteil. Die Ver-
wendung einer zu diinnen Deckfolie fur eine guten Ein- und Auskopplung
kann allerdings durch Anlegen einer Hochspannung fiur die elektrophore-
tische Trennung je nach Material des Deckels zu einem dielektrischen
Durchschlag fuhren. Wie in Abbildung 2-5 (c) dargestellt ist jedoch zu be-
achten, dass ein direktes Ubersprechen zwischen beiden Elektroden ver-
mieden werden muss.

(@) (b) ()
HF-Sender Sender- Empfanger- Sender- | . Empfanger-
elektrode elektrode elektrode u bersprec hen elektrode
o 1’ L Deckfolie Deckfolie Deckfolie

v T3 P
Y E e Mikrokanal I__:_—,

Substrat Elektrolyt

Empfanger

Abbildung 2-5 Kontaktlose Leitfahigkeitsdetektion:
(a) Aufsicht, (b) seitlicher Querschnitt (A-A'"), (c) Ersatzschaltbild

Optimierungen von Parametern fur die C4D, wie die Frequenz, Signal-
amplitude, Messzellengeometrie und Elektrodengeometrie wurden in
zahlreichen Arbeiten vorgestellt [57, 62-67]. Die Parameter missen aller-
dings zusammenhangend betrachtet werden. Zum Beispiel fihrt eine Er-
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héhung der Frequenz zu einer besseren Ein- und Auskopplung des Si-
gnals sowie gleichzeitig zu einer gréReren Signaliberkopplung. Der Be-
trag der Signaltberkopplung hangt wiederum von der Elektrodengeome-
trie und Abschirmung ab. Mit zunehmender Frequenz steigt der kapaziti-
ve Leitwertanteil des Analyten und der Pufferlésung, wohingegen im Ide-
alfall nur der reale Widerstand des Analyten erfasst werden soll. Zuséatz-
lich muss der Einfluss der Frequenz und der Messamplitude auf das Si-
gnal-Rausch-Verhalten des Verstéarkers berticksichtigt werden [65].

2.3.4 Puffersysteme

Die Pufferlésung dient als ein elektrolytisch leitendes Medium, das die
Eigenschaft besitzt, die Einhaltung eines definierten pH-Werts zu ge-
wahrleisten. Die Wahl des Puffersystems hat einen entscheidenden Ein-
fluss sowohl auf die Trennleistung als auch auf die Detektion [68, 69].
Bei der optischen Detektion sollte der Puffer so gewahlt werden, dass er
zu keiner optischen Interferenz fuhrt. Aulerdem muss auf die Art der
Analyten selbst geachtet werden, da z. B. einige Molekiile wie Proteine
und Enzyme in bestimmten pH-Wert-Bereichen oder Puffersubstanzen
instabil sind. Die Parameter wie pH-Wert und Pufferkonzentration wirken
sich direkt auf Effizienz und Selektivitat der Trennung aus.

Der pH-Wert der Pufferlésung ist der wichtigste Parameter flr die Opti-
mierung der Selektivitdt eines Systems. Bei der Kapillarelektrophorese
wird ein homogenes Puffersystem eingesetzt, das Uber die gesamte
Trennstrecke und -zeit den gleiche pH-Wert gewéhrleistet. Die elektro-
phoretische Mobilitat der Analytspezies, die durch den EOF Uberlagert
wird, ist abhangig vom Dissoziationsgrad, und damit vom pH-Wert des
Puffers. Damit nimmt der EOF mit steigendem pH-Wert zu. Aullerdem
kann die lonenmobilitat durch den Dissoziationsgrad in der Pufferlésung,
d. h. von ihrem pH-Wert bestimmt werden. Durch die Verédnderung des
pH-Wertes des Puffers kann die Trennung optimiert werden. Jedoch er-
folgt die optimale Trennung bei den meisten Puffern nur in einem eng be-
grenzten pH-Wert-Bereich. Eine hohe Mobilitat der lonen fuhrt auRerdem
zu einer hohen Stromstarke und dadurch auch zu einer hohen Joule-
schen Warme, welche eine Dispersion verursacht.
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Neben dem pH-Wert ist die von der Pufferkonzentration abhangige lo-
nenstarke ein wichtiger Parameter fir die Effizienz der Trennung, der
den EOF beeinflusst. Bei einer hohen Konzentration steigt die Tempera-
tur in der Kapillare durch die hohe Leitfdhigkeit, welche die Dispersion
der Analyttropfen vergréf3ern. Eine geringe Konzentration fuhrt allerdings
leicht zu einer Uberladenen Elektrodispersion. Mit abnehmender Puffer-
konzentration steigt der EOF und somit kénnen Anionen, die eigentlich
gegen den EOF wandern, analysiert werden.

Die Diffusionseffekte auf Grund langer Trennzeit und thermischer Effekte
durch hohe lonenmobilitdt missen minimiert werden, um eine optimale
Trennleistung zu erzielen. Bei der Wahl der Pufferkonzentration wird ge-
fordert, dass sich der pH-Wert durch die eingesetzten Analyten nicht an-
dern darf. Da bei der Mikrochip-CE nur kleine Volumina eingesetzt wer-
den kann jedoch eine schnelle Anderung des pH-Wertes vorkommen, die
zur Anderung der elektrophoretischen und elektroosmotischen Mobilitét
fuhrt.

2.4 DNA-Analyse

Die DNA-Analyse bezeichnet molekularbiologische Verfahren, welche
die DNA verwenden, um Rickschlisse auf verschiedene Aspekte des In-
dividuums ziehen zu kénnen. Dabei kann es sich, unter Verwendung bei-
spielsweise von menschlicher DNA, um medizinisch-diagnostische Fra-
gen handeln, also um die genetischen Grundlagen einer bereits beste-
henden Krankheit aufzuklaren, oder um die Untersuchung von Pradispo-
sitionen fir Krankheiten. DNA-Analysen werden auch durchgefiihrt, um
mit dem Genetischen Fingerabdruck Identitdts- und Verwandtschaftsfra-
gen zu klaren.

241 DNA

DNA ist ein in allen Lebewesen und DNA-Viren vorkommendes Biomole-
kil und die Tragerin der Erbinformation. Sie enthalt unter anderem die
Gene, die Proteine codieren, welche fir die biologische Entwicklung ei-
nes Organismus und den Stoffwechsel in der Zelle notwendig sind.
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Die DNA ist ein lineares Polymer auf Basis monomer Einheiten, die so-
genannte Nukleotide. Jedes Nukleotid hat drei Bestandteile: Zucker,
Phosphat-Reste sowie eine der vier heterozyklischen Basen, Adenin (A),
Thymin (T), Cytosin (C), Guanin (G). Der Zucker, Desoxyribose, ist eine
ringférmige Pentose, wobei eine OH-Gruppe am zweiten C-Atom durch
H-Atom substituiert ist. Die Desoxyribose ist mit einer der vier Basen ver-
bunden und bildet dadurch vier unterschiedliche Nukleoside. Die Bin-
dung zwischen dem Zucker und der Base heil’t glycosidische Bindung.
Die Basen kdnnen nur in raumlich zuldssigen Richtungen um die glycosi-
dischen Bindungen rotieren. An der 3'-Position Zuckers ist eine OH-
Gruppe vorhanden, welche ein Nukleotid Uber eine Phosphodiester-Bin-
dung mit der Phosphatgruppe des nachsten Nukleotids zum 5'-Kohlen-
stoffatom des zugehdrigen Zuckers verkntpft. Dadurch besitzt jeder Ein-
zelstrang zwei verschiedene Enden: ein 3'-Hydroxylende und ein 5'-
Phosphatende. Die Desoxyribose und die Phosphatreste zusammen bil-
den das Rickgrat des Molekiils. In Abbildung 2-6 sind zwei typische Ba-
senpaarabschnitte dargestellt.

Wasserstoffbriicken
o_ | . amm
o§5 "0 Adenin ’ / Thymin |\

N—H---O
b (/N \ E
o N~/ Nip—{ N o’é‘-‘\“\o
=/
0

T N 0---H—N 0
0 |4 / [
/ 72BN P,
0w N N—H- - -N 0 4-"o
o N=( g Desoxyribose
o ; N—H---0
“p” Guanin {4 o
0
clj ylosin | Phosphat

Abbildung 2-6 Strukturformel eines DNA-Abschnitts

Zwei Einzelstrange bilden eine Doppelhelix einer spiralférmigen Konfor-
mation, die in entgegengesetzter Richtung aneinandergelagert sind. An
jedem Ende der Doppelhelix hat einer der beiden Einzelstrénge ein 3'-
Hydroxylende, der andere ein 5'-Phosphatende. Durch die Aneinanderla-
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gerung stehen sich in der Mitte der Doppelhelix immer zwei bestimmte
Basen gegenuber. Es paaren sich immer Adenin und Thymin, die dabei
zwei Wasserstoffbriicken ausbilden, oder Cytosin mit Guanin, die Uber
drei Wasserstoffbriicken miteinander verbunden sind. Da sich immer die
gleichen Basen paaren, lasst sich aus der Sequenz der Basen in einem
Strang die des anderen Strangs ableiten, d. h. diese Sequenzen sind
komplementar. Die Wasserstoffbriicken sind dabei fur die Auspragung
der Paarungen verantwortlich. Die Doppelhelix wird durch Stapelwech-
selwirkungen zwischen aufeinander folgenden Basen stabilisiert. Die Ab-
folge der Basen im Strang kodiert die genetische Information. Die ganze
Helix hat einen Durchmesser von ca. 2 nm und windet sich mit jedem
Zuckermolekdl um 0,34 nm weiter. Die Ebenen der Zuckermolekiile ste-
hen in einem Winkel von 36° zueinander und nach 10 Basen wird eine
volle Umdrehung und 3,4 nm erreicht. Beim Umeinanderwinden der bei-
den Einzelstrange verbleiben seitliche Liicken, so dass hier die Basen di-
rekt an der Oberflache liegen. Von diesen ,Grooves® gibt es zwei, die
sich um die Doppelhelix herumwinden. Die ,major Groove® ist 2,2 nm
breit, die ,minor Groove® 1,2 nm.

2.4.2 Elektrische Eigenschaften von DNA-L6sung

Die DNA ist bei neutralem pH-Wert ein negativ geladenes Molekl, wobei
die negativen Ladungen auf den Phosphaten im Rickgrat der Strange
sitzen. Zwei von drei sauren OH-Gruppen der Phosphate sind mit den je-
weils benachbarten Desoxyribosen verestert und die dritte gibt bei neu-
tralem pH-Wert ein Proton ab, welches die negative Ladung bewirkt. Die-
se dadurch in der Phosphatgruppe freigelegten Sauerstoffatome auf der
Auldenoberflache der Molekile sind die dominanten Ladungen der DNA-
Molekdle (siehe Abb. 2-5).

Wasserstoffbricken zwischen zwei Basen entstehen durch die Anzie-
hung zwischen einem elektronegativen Atom wie Stickstoff oder Sauer-
stoff und Wasserstoff, das an weiteren elektronegativen Stickstoff kova-
lent gebunden ist. Diese schwachen Bindungen zwischen den Basen
werden bei hoher Temperatur Gberwunden und die beiden Einzelstrange
trennen sich voneinander. Dies wird als Denaturieren bezeichnet. Die
Temperatur hangt von der Lange des Molekils, der lonenstarke des L6-
sungsmittels und der jeweiligen Basensequenz in der Doppelhelix ab.
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Sie steigt, wenn im Molekil mehr GC-Basenpaare liegen, da diese entro-
pisch gunstiger sind als AT-Basenpaare. Die Denaturierung ist reversibel.
Wenn die Temperatur unter die Denaturierungstemperatur fallt lagern
sich die Einzelstrange der Nukleinsduren wieder zusammen. Die Dena-
turierung durch Erwarmung kann auch zu Anderungen kovalenter Bin-
dungen und somit zu Kettenbrichen fihren.

Dielektrische Relaxation von doppelstrangiger DNA und denaturierter
einstrangiger DNA in Elektrolytldsungen wurde als eine Funktion von der
Frequenz und auch von der elektrischen Feldstarke des Messsignals bei
der Impedanzspektroskopie untersucht. Einstrdngige DNA zeigte eine
geringere dielektrische Relaxation als doppelstrangige DNA [70]. DNA in
Einzelstrangen haben auf Grund der Ausrichtung der positiv geladenen
Amidgruppen ein permanentes Dipolmoment quer zur Achse. Das per-
manente Dipolmoment betrdgt ca. 20 D pro Basenpaarabschnitt. Da
DNA allgemein aus tausenden Basenpaaren besteht muss das gesamte
Dipolmoment beriicksichtigt werden. Die denaturierte DNA tendiert aller-
dings sich zu winden, wobei die effektive Lange des Molekiils zuriickgeht
und dadurch das Dipolmoment abnimmt [71, 72]. Wenn einstréngige
DNA ausgerichtet wird kommt im niedrigen MHz-Frequenzbereich eine
Relaxation vor.

Im Allgemein hat doppelstrangige DNA ein kaum intrinsisches permanen-
tes Dipolmoment weil zwei Strange antiparallel so angeordnet sind, dass
das Dipolmoment eines Strandes das Dipolmoment des anderen aus-
gleicht. Allerdings wurde bei einigen Untersuchungen ein kleines perma-
nentes Dipolmoment beobachtet [73]. Im Wechselfeld kann die Symme-
trie der Molekdle leicht deformiert werden, dadurch kann ein kleines Di-
polmoment entstehen [74]. Das kleine Dipolmoment von doppelstrangi-
ger DNA kann aber auch durch geladene Liganden, die an der DNA an-
hangen, z. B. Protein oder multivalente Kationen vorkommen. Durch die-
se unsymmetrischen Liganden wird die Symmetrie gebrochen, welche
ein permanentes Dipolmoment produzieren kann [75].

Wenn DNA in einem Lésungsmittel, wie z. B. einer Salzlésung, aufgeldst
wird, bildet sich ein induziertes Dipolmoment auf Grund der Reorganisie-
rung der Ladungen in eine Schicht um die DNA-Molekulle, welche als
Gegenionschicht bezeichnet wird. Die Kationen, die ans Phosphatrick-
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grat des DNA-Moleklls angezogen werden, bilden eine Doppelschicht.
Die Ladungen sind wenig mobil und oszillieren in einem elektrischen
Feld um die Phosphatzentren. Die meisten dieser Gegenionen sind um
die DNA-Molekile diffundiert und ein Teil davon kondensiert an der
Oberflache. Diese kondensierten Gegenionen verbinden sich mit den La-
dungen des Phosphatrickgrats durch schwache kovalente Bindungen.
Das Dipolmoment, das bei der doppelstrangigen DNA gemessen wird, ist
eher induziert als permanent.

Die Permittivitdt einer DNA-LOsung hangt von der Konzentration und
dem Auftreten von der Art von Kationen ab [76, 77]. Mit zunehmender
Konzentration der L6sung werden mehr Ladungen von Phosphat neutra-
lisiert und dielektrische Inkremente nehmen ab. Einfache anorganisch
monovalente Kationen verbinden sich am Phosphatrickgrat der DNA-
Molekiile und bilden dort kondensierte und diffuse Schichten. Hohe Kon-
zentrationen der divalenten metallischen Kationen destabilisieren die
DNA-Helix [78, 79], wobei das dielektrische Inkrement verringert [80].
Farbstoffe kbnnen sich an DNA anhangen, Ladungen neutralisieren und
dadurch das dielektrische Inkrement reduzieren. Die Kationenkonzentra-
tion entscheidet die Dissoziation der DNA-Molekile. Mit zunehmender
Kationenkonzentration steigt das Dipolmoment der Gegenionen [79, 81].

