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1 Einleitung

Die Moglichkeit der DNA- und Proteintrennungen ist aus modernen Laboren
nicht mehr wegzudenken. Anwendung finden diese zum Beispiel bei Vaterschafts-
tests, in der Forensik oder in der Proteomforschung. Die etablierten Standard-
methoden haben allerdings oft den Nachteil, dass sie lange Trennzeiten und
verhéltnisméflig groffe Probenvolumina bendtigen.

Die Mikrofluidik bietet hier eine Alternative [1, 2, 3]. Mit ihrer Hilfe ist das Ziel
ein Lab-on-a-Chip zu realisieren deutlich ndher gekommen. Der Gedanke des
Lab-on-a-Chip ist unter anderem, Protein-und DNA-Trennungen sowie Ana-
lysen auf Chipgrofie zu miniaturisieren. Es ist heute moglich, Kanéle mit pm
Abmessungen aus verschiedensten Materialien herzustellen, unter anderem Po-
ly(dimethylsiloxan) (PDMS) oder Quarz. Aufgrund der kleinen geometrischen
Abmessungen ist in diesen Strukturen eine schnellere Trennung mit kleineren
Volumina méglich. Zudem ergeben sich neue Anwendungsméglichkeiten, wie
zum Beispiel die Einzelzellanalyse. Bei dieser betrachtet man unter anderem
das Proteom einer einzelnen Zelle. Daher sind ein optimaler Transport sowohl
der Zelle selbst als auch der Proteine und eine sehr empfindliche Detektion
notwendig.

Die Miniaturisierung selbst eréffnet neue Transportmoglichkeiten, zum Beispiel
den elektroosmotischen Fluss (EOF). Dieser basiert auf geladenen Oberflichen
in mikrofluidischen Kanélen. An diese lagern sich Gegenionen an und es kommt
zu einer Ausbildung von einer Doppelschicht die unter Einwirkung eines elek-
trischen Feldes zu einer Bewegung, dem EOF, fiihrt. Der EOF ist sehr sen-
sitiv gegeniiber Oberflicheneigenschaften. Durch gezielte Beschichtungen der
Oberflachen ist es daher moglich, diese zu beeinflussen und dadurch den EOF
auszuschalten oder zu verstérken.

Das grofie Oberflache-zu-Volumen-Verhéltnis in Mikrofluidiksystemen kann auch
Nachteile nach sich ziehen. Aufgrund der groflen Kontaktfliche kann es zu ver-
mehrter Adsorption von Analytmolekiilen kommen, die somit nicht mehr zur
Analyse zur Verfiigung stehen und eventuell sogar die Detektionsempfindlich-
keit senken. Eine Beschichtung kann die Oberflicheneigenschaften dahingehend
verdndern, dass die Adsorption verringert wird.

Sowohl beim EOF als auch bei der Protein- oder DNA-Analyse gibt es demnach
Anforderungen an eine geeignete Beschichtung. Zum einen sollte die Beschich-
tung eine Kontrolle des EOF ermoglichen, zum anderen sollte sie die Protein
und DNA-Adsorption verringern oder ganz verhindern.

Ziel dieser Arbeit war es, verschiedene Oberflichenbeschichtungen