2.4.3 Kapillarelektrophorese zur DNA-Analytik

DNA-Elektrophorese ist ein auf Elektrophorese beruhendes analytisches
Verfahren zur Trennung von DNA-Fragmenten nach ihrer Gré3e. Hierflr
wird meist ein spezielles Verfahren der Elektrophorese, die Gelelektro-
phorese verwendet, wobei Gelmatrizen als Trennmedien verwendet wer-
den. DNA ist in wéassrigen L6sungen ein negativ geladenes Molekiil, so-
mit kommt es im elektrischen Feld zur elektrophoretischen Migration. Je-
der Basenpaarabschnitt besitzt in wassrigen Lésungen zwei negative La-
dungen am Phosphat, d. h. die Ladungsanzahl ist proportional zur An-
zahl der Basenpaare. Somit weisen alle DNA-Fragmente ein konstantes
Ladungs-zu-GréRen-Verhéltnis auf, d. h. es kommt zu keiner elektropho-
retischen Auftrennung von DNA-Fragmenten. Gelmatrizen dienen bei der
Auftrennung als Molekularsieb, wobei gréRere Molekilen starker ge-
bremst werden. Damit kommt es zur Trennung von DNA-Fragmenten
nach ihrer GréRe.
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2.5 Impedanzspektroskopie

Impedanzspektroskopie ist ein vielfaltig angewendetes Verfahren zur be-
rihrungslosen Charakterisierung dielektrischer Eigenschaften eines Me-
diums Uber einen Frequenzbereich. Dabei wird das frequenzabhéngige
Verhalten der elektrischen und elektrochemischen Komponenten analy-
siert. Die Impedanzspektroskopie erfasst die dielektrischen Eigenschaf-
ten eines Mediums als Funktion der Frequenz. Die Impedanz ist der
komplexe Wechselstromwiderstand, der sowohl die relative Amplitude
von Wechselspannung zu Wechselstrom als auch die Phasenverschie-
bung beschreibt.

Bei Anlegen einer Wechselspannung

u(t)= U- e’ (2.23)
antwortet der Wechselstrom mit einer Phasenverschiebung @.

i(ty=1 e/t (2.24)

Die Impedanz ist der Quotient aus komplexer Wechselspannung und
komplexem Wechselstrom.

z- % Z-e* - Relz) + Im[Z) (2.25)

Der Betrag von Z und die Phasenverschiebung ¢ berechnen sich dabei
aus:

Z|= JRe?(Z|+ Im?|Z] (2.26)
) Im|Z]
¢ = arctan Re|Z] (2.27)

Aus Impedanzmessungen Uber einen bestimmten Frequenzbereich er-
halt man ein Impedanzspektrum. Das Impedanzspektrum beschreibt die
Ubertragungsfunktion des Systems und kann als Bode-Diagramm oder
als Nyquist-Diagramm dargestellt werden. Beim Bode-Diagramm werden
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der Betrag der Impedanz und die Phasenverschiebung Uber eine loga-
rithmische Frequenzachse aufgetragen. Im Gegensatz zum Bode-Dia-
gramm werden beim Nyquist-Diagramm Betrag und Phasenverschie-
bung in einem Diagramm dargestellt, indem man den Real- und Imagi-
narteil direkt in die komplexe Zahlenebene zeichnet. Da in diesem Fall
hauptsachlich Kapazitaten und seltener Induktivitdten auftreten, wird die
negative imaginare Achse normalerweise nach oben aufgetragen. Sind
typische Kurvenverlaufe flr bestimmte Zustande in einem System be-
kannt, so ist haufig bereits eine grafische Auswertung der Diagramme
maglich.

Die Impedanz einer C4D-Messzelle (Abb. 2-7) wird wie folgt dargestellt:

1

Z o6 (J00 ) =

JoCg + (2.28)

Z+ i

Jo C

Cst = Streukapazitat
C = Kapazitat der Deckelfolie
Ze = Impedanz der Elektrolytldsung
mit Ze = Re + Xe

Re = Widerstand der Elektrolytlésung

Xe = kapazitiver Widerstand der Elektrolytldsung)

SR -
CI Cs IC

Abbildung -2-7 Vereinfachtes Ersatzschaltbild der C4D-Messzelle

Bei niedriger Frequenz wird die Impedanz der Ein- und Auskopplung gro-
Rer als Zg, die Ein- und Auskopplung des Messsignals erfolgt nur
schlecht. Ab einer bestimmten Frequenz wird die Streuimpedanz kleiner
als Zg, d. h. es kommt zu einem starken Uberkoppeln, die Impedanz der
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Analyten kann schlechter erfasst werden. Daraus folgt, dass die Fre-
quenz weder zu tief noch zu hoch gewahlt werden darf.

2.6 Mikrofertigung

2.6.1 Kunststoff als Substrat in der Mikrofluidik

Mikrofluidische Komponenten wurden bisher Gberwiegend in Glas oder
Silizium mittels tiblicher Atztechniken hergestellt. Diese aus der Halblei-
terindustrie tGbernommenen Technologien zeigen auch fur die mikrofluidi-
sche Bauteile die hohe Prazision und Reproduzierbarkeit. Aullerdem
sprechen die hohe chemische Bestédndigkeit von Glas und Silizium fur
dieses Vorgehen. Allerdings sind sowohl Silizium als auch Glas zur Her-
stellung von grolRen Stickzahlen zu aufwendig.

Neben Glas und Silizium kénnen die mikrostrukturierten Teile auch aus
Kunststoff hergestellt werden. In vielen biologischen und chemischen An-
wendungen sind Einwegprodukte wiinschenswert, um eine mdgliche
Kontaminierung der Proben zu vermeiden. Durch Abformprozesse las-
sen sich thermoplastische Kunststoffteile unabhangig von der Komplexi-
tat ihrer Geometrie schnell und kostengtinstig herstellen [82]. In dieser
Hinsicht wurde Polymer in letzter Zeit immer haufiger als Substratmateri-
al fur mikrofluidische Bauteile eingesetzt [83, 84].

FUr den Einsatz im biochemischen, medizinischen und Life-Science Be-
reich sind insbesondere Biokompatibilitdt und chemische Bestandigkeit
gefordert. Speziell als Chipsubstrat fir CE-C4D-Messungen sind dazu
auch gute dielektrische Eigenschaften, wie hohe Durchschlagfestigkeit
und hohe Permittivitat bei hoher Frequenz nétig. Kunststoffe haben eine
grol3e Auswahl an Materialien mit unterschiedlichen chemischen, mecha-
nischen, elektrischen und optischen Eigenschaften, so dass sich fir fast
jede Anwendung ein geeigneter Kunststoff finden lasst.

2.6.2 Optische Lithographie

Bei der optischen Lithographie werden die Strukturen einer Maske in den
lichtempfindlichen Resist Ubertragen. Dadurch kdénnen planare Struktu-
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ren mit der Abmessung abhangig von der Lichtwellenlange und dem
Photolack bis zu Submikrometer-Bereich erzeugt werden. Die Maske be-
stehen aus Glas- oder Quarzscheiben mit einer strukturierten Chrom-
schicht als Absorber.

Ein flissiger Photolack, der durch eine Belichtung chemisch verandert
wird, wird durch Aufschleudern auf einem Substrat homogen beschichtet.
Durch Belichtung mit dem Einsatz einer Maske wird der Photolack struk-
turiert. Anschlielend wird die belichtete Probe mit ausgewahlten L6-
sungsmitteln entwickelt. Bei Positivlack bleiben die belichteten Stellen
stehen, somit werden die Strukturen der Maske direkt in den Lack tber-
tragen. Bei Negativlack bleiben die unbelichteten Bereiche stehen, somit
werden inverse Strukturen der Maske in den Lack Ubertragen.

2.6.3 Mikrozerspanung

Die traditionellen Fertigungsverfahren in der Feinwerktechnik wie Fra-
sen, Bohren oder Drehen wurden in den letzten Jahren auch fir Mikro-
fertigungsverfahren eingefihrt. Durch hochprazise Werkzeuge und
Steuerung kdénnen Strukturen mit den kleinsten lateralen Abmessungen
bis zum Bereich von 10 um und Fertigungstoleranzen bei den Lateralab-
messungen bis zum Mikrometerbereich gefertigt werden. Das erzeugba-
re Aspektverhaltnis von freistehenden Einzelstrukturen betragt drei bis
zehn. Als Materialien kommen alle mit Diamant, Hartmetall oder Keramik
zerspanbaren Werkstoffe wie formstabile Kunststoffe, Metalle und Halb-
leiter in Frage [85].

2.6.4 Replikationstechnologie

Zur seriellen Produktion von Mikrostrukturen aus Kunststoffen kénnen
Heillpragen, Spritzgiellen oder Spritzprdgen eingesetzt werden. Beim
HeiBpragen wird der mikrostrukturierte Formeinsatz bei einer Temperatur
oberhalb der Glasiibergangstemperatur des Kunststoffes in ein Kunst-
stoffhalbzeug gedriickt. Bei dieser Temperatur befindet sich der Kunst-
stoff in einem viskoselastischen Zustand und kann so die Kavitdten des
Formeinsatzes ausfilllen, d. h. die Struktur des Formeinsatzes wird in
den Kunststoff invers abgebildet. Wahrend des Heil3pragens ist ein Eva-
kuieren des Formwerkzeuges notwendig, um Lunker zu vermeiden. An-
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schlieBend wird der Formeinsatz abgekuhlt bis sich der Kunststoff wieder
zu verfestigen beginnt. Nach dem Herausfahren des Formeinsatzes aus
dem Kunststoff kann das gepragte Teil entnommen werden. Durch sehr
geringe Umformungsgeschwindigkeiten und damit kurze FlieBwege des
Kunststoffes kénnen beim Heillprageprozess sehr hohen Aspektverhalt-
nisse realisiert werden.

Beim MikrospritzgieBen wird dagegen das Kunststoffgranulat in einer
Fordereinheit aufgeschmolzen und in ein beheiztes Formwerkzeug ein-
gespritzt. In diesem Werkzeug ist ein mikrostrukturierter Formeinsatz ein-
gebaut. Nach dem Offnen des Werkzeugs werden die spritzgegossenen
Kunststoffteile ausgeworfen. Im Vergleich zum Heil3pragen lassen sich
beim Spritzgiel3en kirzere Zykluszeiten realisieren.

Spritzprédgen ist eine Variation des Mikrospritzgul3verfahrens, wobei das
Bauteil nach dem Einspritzvorgang durch Préagen in seine endgultige
Form gebracht wird. Hierbei wird der geschmolzene Kunststoff in das
praktisch drucklos nicht vollstandig geschlossene Werkzeug eingespritzt.
Der ansteigende Innendruck 6ffnet das Werkzeug um einen kontrollierten
geringen Weg. Durch Anheben der Schliel3kraft wird Druck auf die Form-
masse ausgetbt und ein relativ spannungsarmes Bauteil ausgeformt.
Das Verfahren wurde urspringlich zur Herstellung von optischen Daten-
tragern wie CDs und DVDs entwickelt. Es kombiniert Vorteile von Heil3-
pragen und Spritzgiel3en, zeigt sowohl eine schnelle Zykluszeit als auch
eine hohe Genauigkeit.

2.6.5 Aufbau- und Verbindungstechnik

Neben der Herstellung von Mikrokomponenten ist die Aufbau- und Ver-
bindungstechnik zur Integration einzelner Komponenten aus verschiede-
nen Materialien zu einem Mikrosystem ein wichtiger und kritischer Schritt
in der Mikrosystemtechnik. In meisten Fallen missen die mikrofluidi-
schen Kanalstrukturen mit Deckel versehen werden, um ein geschlosse-
nes Kanalsystem zu erzeugen. Verschiedene Verbindungstechniken wie
z. B. thermisches Bonden, Laserschweif3en, Klebetechniken und Ultra-
schallbonden sind dafir einsetzbar.
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Die Klebetechnik ist eine wichtige Komponente der Aufbau- und Verbin-
dungstechnik, hierfir sind zahlreiche fir die Mikrotechnik geeignete
Klebstoffe kommerziell erhaltlich. Im Gegensatz zu Flgeverfahren wie
Bonden oder Léten, tragt die Klebetechnik geringe Warme ein, deshalb
kommt es nicht zu Gefligeveranderungen oder Spannungen in den Fu-
geteilen. Die Flgeteile werden mittels Klebstoff stoffschliissig miteinan-
der verbunden. Der Klebstoff haftet an der Fugeteiloberflache durch phy-
sikalische und chemische Wechselwirkungen und mechanischen Form-
schluss. Fur eine optimale Benetzung muss der Klebstoff wahrend des
Flgevorgangs fllssig sein, seine innere Festigkeit wird schlie3lich durch
physikalische Abbindevorgénge oder durch chemische Reaktion gewon-
nen.

Thermoplastische Kunststoffe lassen sich durch thermisches Bonden un-
ter erh6hter Temperatur und Druck miteinander verbinden. Dadurch kon-
nen gleiche Werkstoffe, oder Werkstoffe mit ahnlicher Glastibergang-
stemperatur und d&hnlichem Viskositatsverhalten in der Schmelze ohne
Einsatz von Klebstoffen oder L&sungsmitteln miteinander verbunden
werden. Die Flugeteile werden aufeinander liegend zwischen zwei paral-
lel ausgerichteten Heizplatten gelegt und dann zusammengedriickt.
Knapp unter dem Glasibergangsbereich werden die Teile so miteinander
verbunden. Nach der Abklhlung, die noch unter Druck erfolgt, entsteht
eine stabile Verbindung.

2.6.6 Dinnschichtabscheidung

Die zur elektrischen Detektion bendtigen Mikroelektroden werden durch
Dunnschichttechnologien auf die mikrofluidischen Chips integriert. Die
Abscheidung der diinnen Schichten (meistens unter 1 um) erfolgt meist
Uber Verfahren der physikalischen und chemischen Gasphasenabschei-
dung.

Die chemische Gasphasenabscheidung (engl. Chemical Vapor Depositi-
on, CVD) ist eine Gasphasenreaktion an oder in der Nahe der Substrato-
berflache. Dabei werden die Reaktionsgase gleichzeitig in die Reaktions-
kammer mit dem zu beschichtenden Substrat geleitet. Die meist vorge-
heizten Gase werden durch das beheizte Substrat thermisch aktiviert

35



Grundlagen

und reagieren miteinander. Dabei wird das erwlnschte Material abge-
schieden und chemisch gebunden.

Bei der physikalischen Gasphasenabscheidung (engl. Physical Vapor
Deposition, PVD), wie Aufdampfen oder Sputtern, wird die Schicht im
Gegensatz zu chemische Gasphasenabscheidungsverfahren direkt
durch Kondensation eines Materialdampfes des Ausgangsmaterials ge-
bildet. Beim Aufdampfen wird das Ausgangsmaterial unter einer erhitzten
Temperatur verdampft. Die verdampften Atome wandern durch die Vaku-
umkammer hin zu dem gegentiberliegenden kiihleren Substrat, schlagen
sich dort nieder und bilden eine dinne Schicht. Beim Sputtern werden
Atome und aus wenigen Atomen bestehende Cluster aus einem Target
durch Beschuss mit energiereichen lonen herausgel6st und in die Gas-
phase Uberfihrt. Bei dieser Anwendung sind mdglichst reine Metall-
schichten gewlinscht. Daher werden in diesen Fallen hochreine Edelga-
se, in der Regel Argon, eingesetzt, um eine Oxidation der Schichten zu
vermeiden. Im elektrischen Feld wird Argon ionisiert und in Richtung des
Targets beschleunigt. Die Argonionen schlagen dort Targetatome und
Cluster heraus, diese werden dann auf dem Substrat abschieden. Da die
Cluster durch den Aufprall und das Herausschlagen durch die Argonio-
nen eine hdhere Geschwindigkeit als beim Beschichten durch Aufdamp-
fen haben, treffen sie auch mit einer héheren Geschwindigkeit auf das
Substrat auf. Die Schichten haften somit besser.
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3 Herstellung von mikrofluidischen CE-
Chips und Impedanzsensoren

Das innovative Konzept des Lab-on-Chip kann nur durch die zuverldssi-
ge Mikrosystemtechnik realisiert werden. Die richtige Wahl der Ferti-
gungstechnologien einzelner Bauteile und Aufbau- und Verbindungs-
technologien ist der Schliissel zur Entwicklung eines Lab-on-Chip-Sys-
tems. In dieser Arbeit wurden mikrofluidische CE-Chips mit integrierten
Detektion und Impedanzsensoren mit Mikrobandelektroden hergestellt.

Das IMT bietet Anlagen und praxisbezogenes Know-How fiir wichtigen
Basistechnologien zur Mikrostrukturierung und zum Aufbau der mi-
krostrukturierten Bauteile. In diesem Kapitel werden die wichtige Herstel-
lungsschritte fiir mikrofluidische CE-Chips und Impedanzsensoren zu-
sammengefasst.
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3.1 Herstellung von mikrofluidischer CE-Chips

Die Herstellungsstrategien fur die CE-Mikrochips wurden in den vorange-
gangenen Arbeiten am IMT entwickelt und optimiert [65, 86-89]. Das De-
sign fur den Chip und die Detektionselektroden wurden nach der Opti-
mierung und dem erfolgreichen Einsatz in verschiedenen Anwendungen
[65, 86] in diese Arbeit Ubernommen. Die Geometrie des mikrofluidi-
schen CE-Chips und der Detektionselektroden ist in Abbildung 3-1 dar-
gestellt.

l 95 |
‘ | 87

‘ Alle Male in mm

L [ %k

Kanalquerschnitt \
AR / \
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250 pym
{
Kanal-——!:-:- [ 1200 Hm

Kontaktpads

Abbildung 3-1 Geometrie des CE-Chips (oben) und der C4D-Elektroden (unten)

Ein CE-Chip (95 mm x 16 mm) besteht aus zwei sich kreuzenden Mikro-
kanélen, die quadratischen Querschnitt von 50 ym x 50 ym besitzen. Die
Mikrokanale werden durch Abformung aus verschiedenen thermoplasti-
schen Polymeren hergestellt und mit einer diinnen Folie gedeckelt. Mi-
kroelektroden zur kontaktlosen Leitfédhigkeitsmessungen werden direkt
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auf dem Chip integriert. Um das direkte Ubersprechen zwischen beiden
Elektroden zu minimieren wurde die Dicke der Elektroden auf 300 um
verringert. An den beiden Enden der Elektroden werden Kontaktpads
(2 mm x 2 mm) zum Verbinden mit denC4D-Sensoren aufgebracht.

3.1.1 Strukturierung der Mikrokanale

Die Mikrokandle wurden durch HeilRprédgen aus Polymeren hergestellt,
wozu ein Formeinsatz bendétigt wird. Zur Herstellung eines Formeinsat-
zes kénnen je nach StrukturgréfRe, Genauigkeit und Aspektverhaltnis der
abzuformenden Strukturen unterschiedliche Herstellungsmethoden ver-
wendet werden. In dieser Arbeit wurde er am Institut fir Mikroverfahrens-
technik, Karlsruher Institut fir Technologie durch Mikrofrdsen aus Mes-
sing hergestellt. Als Ausgangsmaterialien kamen je nach Anwendungen
verschiedenen Thermoplasten, unter anderem Polymethylmethacrylat
(PMMA), Polystyrol (PS), Polycarbonat (PC) und Cycloolefin-Polymer
(COP) mit Dicken von 500 bis 650 ym zum Einsatz. Die verwendeten
Polymeren sind im Anhang A aufgelistet. Fir das Heil3pragen wurde die
Anlage HEXO03et des Herstellers Jenoptik Mikrotechnik GmbH (Jena,
Deutschland) eingesetzt. In Abbildung 3-2 ist ein Formeinsatz mit zwei
CE-Strukturen dargestellt.

Abbildung 3-2 Formeinsatz aus Messing mit zwei CE-Strukturen [65]
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Abbildung 3-3 zeigt eine Rasterelektronenmikroskop (REM)-Aufnahme
des Kanalkreuzes einer durch Heil3pragen abgeformten Mikrokanalstruk-
tur. Die gute Oberflachenqualitat der Mikrokanéle ist deutlich zu erken-
nen.

IMT/FZK JCD1_0288W

Abbildung 3-3 REM-Aufnahme: Kanalkreuz eines abgeformten Mikrochips [86]

3.1.2 Deckeln der Mikrokanaéle

Die abgeformten Mikrokanalstrukturen werden danach mit diinnen Folien
mit Dicken von 25 bis 50 um aus den gleichen Materialien wie die Chip-
substrate verschlossen. Dabei sollen keine Fremdstoffe wie Klebstoffe in
die Kanéle gelangen und es sollen keine Deformationen der Kanalgeo-
metrie entstehen. Dafir ist das thermische Bondverfahren gut geeignet.
In Abbildung 3-4 ist zu erkennen, dass der Kanalquerschnitt nach dem
thermischen Bonden ohne Deformation erhalten bleibt.

IMT/FZK JCD1_0288WW 106D A2
e

Abbildung 3-4 REM-Aufnahme: Kanalquerschnitt nach dem thermischen Bonden [88]

40



Herstellung von mikrofluidischen CE-Chips und Impedanzsensoren

Der Bondvorgang wurde auf einer Presse (LAT 6.0) der Firma Buirkle
GmbH (Freudenstadt, Deutschland) durchgefihrt. Die Heizplatten der
Anlage werden zunachst auf die gewlinschte Temperatur vorgeheizt. Der
notwendige Druck wird pneumatisch durch die bewegliche untere Heiz-
platte erzeugt. Zur gleichmafigen Verteilung des Drucks auf die gesamte
Oberflache des Chips wird eine elastomere Silikonunterlage unter dem
Chip verwendet. Wenn die eingestellte Temperatur erreicht ist, werden
der Chip und die Deckelfolie zwischen die Platten eingesetzt und der
Druck aufgebracht.

l P. T

Deckfolie

=

= Chip

S peckfolie
e

Chip
- - - Silikonunterlag
R A e N A R RS i B ]
untere Heizplatte
Abbildung 3-5 Versuchsaufbau fiir das thermische Bonden

Polymer PMMA PS PC COP
(Glasuberganstemperatur) | (110 °C) (90 °C) (153 °C) (136 °C)
Prozesstemperatur 94 °C 85 °C 135 °C 128 °C

Prozessdruck 3,4 N/mm? |3,4 N/mm? |3,4 N/mm? | 3,4 N/mm?
Dauer 5 Min 5 Min 5 Min 5 Min

Tabelle 3-1 Prozessparameter fiir das thermische Bonden von verschiedenen
Polymeren
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Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 3-5 dargestellt. Wahrend des Pro-
zesses werden Temperatur und Druck konstant gehalten. Nach der ein-
gestellten Prozesszeit wird die Anlage abgekuhlt und der Chip kann dann
entnommen werden. In Tabelle 3-1 sind alle Prozessparameter beim
thermischen Bondverfahren zusammengefasst.

3.1.3 Integration der Detektionselektroden

Zur kontaktlosen Leitfahigkeitsdetektion werden Mikroelektroden in din-
ner Schicht auf dem Chip aufgebracht. Die Mikroelektroden k&énnen
durch den Einsatz einer Schattenmaske mit einem gewilinschten Design
(Abbildung 3-6) strukturiert werden. Die Maske wurde durch das nas-
schemische Atzen aus Stahl gefertigt (Atztechnik Herz GmbH, Epfen-
dorf, Deutschland). Die Beschichtung von Gold erfolgt durch Sputtern in
einer Sputteranlage (MED 010, FA. Balzers Union, Balzers,
Lichtenstein). Als Prozessgas wird Argon verwendet. Die Abscheidungs-
geschwindigkeit ist vom Strom und von dem als Target verwendeten Ma-
terial abhangig. In der Anlagen betragt die Beschichtungsrate von Gold
bei 30 mA ca. 30 nm/s. Bei 10 minutigem Prozess wird ein Goldfilm mit
einer Dicke von ca. 300 nm abgeschieden.

p
s

Abbildung 3-6 Schattenmaske mit zwei Elektrodenstrukturen

3.1.4 Aufbringen der Fluidreservoirs

Zur Kopplung der mikrofluidischen Kanéle zur Makrowelt, z. B. zum Be-
fullen der Kanédlen mit Lésungen oder zur Probenaufgabe, werden Flus-
sigkeitsreservoirs an den Positionen der Einlass- bzw. Auslasséffnungen
der Mikrokanéle aufgebracht. Die Verbindung der relativ grol3en Reser-
voirstrukturen in Form von Zylinder (Innendurchmesser: 3,5 mm, Aul3en-
durchmesser: 5 mm und Hoéhe: 5 mm) auf den CE-Chip erfolgt durch
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Klebetechnik. Hierfir ist ein UV-hartender Klebstoff gut geeignet, wobei
die Bildung der Startradikale durch Bestrahlung mit UV-Licht hervorgeru-
fen wird. UV-Klebstoffe ermdglichen ein gezieltes Ausharten unter UV-
Licht und weisen dabei eine schnelle Aushéartung (meist unter einer Mi-
nute) mit geringer Temperaturerhéhung auf. Als Klebstoff wurde DYMAX
191-M (DYMAX GmbH, Frankfurt am Main, Deutschland) verwendet. Ab-
bildung 3-7 zeigt einen fertigen CE-Chip mit integrierten C4D-Elektroden
und vier aufgeklebten Reservoirzylindern.

Abbildung 3-7 CE-Chip mit Reservoirstrukturen

3.2 Herstellung der Impedanzsensoren

Zur Untersuchung von elektrischen Eigenschaften von DNA-L&sungen
wurde in dieser Arbeit ein koplanarer Impedanzsensor mit variierender
Geometrie entworfen. Die Mikroelektroden werden aus Gold auf einem
4-Zoll-Glaswafer durch das Lift-off-Verfahren hergestellt. Fir bessere Im-
pedanzkopplung wurde eine Messzelle mit zwei langen Bandelektroden
entworfen. Zusatzlich wurde der Elektrodenabstand minimiert um eine
kleinere Anzahl von Molekilen zu erfassen und noch gréRRere Feldstar-
ken und somit hohe Energiedichten einstellen zu kénnen. Dabei wurden
kleine Elektrodenabstande von 2 ym bis 100 um angestrebt. Um eine
Wechselwirkung der Lésung mit den Messelektroden auszuschliel3en
wurden die Sensoren zur kontaktlosen Messung im Folgenden mit einer
Nitridschicht isoliert. Der Nachteil der kontaktlosen Messung durch die
Isolationsschicht kann durch Einstellen eines geringen Schichtdicken mi-
nimiert werden. Die Isolationsschicht sollte daher eine mdglichst hohe
elektrische Durchschlagsfestigkeit aufweisen. Die Siliziumnitridschicht
besitzt einen hohen spezfischen elektrischen Widerstand von 10" Q/cm
und eine Durchschlagsfestigkeit von 10" V/cm und wird somit in der
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Halbleitertechnik und Mikroelektronik h&ufig als Isolationsmaterial ver-
wendet. In Abbildung 3-8 ist der Entwurf des Impedanzsensors darge-
stellt. Die gesamte Anordnung der Mikrobandelektrodensatz mit ver-
schiedenen Geometrien auf einem 4-Zoll-Wafer ist in Abbildung 3-9 ge-

zeigt.
20mm | e
,,,,,,, Lange der
e —— Elektrode L

o ,, . l«—|

; L 5 mm —

L ' Messzelle 1
T e Abstand der
Kontaktpads Elektrode D

L: 250 pm, 1000 pm .
D:2—100 pm RN T

Abbildung 3-8 Entwurf eines Impedanzsensors
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Abbildung 3-9 Anordnung eines Mikrobandelektrodensatzes auf einem 4-Zoll-Wafer
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3.2.1 Herstellung von Mikrobandelektroden

| i -
Resist (a) Beschichtung

HR TP TEE L v

-—

— eessssss——  =eesssssss Cr-Maske
] (b) UV-Belichtung
A\ 4 i
A 4 \ 4 {c) Entwicklung
Au: 200 ym

— Cr- 10U 4) Metallisierung

: i f (e) Lift-off

Abbildung 3-10 Schematischer Ablauf des Herstellungsprozesses eines
Impedanzsensors

In Abbildung 3-10 sind die Herstellungsschritte des Impedanzsensors zu-
sammengefasst. Die fur die Photolithographie eingesetzte Chrommaske
wurde durch einen Elektronenstrahlschreiber (VB6, FA. VISTEC, Jena,
Deutschland) invers strukturiert. Ein positiver Photoresist (AR-P 5300,
Allresist GmbH, Strausberg, Deutschland) wird auf einem Glaswafer
(V015.04-0003, Borosilikatglas, Dicke: 500 um, Durchmesser: 100 mm,
Planoptik AG, Elsoff, Deutschland) aufgeschleudert (a). Mit der Crom-
maske wird der Photoresist im Bereich der Strukturen belichtet (b) und
anschlieRend chemisch entwickelt (c) und somit die inversen Strukturen
durch den Photoresist auf dem Wafer erzeugt (c). Die Elektroden werden
aus Gold durch Aufdampfen erzeugt (d). Fir eine verbesserte Haftung
der Goldschicht auf Glas wird hierfir eine 10 nm dicke Chromschicht un-
ter dem Gold ebenfalls durch Aufdampfen aufgebracht. Nach dem Be-
schichten wird der restliche Lack mit dem darUber liegenden Metallfilm
entfernt (e, abgehoben, engl. lift-off). An den Stellen, die mit dem Glas-
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wafer direkte Kontaktierung hatte, bleiben die gewilinschten Dinnschicht-
strukturen.

Die Messzelle besteht aus zwei langen Bandelektroden (250 pm x 10 ym
und 1 mm x 10 ym), der kleinste Abstand zwischen den Bandelektroden
betragt 2 um (Elektrodenabstand: 2 ym, 5 pum, 10 pm, 50 pm und
100 pym). Zur Herstellungsoptimierung der feinen Elektroden beim Lift-
off-Verfahren wurden in Voruntersuchungen 300 nm dicke Goldschichten
durch zwei unterschiedliche Dunnschichtverfahren — Aufdampfen und
Sputtern verglichen. Nach dem Lift-off-Vorgang zeigten die aufgedampf-
ten Strukturen (Abb. 3-11 (b)) glatte Kanten, wohingegen die gesputterte
Strukturen raue Kanten hatten (Abb. 3-11 (a)). Somit ist es deutlich zu er-
kennen, dass das Aufdampfen zum Lift-off-Prozess ein besser geeigne-
tes Beschichtungsverfahren ist und es wurde weiterhin verwendet. Der
Grund hierfir ist, dass die Targetatome beim Aufdampfen noch ausge-
richteter zur abscheidenden Oberflachen beschleunigen als beim Sput-
tern. AulRerdem ist die Dinnschicht beim Aufdampfen auf dem Glas bes-
ser haftend als beim Sputtern. Bei der Beschichtung ist es nicht zu ver-
meiden, dass auf den Seitenwander des strukturierten Photoresists auch
beschichtet werden. Beim Sputtern ist dieser Effekt noch grélier und die-
se Schicht bleibt durch schwache Haftung an der Seitenoberflache des
Resists nach dem Entfernen desselben noch an der Kante haften.
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Abbildung 3-11 REM-Aufnahmen: Teststrukturen (Au) nach dem Lift-off-Prozess

(a) gesputterte Elektroden, (b) aufgedampfte Elektroden
Nach der UV-Belichtung bleibt eine inverse Struktur des Photolacks auf
dem Wafer und somit lange und sehr schmale Streifen im Messzellenbe-
reich, deren Breite dem Elektrodenabstand der Messzelle entspricht. Auf
Grund der begrenzten Haftkraft des Photolacks war die Herstellung der
Bandelektroden mit dem Abstand von 2 ym durch das Verfahren aller-
dings mihsam, wobei sich die Resiststruktur mit dem Aspektverhaltnis
der Héhe zu Breite von 0,5 und dem extremen Aspektverhaltnis der Lan-
ge zu Breite von 500 ergibt.

In Abbildung 3-12 sind zwei Beispielbilder der defekten Elektroden nach
dem Lift-off-Vorgang zu sehen. Nach der Entwicklung wurde die dinne
Resiststreifen auf dem Wafer abgetrennt (Abb. 3-12 (a)) oder sogar voll-
standig abgeldst (Abb. 3-12 (b)). Nur ca. 10 % der gesamten Elektroden
mit dem Abstand von 2 ym wurden ohne Defekt hergestellt (Abb. 3-12
(c)). Die Elektroden mit dem Abstand ab 5 um lassen sich hingegen
durch das Verfahren zuverladssig herstellen. In Abbildung 3-13 ist eine
REM-Aufnahme der Messzelle eines Impedanzsensors mit einem Elek-
trodenabstand von 10 pm dargestellt.

Abbildung 3-12 REM-Aufnahmen: Au-Bandelektroden mit dem Abstand von 2 pm
nach dem Lift-Off-Verfahren
(a) Defekt: Resiststreifen zwischen Elektroden haftete nicht auf dem Wafer
(b) Defekt: Resiststreifen zwischen Elektroden bei der Entwicklung abgetrennt
(c) Bandelektroden ohne Defekt
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Abbildung 3-13 REM-Aufnahme: Messzelle des Impedanzsensors
Elektrodenlénge: 1000 pm, Elektrodenbreite: 10 um, Elektrodenabstand: 10 ym

Die Elektroden wurden anschlieBend zur kontaktlosen Impedanzmes-
sung mit einer Isolationsschicht beschichtet. Als Isolationsschicht wurde
eine 300 nm dicke Siliziumnitridschicht auf der gesamten Waferoberfla-
che mit den Elektrodenstrukturen aufgebracht, die Nitridschicht im Be-
reich der Kontaktpads wurde danach zur Ohmschen Kontaktierung wie-
der freigeatzt. Die Nitridschicht wurde durch die plasmaunterstitzte che-
mische Gasphasenabscheidung (engl. Plasma Enhanced Chemical Va-
por Deposition, PECVD) im Zentrum flr Mikro- und Nanotechnologien (lI-
menau, Deutschland) hergestellt.

Die fertigen Elektroden wurden dann vereinzelt. Ein Glaswafer mit 48 Im-
pedanzsensoren mit verschiedenen Geometrien ist in Abbildung 3-14
dargestellt. Um die Mikroelektroden zu schitzen wurde der Wafer vor
dem Sagen mit einer blauen Haftfolie bedeckt. Vier Justiermarken am
Rand wurden zum Ausrichten einer Folienmaske beim Freiatzen der Ni-
tridschicht auf den Kontaktpads verwendet. In Abbildung 3-15 ist ein ver-
einzelter Impedanzsensor dargestellt.
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Abbildung 3-14 48 Impedanzsensoren mit verschiedenen Elektrodengeometrien auf
einem 4-Zoll-Glaswafer nach dem Vereinzeln, mit blaue Haftfolie bedeckt

ST

Abbildung 3-15 Vereinzelter Impedanzsensor
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4 Versuchsdurchfiihrung und Ergeb-
nisse

Fiir die Untersuchungen der elektrischen Eigenschaften von DNA-LG-
sungen bei CE-C4D-Messungen sollen die speziellen Bedingungen bei
der CE-Trennung sowie die C4D-Messprinzipien betrachtet werden. Die
Erweiterung des Einsatzes der kontaktlosen Leitféhigkeitsdetektion in
der DNA-Analytik wird dabei diskutiert. Die hoch empfindliche Impedanz-
spektroskopie kann hierfiir experimentelle Aussagen liefern.

Fiir die analytische Performance soll die messtechnische Optimierung
des CE-C4D-Messplatzes erarbeitet werden. Messtechnische Verbesse-
rung der Detektorperformance und Analysenprézision werden liberlegt.
Methoden zur Uberwindung der generellen Schwierigkeiten der Fluid-
tiberwachung in mikrofluidischen Systemen sind zu diskutieren.
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4.1 Untersuchung der elektrischen Eigenschaften von
DNA-L6sung

Impedanzspektroskopische Untersuchungen wurden in dieser Arbeit mit
einer Anlage Alpha High Resolution Dielectric Analyzer der Firma Novo-
control Technologies GmbH & Co. KG (Hundsangen, Deutschland)
durchgefiihrt. DNA-Proben und ein speziell dazu bendétigter Puffer sind
kormmerziell auf dem Markt erhéltlich.

4.1.1 Elektrische Leitfahigkeit von DNA-L6sungen

Die ersten Impedanzmessungen von DNA-L&sungen wurden noch mit
der C4D-Messelektrode (Abb. 4-1) aus Gold in direktem Kontakt durch-
gefuhrt. Die Elektroden wurden auf einen Polyetheretherketon (PEEK)-
Folie durch Sputtern hergestellt (siehe Kap. 3.1.3).

oty

e

Abbildung 4-1 Impedanzmesselektroden aus Gold in Form von C4D-Elektroden auf
PEEK-Substrat, Dicke: 300 nm,
Messzelle; Elektrodenabstand: 250 um, Elektrodenbreite: 200 pm

DNA-Proben (Salmon Sperm DNA Solution, FA. Life Technologies™,
Carlsbad, CA, USA) wurden sowohl im Wasser als auch im TE-Puffer
(10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7.6, Bioneer Corporation, Daejeon,
Sudkorea) mit der Konzentration von 1 bzw. 10 ng/ul angesetzt. Die
Messungen wurden bei einer Messamplitude von 1V durchgefiihrt. Da
die hoch leitende Pufferlésung bei einem niedrigeren Frequenzbereich
z. B. zu einer méglichen Mikrogasblasenbildung auf den Elektrodenober-
flachen neigt, wird der Messfrequenzbereich bei den in Puffer angesetz-
ten DNA-L6sungen von 100 kHz bis 1 MHz ausgewahlt. Bei den in Was-
ser angesetzten DNA-L6sungen wird die Messung Uber die Frequenz
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von 10 kHz bis 1 MHz durchgeftuhrt. In Abbildung 4-2 sind die Impedanz-
spektren von DNA in Pufferlésung bzw. in Wasser dargestellt.

Die in der Pufferldsung angesetzte DNA-Proben zeigten bei solchen ge-
ringen Konzentrationen im Bezug auf dem hoch leitenden Puffer einen
grolRen Leitfahigkeitsanstieg (Abb. 4-2 (links)). Die DNA-L&sung in Was-
ser zeigt im niedrigeren Frequenzbereich von 10 Hz einen Leitfahigkeits-
unterschied von ca. 5 % bei der DNA-L6sung mit 1 ng/ul DNA und bei
der L6ésung mit 10 ng/ul DNA sogar tber 30 %.

3x10° 4x10° —— Wasser
—— 1 ng/ug DNA in Wasser

—— TE-Puffer k
1
1 ngiug DNA in Puffer 0 ng/ug DNA in Wasser

10 ng/ug DNA in Puffer 2x10° 1

2,5x10"

10° 4
8x10°

Z Q]
Z[Q]

2x10° ;
6x10

4x10°

1,6x10° . 2x10° ' !
100k ™ 10k 100k 11

Frequenz [Hz] Frequenz [Hz]

Abbildung 4-2 Impedanzspektren von DNA-L&sungen in Pufferlésung (links) und in
Wasser (rechts), Messamplitude 1V

Da die Lésung bei einer DNA-Konzentration von 10 ng/upl rund 1000-mal
weniger Ladung pro Volumen als der Puffer aufweist, ist eine so hohe
Leitféahigkeitszunahme bei DNA nicht zu erwarten und mit einem rein io-
nischen Ladungstransport nicht zu begrinden. Induzierte Dipolmomente
oder Gegenionen, die an den DNA-Molekllen fest bzw. diffus anlagern,
kénnten eine mogliche Ursache fur die hohen Leitfahigkeitswerte von
DNA in wassriger L6sung sein.

4.1.2 Einflisse der Ausrichtung der Molekiile
DNA ist ein langes Kettenmolekdl, das in spannungslosem Zustand ein

,Random Coil*-Struktur bildet. Allerdings werden die beliebig knduelnden
Molekiile im elektrischen Feld parallel zum Feld ausgerichtet. In dieser
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Arbeit wurde der Einfluss von DNA-Molekilenausrichtung auf die Leitfa-
higkeit untersucht.

Hierfir wurde ein Gleichspannungsfeld in paralleler Richtung bzw. in
senkrechter Richtung zum Messfeld angelegt. In Abbildung 4-3 sind bei-
de Anordnungen. Zum Anlegen des Gleichfeldes wurden Platinelektro-
den auf dem Glassubstrat aufgebracht.

Gleichfeldelekirode
Gleichfeld Gleichfeldelektrode
Messfeld Messfeld
Messzelle Messzelle

Gleichfeld

Abbildung 4-3 Messaufbau zum Anlegen des Gleichspannungsfeld in paralleler Rich-
tung (links) bzw. in senkrechter Richtung (rechts) zum Messfeld

Mit dieser Elektrodenanordnung wurden die Impedanz von DNA-L&sun-
gen (Salmon Sperm DNA Solution, Life Technologies™, Carlsbad, CA,
USA) mit und ohne Gleichfeld in paralleler Richtung zum Messfeld tber
der Messzelle gemessen. Die Messfrequenz wurde auf 1 MHz festge-
legt, da bei einem Gleichfeld Uber ein Spektrum fur langere Zeit andere
Effekte auftretten kénnen. Zunachst wurde die Messung dreimal nach-
einander ohne Gleichspannungsfeld durchgefiihrt. AnschlieRend wurde
die Messung auch dreimal mit einem Gleichfeld von 2 V/mm durchge-
fuhrt.

Zur Veranschaulichung ist in Abbildung 4-4 (a) die Impedanzdifferenz
von DNA-L6sung im Bezug zu Wasser dargestellt. Nach Anlegen des
Gleichfeldes erkennt man einen deutlichen Leitfédhigkeitsanstieg der
DNA-L6sung. Die Zunahme der Leitfahigkeit von DNA-L&sung im Gleich-
feld deutet auf einen verstarkenden Einfluss der Ausrichtung von DNA
auf ihre Leitfahigkeit hin. Dieses Phanomen kann im Vergleich mit der
selben Messung mit Gleichfeld in senkrechter Richtung zum Messfeld
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(Abbildung 4-4 (b)) noch deutlicher erkannt werden. Die Impedanzdiffe-
renz von DNA-L&sung im Bezug auf Wasser ist bei einem Gleichfeld in
dieser Richtung wesentlich kleiner, es ist keine signifikante Anderung
mehr erkennbar. Der kleine Anstieg kann durch die Erwarmung der L6-
sung erklart werden.

(a) 16000 ) 16000

14000 14000
12000 + 12000 <
10000 4 10000

8000

—AIZI [Q]
—AIZI [©]

8000 4
6000

(b
6000 -
4000 - 4000
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0 i
—_— —_—

Ohne Gleichfeld Gleichfeld 2V/mm Ohne Gleichfeld Gleichfeld 2V/mm

o

Abbildung 4-4 Impedanzdifferenz von DNA-L&sung im Bezug zu Wasser
mit und ohne Gleichfeld;
(a) Gleichfeld in paralleler Richtung zum Messfeld
(b) Gleichfeld in senkrechter Richtung zum Messfeld
DNA-L&sung: 1 pg/ul in Wasser
Gleichfeld: 2 V/mm, Messamplitude: 1 V
Elektrodenabstand: 10 ym

Bei der CE-Trennung wird ein elektrisches Feld von 10 bis 50 V/mm an-
gelegt, diese Feldstarken sind rund eine GréRenordnung hdher als die
im Versuch angelegten. Das durch die C4D Messung anliegende Feld
liegt im Bereich bis max. 1 kV/mm, d. h. ebenfalls wenigstens eine Gro-
Renordnung héher als im Versuch. Diese ersten Ergebnisse zeigen, dass
es durch die zur Trennung und zur Messung anliegenden Felder im Ka-
nal zu einer héheren Messempfindlichkeit bei den CE-C4D-Systemen
kommen sollte.

Die Beobachtung von Leitfahigkeitsunterschieden zwischen ausgerichte-

ter, und nicht ausgerichteter DNA legt den Schluss nahe, dass es neben
dem ionischen Ladungstransport zu einem zusatzlichen Effekt kommt.
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Das Design von C4D-Messzellen auf dem CE-Chip in dieser Arbeit, wo-
bei das Messfeld in der Richtung zum CE-Hochspannungsfeld angeord-
net ist, ist dabei vorteilhaft fur eine hoch empfindliche DNA-Detektion.

4.2 Fragmentierung der DNA-Molekiilen bei der CE-C4D

Eine weitere Erkldrung zu hoher Leitfahigkeit von DNA unter der CE-
C4D-Messbedingungen, die zu einer hohen elektrischen Leitfahigkeit
von DNA-L&sungen fluhren kénnten, basiert auf der Fragmentierung der
DNA-Molekile, d. h. das Auftreten von Kettenbriichen auf Grund der ho-
hen Energiedichte in der Messzelle. Durch Joulesche Wé&rme einerseits
auf Grund des hohen elektrischen Feldes, das flir elektrophoretische
Trennung angelegt wird, und andererseits auf Grund des Einflusses des
Wechselfeldes in der C4D-Messzelle, entsteht eine Temperaturerh6-
hung. Speziell bei der DNA-Trennung in gelbasierenden Trennmedien,
die héhere Leitfahigkeiten besitzen als wéassrige Puffer und deshalb bei
der vorgegebenen Spannung einen héheren Stromfluss aufweisen, wird
diese Erwarmung noch gréfer.

Wie bereits in Kapitel 2.4.2 beschrieben, beginnt die doppelstrangige
DNA bei einer Temperaturerhéhung auf ca. 80°C zu denaturieren, wel-
che bei der Abkihlung reversibel ist. Eine hohe Energiedichte kann au-
Rerdem Kettenbriiche in DNA-Molekllen verursachen, die irreversibel
sind. Durch Denaturierung sowie Fragmentierung wird die Gesamtla-
dungszahl zunehmen, wodurch die elektrolytische Leitfahigkeit von DNA-
L&sungen steigen wird.

In diesem Versuch wird untersucht, ob die hohe Energiedichte, die durch
CE-C4D Messung erzeugt wird, zu Kettenbriichen von DNA-Molekilen
fuhrt. Zum Bestéatigen der méglichen Fragmentierung von DNA-Moleki-
len bei der CE-C4D-Messung wird eine DNA-Probe mit einer bestimmten
Fragmentenkomposition nach einem CE-C4D-Vorgang untersucht. Die
Probe wird nach dem Messvorgang mit der ursprtinglichen Probe vergli-
chen. In der CE-Messung werden sich die DNA-lonen nun durch den
Trennkanal in dem Waste-Reservoir bewegt, der mit einem Puffer befullt
ist. Die Probe in dem Waste-Reservoir wird in dem Puffer diffundiert und
somit sofort eine andere Konzentration aufweisen als die urspringliche
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Probe, die in dem Analyt-Reservoir einpippetiert wurde, welche den Ver-
gleich der Fragmentenkomposition beider Proben nicht méglich macht.

Deshalb wurde ein Modelmessaufbau entworfen, der nach dem Versuch
die Konzentration der Probe nicht veréandert. Um vergleichbare C4D-
Messzellbedingungen zu realisieren wurde ein Mikrokanal, der die glei-
chen Dimensionen wie ein Kanal auf dem CE-Chip hat, in Kombination
mit C4D-Elektroden verwendet. Die Proben werden bei der Simulation
nicht elektrophoretisch bewegt, sondern mit einer Spritzpumpe durch die
Messzelle gedrickt. Die Geschwindigkeit der Flissigkeit durch die Mess-
zelle wird aquivalent zu den Standardbedingungen der CE-Trennung ge-
wabhlt.

Als Probe wurde eine DNA-Leiter (GeneRuler™ DNA Ladder Mix
#SM0331, Gesamtkonzentration: 0,5 ug/ul, Puffer: 10 mM Tris-HCI (pH
7,6), 1 mM EDTA) der Firma Fermentas GmbH (St. Leon-Rot, Deutsch-
land) verwendet. Der temperaturregulierter Messplatz wurde zunéachst
bei eine Temperatur bis max. 85°C erwarmt. Die L6sung wurde mit einer
Geschwindigkeit von 20 nl/min (entsprechend 8 mm/min) durch die C4D-
Messzelle bewegt. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 4-5 dargestellt.

temperaturreguliert

HF-Sender
Spritzenpumpe
\q N C4D-Messzelle Durchfluss

A “3 Mikrokanal &
Empfanger

Abbildung 4-5 Versuchsaufbau fir den Nachweis einer Fragmentierung der DNA
durch die C4D mit Simulation der Erwdrmung durch das Gel

AnschlieBend wurde die durch die Messzelle bewegte DNA-Probe mit-
tels Agarose-Gelelektrophorese im Vergleich mit einer unbehandelten
Probe untersucht, bei der keine C4D zur Detektion eingesetzt wurde.

Das Ergebnis ist in Abbildung 4-6 dargestellt. Die DNA-Fragmente wur-

den nach dem elektrophoretischen Prinzip nach der GrélRe aufgetrennt.
Die Proben wurden in Taschen, die sich im Gelpad befinden (in Abbil-
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dung 4-6 oben zu erkennen) einpipettiert. Am weitesten gewandert sind
die kurzesten Fragmente, die langeren Fragmente wandern langsamer.
Die Intensitat der Banden deutet auf die Anzahl der Fragmente hin. Die
DNA-Probe nach der CE-C4D-Simulation zeigte eine deutlich veranderte
Fragmentekomposition. Die langen Fragmente sind deutlich reduziert,
wohingegen kurze Fragmente hinzugekommen sind. Die Menge der kur-
zen hat sich Uberraschender Weise erhéht. Darlber hinaus konnte sogar
ein neu entstandenes kleines Fragment nachgewiesen werden.

Diese Fragmentierung fuhrt in Kombination mit einer Denaturierung zu
einer deutlich gré3eren Anzahl von Ladungen, da auch die neu entstan-
denen Fragmente an beiden Enden negative Ladungen besitzen. Ver-
bunden mit der héheren Mobilitat der kleineren DNA-Fragmente ist somit
eine hdhere elektrolytische Leitfahigkeit zu erwarten.

unbehandelte DNA-Probe j r DNA-Probe nach der CE-C4D-Simulation

-

- -

lange Fragmenten fehlen

Migration

- —

LT

. —> ein neues Fragment entsteht

kurze Fragmente kamen dazu

Abbildung 4-6 Auftrennung der DNA-Proben im Argarose-Gelpad
Zusammen mit der Leitfahigkeitserhdhung durch DNA-Ausrichtung fih-

ren die Fragmentierung und die Denaturierung von DNA zu einer hohen
Messempfindlichekeit bei der CE-C4D. Somit kann die in der ersten
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Messung beobachtete hohe Leitfahigkeit von DNA mit den CE-C4D-
Messbedingungen erklart werden.

4.3 Messtechnische Verbesserung der CE-C4D

4.3.1 Messaufbau und -ablauf der Mikrochip-CE mit C4D

In Abbildung 4-7 ist der verwendete Messplatz dargestellt. Der Messplatz
besteht aus programmierbaren Hochspannungsquellen (Eigenbau IMT /
Institut fir Prozessdatenverarbeitung und Elektronik (IPE) des KIT) zum
Anlegen von elektrischen Feldern flir die elektrophoretische Migration
zur Probeninjektion und Separation sowie einem kontaktloser Leitfahig-
keitsdetektor. Eine Software zur Steuerung der Hochspannungseinheiten
ermdoglicht die Einstellung von unterschiedlichen Injektions- und Separa-
tionssequenzen, sowie die Darstellung aller im System flieRenden Stré-
me. Das Messsignal von der C4D wird mit einem AD Wandler eingelesen
und mit der Auswertungssoftware ChemStation (FA. Agilent Technolo-
gies, Waldbronn, Deutschland) dargestellt und analysiert.

Hochspannungsquelle

Faraday-Kifig

=
HF-Sender |
« Y~

‘I

HF-Empfinger

Abbildung 4-7 CE-C4D-Messplatz
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Die Hochspannung wird durch Platinstite am Ende der beiden Mikro-
kanéle in die elektrolytischen Lésungen zugeflihrt, somit kann ein elektri-
sches Feld fur die elektrokinetische Probeninjektion bzw. Separation an-
gelegt werden. Die C4D arbeitet nach dem Sender- und Empféngerprin-
zip. Die Sender- und Empfangermodule sind in abgeschirmten Metallbo-
xen untergebracht und werden durch abgeschirmte HF-Leitungen tber
Kontaktfederstifte mit den Detektionselektroden auf dem Chip angekop-
pelt. Bei der Messung wird der Messplatz mit einem Metallkafig (Fara-
dayscher Kafig) abgedeckt um den Kontakt des Bedieners mit der Hoch-
spannung zu verhindern und gleichzeitig elektromagnetischen Stérungen
abzuschirmen.

Alle Lésungen werden mit destillietem Wasser angesetzt und durch
einen sterilisierten Filter mit 0,2 ym Poren gefiltert. Zur allgemeinen
Chipcharakterisierung und zum Testen der Trennleistungen wird die
Trennung von drei Alkali-Kationen Li*, Na® und K* durchgefiihrt. Als Puf-
ferlosung wird MES/His, ein Standardpuffer aus MES (2-(N-
Morpholino)ethansulfonséure) und Histidin mit einer Konzentration von
10 mM verwendet. Als Analyten werden Lithiumchlorid, Natriumchlorid
und Kaliumchlorid mit einer Konzentration von 100 mM angesetzt und
weiter in Pufferlésung auf 1 mM verdinnt (alle verwendeten Chemikalien
sind im Anhang aufgelistet).

Alle Fluidreservoirs an den Enden der Mikrokanéle werden zunachst
sorgfaltig mit Pufferldsung beflllt, wobei insbesondere darauf geachtet
wird, dass keine Luftblasen im Kanal entstehen, die isolierend wirken,
den lonenfluss behindern und zu lokal hohen Feldstarken fihren wiirden,
die unter anderem den C4D-Detektor durch Uberschlage beschéadigen
kénnten. Nach dem Befillen wird die Pufferlésung im Analytreservoir an
einem Ende des kurzen Kanals durch Analyt ersetzt. Der Chip wird in
den Messplatz eingebaut, damit die Detektionselektroden mit den HF-
Kontaktstiften zum Sender bzw. Empfénger fest kontaktiert werden. Da-
nach werden die Platinstifte zum Anlegen der Hochspannung in die Flui-
dreservoirs eingetaucht. Nach der Abschirmung des Messplatzes aus Si-
cherheitsgrinden kann der gesamte Messvorgang automatisiert durch-
gefuhrt werden. Die Versuchsparameter lassen sich Uber die Steue-
rungssoftware einstellen (Abbildung 4-8). Beim Starten wird zunachst
eine Hochspannung an dem kurzen Injektionskanal angelegt wodurch
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der Analyt sich zum anderen Ende des Kanals bewegt. Nach der Analyt-
injektion erfolgt automatisch eine Umschaltung der Spannung auf den
langen Trennkanal. Der Analyt, der sich am Kanalkreuz befindet bewegt
sich durch den langen Kanal, wobei es zur elektrophoretischen Stofftren-
nung kommt. Beim Trennvorgang wird das C4D-Messsignal Uber die
Auswertesoftware erfasst und in einem Elektropherogramm dargestellt.

Prozesssequenz | I HV-Steuenmng I

Puocess1 | Piocess2 | Process3 | Processd | Process5 | Process6 |

Process Trigger Start ime [Sec] Duration [Sec] Status
E Ed  Yow Ham 00 ‘
E =1 30 §reom m .
Bl = g Yoo fa o
E [l Jow Yoo (1 >
Bl = 9w g w il
. How Hoo 00 .

= L=

Injection (k) / Waste Injection et

IR DATEI Separation ) / Waste Separation (geen)

7

Tene ) 1 Tane 1s]

Abbildung 4-8 Steuerungssoftwareoberflache

4.3.2 Optimierung der C4D

Um eine niedrigere Nachweisgrenze zu erreichen, ist das Design der De-
tektionselektrode bei der kontaktlosen Leitfahigkeitsdetektion ein wichti-
ger Faktor. Zur Verbesserung des Signal-Rausch-Verhéltnisses bei einer
Leitfahigkeitsmessung mittels Hochfrequenztechnik wurden die C4D-
Elektroden modifiziert, die das direkte Ubersprechen zwischen den Elek-
troden (Streukapazitat Cs in Abbildung 4-9) minimieren und das Signal-
rauschen reduzieren sollten. Dabei wurden Abschirmungselektroden mit
der gleichen Geometrie wie die C4D-Elektroden mit einem Abstand
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gleich der der Breite der Elektroden eingefiihrt und mit Masse verbun-
den. Die neue C4D-Elektroden und ihr Ersatzschaltbild sind in Abbildung
4-9 dargestellt.

—

Abschimungselektrode

— !

Abbildung 4-9 Modifizierte Detektionselektroden durch Einflhrung von Abschirmungs-
elektroden (blau) und Ersatzschaltbild (rechts)

Mit den neu entworfenen C4D-Elektroden wurde zunachst eine Trennung
von Li*, Na" und K* durchfuhrt (Analyt je 1 mM, Puffer: 10 mM MES/His)
und mit einem gleichen Messvorgang ohne die Abschirmung durch die
zusatzliche Elektroden, d. h. ohne Kontaktierung von Abschirmungselek-
troden zur Masse verglichen. Die Basislinien wurden in beiden Messun-
gen auf die gleiche H6he angepasst. In Abbildung 4-10 sind Elektrophe-
rogramme mit und ohne Abschirmung dargestellt. Das Ergebnis zeigt
eine deutliche Reduzierung des Rauschens um ca. 75 %. Dabei zeigt die
Signalpeaks auch eine Erhéhung von ca. 25 %, weil die Detektorleistung
dabei erh6ht wurde um die H6he des Grundsignals anzupassen. Insge-
samt wurde das Signal-Rausch-Verhéltnis somit um das Funffach erhéht.

In vielen mikrofluidischen Lab-on-Chip-Systemen ist auf Grund des ge-
ringen Volums der Messzelle eine hohe Messempfindlichekeit wichtig.
Durch die Modifizierung der Messelektroden, deren Abschirmung ohne
zusatzliche Herstellungsschritte realisiert werden kann, konnte das Si-
gnal-Rausch-Verhaltnis effektiv erhéht werden.
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Abbildung 4-10 Elektropherogramm: Trennung von Li*, Na*, K* und Ca?
Signal und Rauschen ohne (links) und mit (rechts) Abschirmung der C4D-Elektroden
Puffer: 10 mM MES/His, Analyt: je 1 mM,

Einy = 50 V/Imm, ti; = 3 s, Esep = 23 V/mm
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4.3.3 Uberwachung der Analytinjektion mittels C4D

Bei der Auswertung von Elektropherogrammen ist die quantitative Be-
stimmung der Analytmenge durch Berechnung der Peakflache mdglich.
Dabei ist es wichtig, die Probenmenge, die tatsachlich bei der Analyse
injiziert wird, zu ermitteln. Bei der Mikrochip-CE, die zur automatisierten
Probeninjektion aus zwei sich kreuzenden Kanélen besteht, lasst sich
das Probenvolumen bei Injektion theoretisch reproduzierbar dosieren. In
der Praxis wird das Injektionsverhalten jedoch von verschieden Bedin-
gungen, z.B. Injektionszeit, Injektionsspannung sowie Fillstand von
Fluidreservoirs beeinflusst. Aulierdem wurde bei einer speziellen Metho-
de, dem so genannten ,Sample Stacking®, bei der die Analyten zur Erh6-
hung der Trennleistung anstatt in Pufferlésung in Wasser verdinnt wird,
ein instabiles Injektionsverhalten beobachtet [65, 86]. In den beiden Ar-
beiten wurde beobachtet, dass bei jeder Injektion in einer Messsequenz
unterschiedliche Analytmengen in den Trennkanal injiziert wurden. Aus
diesem Grund kénnen Messergebnisse auch bei gleichen Analyten zu
unterschiedlich gro3en Peaks flhren, so dass bei den quantitativen Ana-
lysen deutliche Messfehler verursacht werden. Das Injektionsverhalten
wurde in vorhergehenden Untersuchungen mittels Fluoreszenzmikrosko-
pie veranschaulicht und der Einsatz der C4D wurde neben der Detektion
zur Uberwachung des Injektionsverhaltens vorgeschlagen. [65, 86]. Die
Ergebnisse haben gezeigt, dass durch C4D-Signal am Injektionskreu-
zungsbereich die tatsachlich in den Trennkanal injizierte Probenmenge
quantitativ ermittelt werden kann.

In dieser Arbeit wurde dieser Ansatz zum Einsatz in den praktischen An-
wendungen weiter vertieft. Durch die simultane Messung im Injektions-
kreuzungsbereich und an der Detektionsstelle kann eine Korrelation zwi-
schen dem Injektionsverhalten und der Detektionssignale gewonnen
werden. Dartber hinaus kann der Fehler bei der quantitativen Analyse,
der durch variierende Probeninjektionsverhalten verursacht wird, dyna-
misch korrigiert werden.

Die Geometrie der Detektionselektroden wurde nach dem erfolgreichen
Einsatz in den vorangegangenen Arbeiten [65, 86] Ubernommen. Das
Elektrodendesign ist in Abbildung 4-11 dargestellt (vgl. mit Abb. 3.1). Die
Elektroden sind 200 ym breit und 1 mm lang. Der Abstand beider Elek-
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troden betragt 150 um. An den beiden Enden der Elektroden werden
Kontaktpads (2 mm x 2 mm) zum Verbinden mit den C4D-Sensoren auf-
gebracht.

Kontaktpads

Injektionskanal

Trennkanal ---- da Z .. ] 1200 pm

______

Abbildung 4-11 C4D-Elektroden im Injektionsbereich

In Abbildung 4-12 ist ein CE-Chip mit C4D-Elektroden an der Detektions-
stelle sowie im Injektionsbereich dargestellt. Die Elektroden am Injekti-
onskreuz wurden wie die Detektionselektroden durch Sputtern unter dem
Einsatz von einer Schattenmaske aufgebracht.

Abbildung 4-12 CE-Chip mit C4D-Elektroden im Injektionsbereich und an der Detekti-
onsstelle

Die Leitfahigkeitssignale am Injektionskreuz und an der Detektionsstelle
auf einem Chip kénnen durch den Einsatz von zwei C4D-Detektoren
gleichzeitig erfasst werden. Die beiden C4D-Detektoren zur simultanen
Messung werden mit zwei unterschiedlichen Frequenzen betrieben, um
eine gegenseitige Beeinflussung zu vermeiden.

Zunachst wurden beide Kanéle mit einem 10 mM MES/His-Puffer befullt
und die Messsignale wurden zum Test erfasst. Dabei wurde das elekitri-
sche Feld in beiden Kanélen angelegt. Bei den Messungen wurde aller-
dings beobachtet, dass das Ein- und Ausschalten der Hochspannung im
Injektionsbereich zu einer unmittelbaren Signalanderung, d. h. zu einer
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Veranderung der H6he des Leitfahigkeitssignals, fihrt. Diese wird auch
beim Anlegen der Masse an die mit Elektrolyt beflllten Reservoirs beein-
flusst. Drei von vier Fluidreservoirs, die mit Elektrolyt befillt sind, liegen
vom Kanalkreuz nur 5 mm entfernt. Der Innendurchmesser der Fluidre-
servoirs betragt 5 mm, die Fullhéhe variiert mit den eingesetzten L6-
sungsvolumina und liegt meist bei 3 bis 5 mm. Der Einfluss dieser relativ
groRen Elektrolytsdule ist nicht zu vernachlassigen. In Abbildung 4-13
sind die Veranderungen des Leitfahigkeitssignals der Messung im Injekti-
onsbereich durch Anlegen von Masse an verschiedene Kanalenden zu-
sammengefasst.

—— ohne Abschirmung
—— mit Abschirmung

1000 ﬂ<:ft E F

(AP

float| —

Sianal [V
g

GND an Separationskanal GND an Injektionskanal GND an Separations- und
Injektionskanal

0 W
WWW
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Abbildung 4-13 Verlaufe der Messsignale von 10 mM MES/His im Injektionsbereich;
Einfluss der unterschiedliche angelegten Masse
mit dem derzeitigen Messplatz (blau) und nach der Modifizierung (rot)
GND: Masse

Die blaue Linie zeigt das Messsignal der C4D-Messung am Injektions-
kreuz mit der an unterschiedlichen Stellen angelegten Masse. Zunéachst
wurde an beiden Enden des Separationskanals Masse angelegt und der
Injektionskanal wurde vom Potential getrennt. AnschlieRend wurde um-
gekehrt an beiden Enden des Injektionskanals Masse angelegt und der
Separationskanal wurde vom Potential getrennt. Zum Schluss wurde an
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beiden Enden beider Kanadle Masse angelegt. Dabei wurde beobachtet,
dass der Einfluss auf das Messsignal wahrend des Messablaufs zur
quantitativen Messabweichung fuhrt. Die Abweichung ist von dem Ab-
stand zwischen Messzelle und Fluidreservoirs abhangig, d. h. die néhere
Fluidreservoirs haben noch gréRere Einflifde auf die Messsignalabwei-
chungen, so dass die Messung am Injektionsbereich noch stérker betrof-
fen wird als an der Detektionsstelle. Diese aulderen Einflisse auf das
Messsignal sollten zur quantitativen Auswertung des Signals unterdrickt
werden. Dazu wurde eine Abschirmung der Fluidreservoirs mit Kupferfo-
lien gegen die C4D-Elektroden eingefuhrt, um den Einfluss eliminieren
zu kénnen. Ein neuer Hochspannungselektrodenhalter mit eingebauten
Abschirmungen der Fluidreservoirs wurde hierfir aufgebaut (Abb. 4-14).
Die Fluidreservoirs des CE-Chips passen in die Lécher, somit werden die
Reservoirzylinder mit den Kupferfolien abgeschirmt. AuRerdem werden
Hochspannungsstifte auf dem Chip einfach justiert und tauchen prazise
in die Fluidreservoirs ein. Die Kupferfolien werden wahrend der Messung
mit der Masse verbunden.

HV-Elektroden

Pt AN 3
\ S RN V.
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\ Y .
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| Kupferfolie zr Abschirmung

Abbildung 4-14 Modifizierter HV-Elektrodenhalter

Mit dem neuen Messaufbau wurde die gleiche Messung durchgeflnhrt.
Die rote Kurve in Abbildung 4-13 zeigt das Messsignal mit den abge-
schirmten Reservoirs. Die Abweichung von der Basislinie wurde nicht
mehr beobachtet. FUr die weiteren Versuche wurde deshalb der neue
Hochspannungselektrodenhalter eingesetzt.
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Des Weiteren wurde eine Testlésung aus einem Gemisch von Lithium-
chlorid, Natriumchlorid und Kaliumchlorid (jeweils 1 mM, Pufferlésung: 10
mM MES/His) zur Trennung von den Kationen, Li*, Na* und K" einge-
setzt. Wahren des Analysevorgans (Probeninjektion und Trennung) wur-
den die Messsignale an beiden Stellen erfasst. Zunachst wurde die In-
jektionszeit von 5 bis 15 Sekunde variiert, die anderen Messbedingun-
gen wie Injektionsspannung und Fluidreservoirfullstand blieben dabei un-
verandert.

Die simultanen Messsignale vom Injektionskreuzungsbereich sowie von
der Detektionsstelle sind in Abbildung 4-15 dargestellt. Der Analyt besitzt
eine grolere Leitfahigkeit als der Hintergrundelektrolyt. Somit zeigt der
Anstieg des Signals die Injektion des Analyts am Kanalkreuz in den
Trennkanal an. Abbildung 4-15 (oben) zeigt, dass mit zunehmender In-
jektionszeit das Signal kontinuierlich ansteigt, d. h. mehr Analyt strémt in
den Trennkanal hinein. Nach der Injektion folgt die Trennsequenz, bei
der der Trennkanal am Kanalkreuz wieder mit Pufferlésung beftillt wird,
und somit die Messsignale zuriickgehen. Das unterschiedliche Injek-
tioinsverhalten sollte zu unterschiedlichen Peakflachen im zugehdrigen
Elektropherogramm fuhren, wie in Abbildung 4-15 (unten) deutlich zu er-
kennen ist. Jeweils drei Signalpeaks von Li*, Na® und K" wurden detek-
tiert. Mit zunehmender Probenmenge, die in den Trennkanal injiziert wur-
de, werden die Flachen der Signalpeaks auf dem Elektropherogramm
auch gréler.

Aus den Messergebnissen mit den Messaufbau in Abbildung 4-14 konnte
ein Zusammenhang zwischen den Messsignalen im Injektionskreuzungs-
bereich und der Signalpeaks des Elektropherogramms hergestellt wer-
den. Aus der H6he des Peaks direkt vor der Umschaltung der Injektions-
sequenz zum Trennsequenz kann eine injizierte Analytmenge ermittelt
werden. Die aufgetrennte Spezies bilden schmalen Plugs und fihren zu
peakformigen Signalen wahrend sie sich durch die Messzelle bewegen.
Das Integral jedes Peaks Uber die Zeit, d. h. jede Peakflache entspricht
der Menge jeder Spezies.
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Abbildung 4-15 Simultane C4D-Messungen der Injektion (oben) und Separation (un-
ten) von Li*, Na* und K*
Puffer: 10 mM MES/His, Analyt: je 1 mM
Einj = 50 V/Imm, Esp = 11,5 V/imm

Aus den Messsignalen kann der Zusammenhang zwischen den Messsi-
gnalen bei der Injektion und den Signalpeaks der daraus resultierten
Elektropherogrammen dargestellt werden. Die Flache unterhalb des Si-
gnalpeaks von Li*, Na" und K* des Elektropherogramms steigt mit der zu-
nehmenden Menge des in den Trennkanal injizierten Analyts, die im In-
jektionsbereich gemessen wurde. Der typische Verlauf des Zusammen-
hangs zwischen Peakflachen und Signalh6éhe der ersten Messserie
(Abb. 4-15) ist in Abbildung 4-16 dargestellt. Der zu erkennende gering-
fugige Drift am Nullpunkt sollte auf die Diffusion wahren der Migration im
Separationskanal zurlckzufiihren sein, die mit ldngerer Analysenzeit zu-
nimmt. Mit der Berlcksichtigung der Diffusion und der elektrophoreti-
schen Mobilitdt kénnen mit der Messung am Injektionskreuz die Messab-
weichungen bei den quantitativen Analysen korrigiert werden. Diese Me-
thode kann in weiterfiihrenden Arbeiten in die Auswertungssoftware im-
plementiert werden.
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5 Miniaturisiertes Multikanal-CE-Sys-
tem

In der modernen Analytik steigt der Bedarf an kostenglinstigen Einweg-
produkten, um mdégliche Probenkontaminierung und zusétzliche Reini-
gungsschritte zu vermeiden. Wichtig sind dabei ein hoher Probendurch-
satz mit kurzer Analysenzeit und ein kompaktes bedienerfreundliches
Messgerdét.

Das Mult-Kanal-CE-System ,MinCE 48" (Miniaturisierte CE mit 48 Kana-
len) wird konzipiert. Ziele sind dabei die Steigerung der Produktivitét und
die weitere Kostenreduktion. Die hoch optimierte Replikationstechnolo-
gie fiir CDs/DVDs kann hierfiir zur Herstellung der mikrofluidischen ,,CE-
Disc” adaptiert werden.
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5.1 CD als mikrofluidische Plattform

Das optische Speichermedium Compact Disc (CD) zur digitalen Speiche-
rung von Musik, Film sowie Daten fiir Rechner wurde Anfang der 1980er
Jahre von den Firmen Philips und PolyGram in Zusammenarbeit mit der
Firma Bayer entwickelt. Spater in den 1990er Jahren wurde sie in einen
neuen Datentréager, Digital Versatile Disc (DVD), zur héheren Speicher-
kapazitat erweitert. Die DVD sieht dhnlich aus wie die CD, sie ist aber
nur halb so dick. Bei einer CD und DVD werden Daten in Form von Ver-
tiefungen im Mikromalstab gespeichert, welche mit einem Laser ausgle-
sen werden kénnen. Das unterschiedlich stark reflektierte Licht des La-
sers beim Abtasten der Vertiefungen wird dabei in ein elektrisches Signal
umgewandelt, welches schliel3lich als digitale Information interpretiert
wird. Die Grubenstrukturen bei einer CD haben eine Lange von 0,833 bis
3,054 ym und eine Breite von 0,5 pym; bei einer DVD sind die Strukturen
etwa halb so grof3.

Das Replikationsverfahren von CDs und DVDs qilt als ein gelungenes
Beispiel fur die Herstellung von Mikrostrukturen in gro3en Serien. Die
Replikation von CDs und DVDs erfolgt im Spritzprageverfahren — ein
Spritzgussverfahren, wobei die Kunststoffschmelze Uber eine Hoch-
druckpresse in eine Form gespritzt wird. Das Formwerkzeug (meistens
aus Nickel) wird zuvor von einem Master-Formwerkzeug (Ublicherweise
in Glas mit Hilfe einem Laserstrahl lithographisch strukturiert) galvanisch
erstellt. Durch den hoch optimierten Vorgang kann eine schnelle (ca. 500
- 1000 Discs pro Stunde) und kostenglinstige Mikrostrukturierung in Po-
lymer erzielt werden.

Durch die Rotationseigenschaften wurde die CD fir einige mikrofluidi-
sche Anwendungen interessant, z. B. konnte die Zentrifugalkraft und Co-
rioliskraft zum Fluidtransport genutzt werden [90-93]. Dabei wurden mi-
krofluidische Bauteile wie Mikroventile und Mikromischer und Analysen-
schritte wie Probentransport und Separation durch Zentrifugalkraft und
Corioliskraft mit der Kombination von Oberflaichenbenetzung realisiert.
Die tragbare und handhabbare Disc mit relativ gro3er nutzbarer Flache
bietet auRerdem eine gilnstige Plattform in der Mikrofluidik zur Entwick-
lung von vollstédndigen Lab-on-Chip-Systemen mit einer Vielzahl von par-
allelen analytischen und mikrofluidischen Bauteilen.
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5.2 Herstellung von CE-Disc

5.2.1 Cyclo-Olefin-Polymer (COP)

In analytischen Anwendungen spielen die Eigenschaften des Chipsub-
stratsmaterials eine entscheidende Rolle. Die Materialauswahl sollte so-
wohl in Hinsicht auf die Mikrochipherstellung als auch auf die analyti-
schen Anwendungen betrachtet werden. In dieser Arbeit wurde neben
Polycarbonat (PC), ein Standarmaterial zur CD- und DVD-Herstellung
Cyclo-Olefin-Polymer (COP), ein biokompatibles Hochleistungspolymer
mit exzellenten chemischen und physikalischen Eigenschaften als Chip-
substrat, eingesetzt.

Cyclo-Olefin-Polymer oder Cyclo-Olefin-Copolymer ist ein Polymer aus
einem Typ von Olefinen bzw. aus zwei oder mehrerer verschiedenen
Olefinen — Copolymer. Im Gegensatz zu den teilkristallinen Polyolefinen
wie Polyethylen und Polypropylen ist COP amorph und damit optisch
transparent. Zudem ist es fir die Standard-Mikrochipherstellung mittels
Abformung und thermischen Bondens gut geeignet. COP besitzt attrakti-
ve Eigenschaften fur die Analytik und Mikrofluidik, unter anderem eine
exzellente Biokompatibilitat, hervorragende chemische Bestandigkeit ge-
gen Sauren und Basen und geringe Wasserabnahme. In dieser Arbeit
wurde Cyclo-Olefin-Polymer (COP) vom Hersteller Zeon Chemical's (To-
kyo, Japan, Handelsname Zeonex und Zeonor) als Substrat fir die mi-
krofluidische CD verwendet. Das COP wurde durch ring6éffnende Meta-
thesepolymerisation und anschlielende Hydrierung hergestellt. Das Po-
lymerisationsschema und die Struktur von COP sind in Abbildung 5-1
dargestellt.

—_— m —_ m
. ringtffnende Hydrierung
i - Metathesepolymerisation R R’ R R
Cycloolefin-
Monomer

Abbildung 5-1 Polymerisationsschema und Struktur von COP [94]
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5.2.2 Oberflachenaktivierung von Cyclo-Olefin-Polymer

COP ist von sich aus unpolar aufgebaut und daher ein hydrophobes Ma-
terial mit einem Wasserkontaktwinkel von knapp 90°. Bei den CE-An-
wendungen treten wegen der schlechten Benetzbarkeit haufig Probleme
auf, z. B. lassen sich die Mikrokanale mit wassrigen Lésungen schwer
beflllen und es bilden sich haufig Gasblaschen auf der Kanaloberflache
und am Kanaleingang/-ausgang, welche zu einer lokalen Isolierung fuh-
ren und den Stromfluss im Kanal unterbrechen wodurch die elektropho-
retische Migration verhindert wird. Zur Hydrophilisierung der Oberflache
wird haufig Sauerstoffplasma eingesetzt. Der Sauerstoff reagiert mit der
Kunststoffoberflache und bildet dort polare bindungsfreudige Radikalstel-
len. Die Polyolefinoberflache erhalt z. B. nach der Behandlung im Sauer-
stoffplasma Carbonyl, Hydroxyl und andere sauerstoffhaltige funktionelle
Gruppe. Neben der Benetzbarkeit wird durch die Plasmabehandlung die
Haftung nach dem Verbindung tber thermisches Bonden erhéht [65].

In dieser Arbeit wurden die fir Herstellung und analytischen Anwendun-
gen wichtige Eigenschaften von COP als Chipmaterial ohne bzw. nach
der Sauerstoffplasmabehandlung untersucht. Die gereinigte Proben wur-
den zunachst im Niederdruck-Plasma mit Sauerstoff (0,4 mbar, 100 W) 5
Minuten lang behandelt (Plasmaanlage, FA. 4-TEC Vakuum - Anlagen-
bau GmbH, Vierkirchen, Deutschland).

Die Benetzbarkeit der Oberflache kann durch das Vermessen des \Was-
serkontaktwinkels bestimmt werden (Abb. 5-2). Der Kontaktwinkel |&sst
sich durch das Vermessen einzelner Tropfen von Wasser auf der Pro-
benoberflache bestimmen. Durch Anlegen einer Tangente an den Punkt,
wo der aufgesetzte Flissigkeitstropfen die Festkérperoberflache und die
Umgebungsphase, meist Luft, berlhrt, wird der Kontaktwinkel ermittelt.
Ein Kontaktwinkel kann sowohl an statischen als auch an dynamischen
Tropfen gemessen werden. Bei der statischen Messung wird der Tropfen
vor der Messung erzeugt und hat wahrend der Messung ein konstantes
Volumen. Bei der dynamischen Messung wird der Kontaktwinkel gemes-
sen, wahrend der Tropfen vergréliert oder verkleinert wird; die Grenzfla-
che wird also wahrend der Messung standig neu gebildet.
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1

\

Abbildung 5-2 Kontaktwinkelbildung

Die behandelten Mikrokanalstrukturen sollen im Anschlul® mit einer din-
nen Folie durch thermisches Bonden bei 130°C gedeckelt werden. Der
Einfluss der Warmebehandlung auf die Oberflachenbenetzbarkeit sollte
hierbei beachtet werden. Zum Simulieren des thermischen Bondvor-
gangs wurden die behandelten Proben anschliel3end der gleichen Tem-
peratur ausgesetzt (130°C, 5 Min). Gemessen wurden die dynamischen
Kontaktwinkel von diesen unterschiedlich behandelten Proben.

Die Wirksamkeit einer Plasmabehandlung ist in der Regel zeitlich be-
grenzt. Die Zeit, fur die eine Funktionalisierung erhalten bleibt, héngt
stark vom behandelten Substrat und dem verwendeten Prozess ab und
kann zwischen wenigen Minuten und einigen Monaten betragen. Die
Proben wurden Uber einen Zeitraum von etwa einer Woche (1 Stunde,
4,5 Stunden, 2 Tage, bzw. 8 Tage nach der Plasmabehandlung) unter-
sucht. Insgesamt wurden funf unterschiedlich behandelten Probe, jeweils
drei Stick mit etwa gleich grofRer Flache zum mehrfachen Messen nach
unterschiedlichen Zeiten vorbereitet. Nach einer Messung wurde die ver-
messene Stelle markiert, damit immer unbenutzte Stellen untersucht
werden konnten. Die Proben wurden von einer abgeformten Disc aus
COP abgeschnitten und wie folgt behandelt:

Probe 1: plasmabehandelt

Probe 2: nach der Plasmabehandlung bei 120°C temperiert

Probe 3: nach der Plasmabehandlung mit destilliertem Wasser gespilt
Probe 4: unbehandelt

Probe 5: ohne Plasmabehandlung bei 120°C temperiert

In Abbildung 5-3 sind die Ergebnisse der Anderung der Kontaktwinkel

der unterschiedlich behandelten Proben dargestellt. Die unbehandelten
Proben zeigen Kontaktwinkel zwischen 85° und 90°, die warmebehan-
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delten eine Erhéhung von ca. 5°. Nach der Plasmabehandlung wiesen
die Proben eine gute Benetzbarkeit d. h. sehr kleinen Kontaktwinkel auf.
Dieser Effekt geht nach der Warmebehandlung oder Wasserbehandlung
etwas zurlck aber nicht bis zum urspringlichen Zustand. Nach einer
Woche stellt sich ein Kontaktwinkel von ca. 45° ein. Diese langzeitige
Untersuchung zeigt, dass die mit Sauerstoffplasma behandelte COP-
Oberflache nach dem thermischen Bonden sowie nach der Befillung mit
wassriger Lésung hydrophil bleibt.

Die unvorteilhafte Oberflacheneigenschaft des COPs konnten mit einer
kurzen Vorbehandlung verbessert werden, dieses Hochleistungspolymer
mit guten chemischen Eigenschaften kann in der Mikrofluidik vorteilhaft
in den Einsatz kommen.

95 j(‘
90 —’waq < e <
85 ] v X
80
25 ] —i— plasmabehandelt
] —@— nach der Plasmabehandlung temperiert (120 °C)
70 ] —A— nach der Plasmabehandlung mit Wasser gespuilt
o 65 —w— unbehandelt
o 60 —<— temperiert (120 °C)
3 i
£ %
2 50
g 403‘?;{_{%”////
X 35
30 / /./
25 '/F/
20
15
ot
0 24 48 72 96 120 144 168 192

Zeit nach der Plasmabehandlung [Std]

Abbildung 5-3 Benetzbarkeit von COP nach unterschiedlichen Behandlungen

5.2.3 Entwurf und Herstellung

Zur maximalen Nutzung der Disc-Flache und zur effektiven Anordnung
der Strukturen beim Einsatz wurden insgesamt 48 CE-Strukturen auf ei-
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ner CD radial angeordnet. Die mikrofluidische Disc wird auf dem Mess-
platz in der Mitte fest auf einer drehbaren Achse eingespannt um ein
Wechseln von CE-Struktur zu einer Anderen zu erleichtern.Die Injekti-
onskandle wurden zur einfacheren Probennahme durch Einpipettieren
auf der Aullenseite der Disc angebracht. Die Strukturen werden fir eine
sichere Zuordnung von 1 bis 48 durchnummeriert.

Disc-Durchmesser

120 mm \

Mittelloch
Durchmesser 15 mm

O

Bereich fur Strukturierung
38mm von Mitte
bis 115mm von der Mitte

Stapelnut

Durchmesser 36.2 mm

Abbildung 5-4 Designkriterium: nutzbarer Flédche auf einer Disc

| 26 mm 25 llnm
| l
i o
o ) :
L E
e o} v

Kanalquerschnitt -~~~ "~
AA 7 .

ﬂ

50pum

Abbildung 5-5 Layout einer mikrofluidischen Disc mit 48 CE-Einheiten (links) und
Geometrie einer CE-Struktur (rechts)
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Die nutzbare Flache auf einer Disc mit ihren Abmessungen ist in Abbil-
dung 5-4 und die radiale Anordnung von 48 CE-Einheiten ist in Abbildung
5-5 dargestellt. Die Trennkanéle sind 28,5 mm lang und dabei ist Trenn-
strecke bis zum Kanalkreuz 26 mm lang. Die Geometrie der CE-Disc ist
in Abbildung 5-5 dargestellt.

Die mikrofluidischen CE-Discs wurden nach dem Standardverfahren zur
Herstellung von tblichen CDs und DVDs bei der Firma arvato digital ser-
vices (Gutersloh, Deutschland) durch Spritzprdgen erzeugt. Zunachst
wurde ein Formwerkzeug mit den abzuformenden Strukturen bei der Fir-
ma i-sys Automationstechnik GmbH (Karlsruhe, Deutschland) in eine
6 Zoll Messingscheibe durch Mikrofrdsen strukturiert. Da ein Formein-
satz nur begrenzt haltbar ist, muss der Formeinsatz zum langzeitigen
Einsatz bei der industriellen CD- bzw. DVD-Herstellung in grol3en Stlick-
zahlen vervielféltigt werden. Der Messingformeinsatz wurde bei arvato
digital services galvanisch in Nickel umkopiert. Die mikrofluidischen
Discs wurden dann aus PC und COP mit diesem Nickel-Stamper spritz-
gepragt. Der Messingformeinsatz und die abgeformte mikrofluidische
Disc sind in Abbildung 5-6 bzw. 5-7 dargestellt. Es sind 48 CE-Struktu-
ren, die zur ldentifizierung durchnummeriert sind, und vier Positionie-
rungsmarkierungen zu erkennen.

Abbildung 5-6 Masterformwerkzeug aus Messing
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Abbildung 5-7 abgeformte CE-Disc aus COP in einem CD-Gehause

Mit den abgeformten Discs wurden CE-Discs hergestellt. Um die allseitig
hydrophile Kanaloberflache herzustellen wurden vor dem Deckeln der
Kanalstrukturen sowohl die Kanalstrukturoberflache als auch die Deckfo-
lie behandelt. Die Prozessparameter bei der Sauerstoffplasmabehand-
lung sind in Kapitel 5.2.2 beschrieben. Die CE-Strukturen auf der CD und
die Deckfolie wurden nach der Sauerstoffplasmabehandlung durch ther-
misches Bonden miteinander verbunden. Die Prozessparameter beim
thermischen Bonden von COP finden sich in Tabelle 3-1.

Zum grolRformatigen Deckeln von dicht nebeneinander aufgebrachten
Strukturen durch das thermischen Bonden, wurde ein modifizierter Ver-
suchsaufbau verwendet, wobei der Druck homogen auf die gesamte Fla-
che aufgeteilt werden soll. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 5-8 dar-
gestellt. Der zylinderische Halter verhindert die seitliche Ausdehnung der
elastischen Silikonunterlagen durch Flielen. Er ermdéglicht somit eine
gleichméaRige Druckverteilung auf die gesamte Oberflache des Substra-
tes.
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Abbildung 5-8 Versuchsaufbau zum thermisches Bonden

AnschlieBend werden auf den CE-Discs Mikroelektroden fiir die kontakt-
lose Leitfahigkeitsmessung aus Gold durch Sputtern aufgebracht. Die
Elektroden wurden unter Einsatz einer Schattenmaske im gewiinschten
Design abgeschieden. Die Geometrie der C4D-Elektroden ist in Abbil-
dung 5-9, die Schattenmaske ist in Abbildung 5-10 dargestellt. Auf der
Schattenmaske sind vier schlitzformige Markierungen zur Justierung auf
dem Chip angebracht. Die Maske wurde durch nasschemische Atzen
aus Stahl gefertigt (FA. Atztechnik Herz GmbH, Epfendorf, Deutschland).
Die Prozessschritte zum Sputtern sind in Kapitel 3.1.3 beschrieben.
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Abschirmungselektroden

I

l Mikrokfnal

T

C4D-Elektroden

—| |<— 250 pm

Abbildung 5-9 Geometrie der C4D-Elektroden

Abbildung 5-10 Schattenmaske zum Sputtern von 48 C4D-Elektrodenpaaren mit vier
Positionsmarkierungen an der Innenseite des Rings

In Abbildung 5-11 ist eine CE-Disc und die Vergré3erung von einigen
Elektroden dargestellt. Auf einer Uber die gesamte Flache dicht gede-
ckelten Disc sind die auf jedem Kanal justierten Elektroden zu erkennen.
Somit konnten 48 CE-Einheiten auf einer Disc durch eine Prozessse-
quenz hergestellt werden, diese Parallelfertigung mit Standardprozessen
sollte die Kosten der mikrofluidischen Produkte deutlich reduzieren.
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Abbildung 5-11 CE-Disc mit 48 Kanélen und integrierten Detektionselektroden
einschliellich Abschirmung

5.3 Miniaturisiertes CE-Gerat

Zur neuen Mikrochip-CE im CD-Format, auf der mehrere CE-Strukturen
radial angeordnet sind, wurde das neue miniaturisierte CE-Gerat ,Min-
CE_48“in Form eines portablen CD-Players entwickelt. Das Messgerat
fur die CE-C4D-Messungen besteht aus programmierbaren Hochspan-
nungsquellen zum Anlegen des elektrischen Feldes fiir die elektrokineti-
sche Injektion und Stofftrennung sowie einem kontaktlosen Leitfahig-
keitsdetektor. In Abbildung 5-12 ist das Konzept der MinCE_48 darge-
stellt.
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alles CAD-Detektor
— Drehgeber

Unterteil

Abbildung 5-12 Entwurf des MinCE_48-Geréts (ohne Elektronik);
Aufbau (oben), seitlicher Querschnitt (unten)

Das gesamte Messgeréat ist klappbar, die CE-Disc wird auf einem Dreh-
teller im Unterteil des Gehduses und somit mit dem Drehsensor befes-
tigt. Die Multikanéle auf der CE-Disc sind durch Drehen zur Messposition
individuell adressierbar. Der CE-Kanal, der sich zur Messung gebracht
wurde, wird mit dem Drehsensor gelesen. Der Wechsel von einer Struk-
tur zu einer beliebigen Struktur zur weiteren Messung erfolgt manuell
zwischen den Messungen. Dazu wird das Geh&use gedffnet und auch
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der Beflllung des Kanals ist zu diesem Zeitpunkt vorgesehen. Die Hoch-
spannungselektroden aus Platin sind im Oberteil eingebaut und tauchen
beim SchlieRen des Geréts in die Fluidreservoirs ein. Die Detektionsmo-
dule sind im unteren Teil des Geréts untergebracht und werden durch ab-
geschirmte HF-Leitungen Uber die HF-Kontaktfederstifte mit den C4D
Elektroden auf der Disc verbunden. Die Messung erfolgt nach dem Schli-
Ren des Geréts bei Stillstand der Disc.

Auf Grund der dicht nebeneinander aufgebrachten Mikrokanéle ist Sorg-
falt bei der Montage der CE-Disc im Gerat wichtig. Dadurch kann jedes
C4D-Elektrodenpaar genau mit den Kontaktstiften der C4D-Detektoren
verbunden werden und die Platinelektroden fur Zufihrung der Hoch-
spannung kénnen genau in die kleinen Fluidreservoirs eingetaucht wer-
den. Jeder CE-Kanal ist durchnummeriert und wird durch einen Drehsen-
sor, der in der Mitte mit dem Disc-Halter (Abb. 5-13) fest verbunden ist,
gelesen und identifiziert, welche CE-Einheit sich gerade im Einsatz befin-
det. Als Bezugspunkt wurde eine nicht rotationssymmetrische Justier-
marke auf der Disc und dem Disc-Halter angebracht.

| Federstifte zur Justierung |

Fihrungslocher fur
HF-Kontaktstifte

‘ Befestigungsstifte |

~

N T~ - H/’(
‘\,ﬁ-::_- —— T
5

— A

Abbildung 5-13 Aufsicht der MinCE_48 und CE-Disc-Halter
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Der gesamte Analysesequenz wird Uber USB-Anschluss mit einer hierfr
entwickelten Software gesteuert. Das Messsignal wird ausgelesen und
auf der Softwareoberflache graphisch dargestellt und automatisch ska-
liert. Die Analysenparameter wie Injektionsspannung, Injektionsdauer,
Separationsspannung, Separationsdauer und Wiederholungen kénnen in
den Eingabefeldern tUbergeben werden. Aulzerdem kann die C4D-Sen-
sorleistung durch einen Software-Schieberegler eingestellt werden um
das Grundsignal in den optimalen Bereich zu legen. Um einen elekitri-
schen Durchschlag der Seperationsspannung an der Detektion zu ver-
meiden wird die Eingabe der H6he der Injektions- bzw. Separationsspan-
nung begrenzt. Wenn das Gerét angeschlossen ist und die Software zur
Analyse bereit steht, wandelt das rote Licht im Programm ins griine und
zeigt ,OK". Die durch den Drehsensor gelesene Nummer wird auch an-
gezeigt. Nach jeder Messsequenz werden die Messdaten mit der Kanal-
nummer im txt-Format gespeichert. Die gespeicherten Messdaten kon-
nen aufgerufen und als Diagram dargestellt werden. Bei einem mehrfa-
chen Aufrufen von Dateien wird jede Kurve in einer anderen Farbe dar-
gestellt. In Abbildung 5-14 sind die MinCE_48 mit einer CE-Disc und die
Softwareoberflache auf einem Laptop gezeigt.

Abbildung 5-14 MinCE_48
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5.4 CE-C4D-Messungen

5.4.1 Puffer und Analyten

Alle Lésungen wurden wie in Kap. 4.3.1 beschrieben vorbereitet. Zur all-
gemeinen Chipcharakterisierung und zum Testen von Trennleistungen
der CE-Disc wurde die Trennung von drei Alkali-Kationen Li*, Na*, K" und
Ca*" durchgefihrt. Als Pufferlésung wird MES/His in 10 mM Konzentrati-
on verwendet. Als Analyt wird ein Gemisch von Lithiumchlorid, Natrium-
chlorid, Kalziumchlorid und Kaliumchlorid in jeweils 100 mM vorbereitet
und weiter in der Pufferldésung auf 1 mM verdinnt (alle verwendeten
Chemikalien sind im Anhang aufgelistet).

5.4.2 Messablauf und Ergebnisse

Die CE-Disc wird in das Messgerat fest eingebaut und die gewiinschte
CE-Einheit wird zur Messposition gebracht. Danach fahren die Kontakt-
stifte hoch bis sie mit den Detektionselektroden zur Sender- bzw. Emp-
fangermodule fest verbunden sind. Sobald die beide Kanéle der zur
Messung adressierten CE-Einheit sorgfaltig mit dem Puffer beflllt wor-
den sind wird der Analyt in ein Reservoir an einem Ende des kurzen Ka-
nals einpipettiert. Die Kanale werden am besten direkt vor der Messung
frisch beflllt, da die FliRigkeit in den kleinen Reservoirs schnell verdiins-
ten kann. Die Platinstifte zur Zufihrung der Hochspannung werden in die
Reservoirs eingetaucht wenn das Gerat sich schliel3t. Nachdem die Ein-
stellparameter eingegeben werden kann die Messung gestartet werden.
Nach der elektrokinetischen Probeninjektion startet die Separation auto-
matisiert. Der gesamte Messvorgang wiederholt sich entsprechend der
eingestellten Anzahl der Messwiederholungen. Die Messwerte werden
durch einen A/D-Wandler erfasst und in Echtzeit als Elektropherogramm
dargestellt.

Das Elektropherogramm von den vier alkalischen Kationen ist in Abbil-
dung 5-15 dargestellt. Mit den kurzen Kanélen (Trennstrecke 26 mm)
wurden schnelle Analysen erzielt (weniger als 30 Sek. fur die Trennung),
trotzdem wurden alle vier Peaks sauber basisliniengetrennt.

85



Miniaturisiertes Multikanal-CE-System

321
K Na'
Ca2+

;‘ 320 Li*
E
© i
c
@ 319

318 : T : T : T T ,

0 10 20 30 40
Zeit [s]

Abbildung 5-15 Elektropherogramm: Trennung von Li*, Na*, K* und Ca?*
Puffer: 10 mM MES/His, Analyt: je 1 mM,
Einj = 50 V/mm, tinj = 1 S, Esep = 44 V/mm

Ein weiterer Vorteil von Multikanal-CE auf einer Disc ist, dass alle 48 CE-
Einheiten parallel mit denselben Bedingungen hergestellt werden, so
dass alle Kanaloberflachen anndhernd identische Eigenschaften, z. B.
Benetzbarkeit und EOF besitzen, die auf die Migrationsgeschwindigkeit
der Spezies beeinflissen. Es wurden Trennungen von drei Kationen (Li*,
Na* und K*, jeweils 1 mM) in mehreren beliebig ausgewéahlten CE-Kanéa-
len einer CE-Disc durchgefuhrt. Mit jedem Kanal wurden 10 Analysense-
quenzen wiederholt und die Elektropherogramme der jeweils flnften Se-
quenz wurden in Abbildung 5-16 zusammengestellt. Kanal 10, 28, 31
und 25 zeigen Fingerprints von drei Kationen mit jeweils gleicher Migrati-
onszeit, die den Parameter zur Identifikation der zu analysierenden Stof-
fe darstellt. Die Abweichungen der PeakfgréRe sind auf die unterschiedli-
chen auf’eren Messbedingungen zurltckzufuhren.
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Abbildung 5-16 Reproduzierbarkeit beim Multikanaleinsatz
Trennung von Li*, Na* und K*
Puffer: 10 mM MES/His, Analyt: je 1 mM
Einj = 50 V/Imm, tij = 1S, Esep = 44 V/mm

Die bisherigen Einkanal-Systeme, wobei jeder Chip seriell gefertigt wird,
bendtigen beim Einsatz jedes einzelnen Chips eine Referenzmessung,
weil die Chipoberflacheneigenschaften unterschiedlich sein kénnen. Mit
den Kanélen auf einer Disc, die die zeitlich reproduzierbaren Ergebnis-
sen lieferten, zeigt die Multikanal-CE-Disc, dass eine Referenzmessung
zur Stoffidentifizierung mit einem CE-Kanal fur die alle Strukturen auf der
Scheibe gelten sollte.

Die schnelle und kostengtinstige Herstellung von mikrofluidischen Struk-
turen auf einer Disc ist wichtiger Schritt zur Reduzierung des Stlickprei-
ses eines mikrofluidischen Chips, somit kann sein Einsatz als Einweg-
Chip fur Analysen im bezahlbaren Preisbereich ermdglicht werden. Mit
dem biokompatiblen, chemisch hochleistungsfahigen COP als Chipsub-
strat kann die Disc ihren Einsatz in der Bioanalytik erweitert werden. Das
kompakte Gerat mit kostenglinstigen Chips bietet die vielfaltigen Einsatz-
moglichkeit in den Vor-Ort-Untersuchungen, z. B. in der Vor-Ort-Diagnis-
tik und der Telemedizin.
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Miniaturisiertes Multikanal-CE-System

Die MinCE_48, ein Prototyp eines hocheffizienten Multi-Kanal-CE-Sys-
tems, zeigt somit viel versprechendes Entwicklungspotenzial im Hinblick
auf weitere Anwendungen. In weiterfihrenden Arbeiten kann z. B. die
Entwicklung der MinCE_48 der zweiten Generation fur den parallelen
Einsatz mehrerer CE-Einheiten einer Disc erweitert werden. Dabei ist die
in dieser Arbeit gezeigte identische Trennleistung der Kanale auf einer
CE-Disc besonderes vorteilhaft: man benétigt nur eine CE-Einheit zur
Referenzmessung fir die restliche 47 Kanélen.
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Zusammenfassung

6 Zusammenfassung

Zur Erweiterung der Anwendungen der C4D fir die DNA-Analytik wurden
in dieser Arbeit Grundlagenuntersuchungen zur elektrischen Leitfahigkeit
von DNA-L6sung durchgefihrt.

Ein interessantes Phdnomen wurde bei der Untersuchung der Ausrich-
tung von DNA-Molekiilen in einem Gleichfeld beobachtet. Die in Mess-
feldrichtung ausgestreckten DNA-Molekile fihren zu einer deutlich er-
héhten Leitfahigkeit als die senkrecht ausgerichteten DNA-Molekile. Die
C4D-Elektroden, die in dieser Arbeit fir die bessere Ein- und Auskopp-
lung entlang des Mikrokanals aufgebracht sind, entsprechen somit die
optimale Elektrodenanordnung zur hoch empfindlichen Leitfahigkeits-
messung

Des Weiteren gibt das Experiment zu mdglichen Molekulbrichen und
Denaturierung durch eine hohe Energiedichte weitere Hinweise auf die
Erhéhung elektrolytischer Leitfahigkeit von DNA-L6sung wahrend der
CE-Trennung. Denaturierung und Molekilbriiche in der Messzelle erhé-
hen die Anzahl der Ladungen an den DNA-Molekilen, die zu einer ent-
sprechend erhdhten elektrolytischen Leitfahigkeit fihren.

Die dadurch gewonnenen Kenntnisse lieferten somit wichtige Hinweise
auf die Modifizierung des Chip- und C4D-Elektrodendesigns sowie die
Messbedingungen, wie Trenngel und Puffer, zum Einsatz der CE-C4D in
der DNA-Analytik. Zusammen mit den Vorteilen, z. B. kostenglnstige Mi-
niaturisierung und Integration in die Mikrosysteme, universelle Einsatz-
barkeit sowie einfache Probenvorbereitung, konnten die Ergebnisse ein
grolRes Potenzial von C4D als eine Alternative zur derzeitigen Fluores-
zenzdetektion zeigen.
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Zusammenfassung

Erganzend dazu konnte in dieser Arbeit die Messempfindlichkeit der C4D
auch durch messtechnische Optimierung verbessert werden. Durch eine
Modifizierung der Messelektroden wurde eine fiinffache Erhéhung im Si-
gnal-Rausch-Verhéltnis, das die analytische Nachweisgrenze bestimmt,
erzielt.

Ein wichtiger Aspekt in der Analytik sind die quantitative Aussagen. Die
Schwierigkeit in der Steuerung und der Mangel der Uberwachungsmég-
lichkeit der Probeninjektion und des Fluidverhaltens fiihrten generell in
der miniaturisierten Analytik oft zu quantitativen Messabweichungen. In
dieser Arbeit wurde eine silmultane Injektionsiberwachung durch die
zweite C4D zur quantitative Kalibrierung vorgeschlagen. C4D am Injekti-
onskreuz ermittelt quantitativ die zur Trennung injizierte Probenmenge,
die zur Auswertung des Elektropherogramms bericksichtig wird.

Zum Schluss dieser Arbeit wurde im Rahmen der praxisbezogenen Lab-
on-Chip-Entwicklung zur Vor-Ort-Analytik ein kosten- und leistungseffizi-
entes miniaturisiertes Mikrochip-CE-System, die ,MinCE_48“ préasentiert.
Dabei wurde die Compact Disc (CD) als ein ultimatives mikrofluidisches
Chipsubstrat eingesetzt. Mit dieser CE-Disc wurde ein komplett miniaturi-
siertes Multikanal-Messgeréat in Form eines CD-Players konzipiert und
realisiert.

Mit der Multikanal-CE-Disc und MIinCE_48 konnten erste Messungen
durchgefiihrt werden. Eine Besonderheit ist dabei, dass alle 48 CE-
Kanale auf einer Disc, die unter exakt gleichen Bedingungen hergestellt
wurden, eine gute Reproduzierbarkeit zeigten. Das in die MinCE_48 ein-
gefihrte Chipmaterial, Cyclo-Olefin-Polymer (COP), ein biokompatibles
Hochleistungspolymer, erweitert den Einsatz speziell in der Bioanalytik.
Die den Einsatz in der Mikrofluidik einschrdnkenden hydrophoben Mate-
rialeigenschaften konnten durch geeignete Vorbehandlung verbessert
werden.

Durch die hohe Effizienz bei der parallelen Herstellung der mikrofluidi-
schen Komponenten im Vergleich mit den herkémmlichen Einkanal-CE-
Systemen bietet die MinCE_48 eine realistische Méglichkeit zum kosten-
glnstigen Einwegeinsatz von Polymermikrochips. lhre einfache und effi-
ziente Bedienung in der Analytik erhéht auerdem den Probendurchsatz.
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Zusammenfassung

Die effektive MinCE_48, die neuste Generation der MinCE_family am
IMT, zusammen mit den Ergebnisse aus der Grundlagenuntersuchungen
und der messtechnischen Optimierung des Messplatzes in dieser Arbeit
hat zur Weiterentwicklung des innovativen Lab-on-Chip-Konzepts flr
praktische Anwendungen einen wichtigen Beitrag geliefert.
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Anhang

Anhang

Verwendete Chemikalien

MES Hydrate
L-Histidine
Lithiumchlorid
Natriumchlorid
Kaliumchlorid
Calciumchlorid

'Fluka (Neu-Ulm, Deutschland)
’Merck (Darmstadt, Deutschland)
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Anhang

Verwendete Polymere

PMMA (Polymethylmethacrylat)

Chip: Plexiglas® 99530, Degussa AG?

Deckfolie: Plexiglas® 99845, 40 um dick, Degussa AG®
COP (Cyclo-Olefin-Polymer)

Chip: Zeonex®, Zeon Chemicals*

Deckfolie: Zeonor® F-14, 40 ym dick, Zeon Chemicals*
PS (Polystyrol)

Chip: Goodfellow ST313120, Goodfellow GmbH?®

Deckfolie: Goodfellow ST311030 30um dick, Goodfellow GmbH?®
PEEK (Polyetheretherketon)

Folie: Lite K, Lipp-Terler®

*Degussa AG (Dusseldorf, Deutschland)

*Zeon Chemicals (Tokyo, Japan)

*Goodfellow GmbH (Bad Nauheim, Deutschland)
SLipp-Terler GmbH (Gaflenz, Osterreich)
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Abkurzungsverzeichnis

Abkilirzungsverzeichnis

C4D

CD
CE
COP
CVvD

DNA
EOF
HF
HPLC

LIF
LOC
MinCE
PC
PECVD

PEEK
PMMA
PS
PVD

uv
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Kapazitiv gekoppelte kontaktlose Leitfahigkeitsdetektion
(engl. Capacitively Coupled Contactless Conductivity Detection)

Kompaktdisk (engl. Compact Disc)
Kapillarelektrophorese (engl. Capillary Electrophoresis)
Cycloolefin-Polymer

Chemische Gasphasenabscheidung (engl. Chemical Vapor De-
position)

Desoxyribonukleinsaure (engl. Deoxyribonucleic Acid)
Elektroosmotischer Fluss
Hochfrequenz

Hochdruckflissigkeitschromatographie (engl. High Pressure Li-
quid Chromatography)

Laserinduzierte Fluoreszenzdetektion
Labor auf dem Chip (engl. Lab-on-Chip)
Miniaturisierte CE

Polycarbonat

Plasmaunterstitzte chemische Gasphasenabscheidung
(engl. Plasma Enhanced Chemical Vapor Deposition

Polyetheretherketon
Polymethylmethacrylat
Polystyrol

Physikalische Gasphasenabscheidung (engl. Physical Vapor
Deposition

Ultraviolett
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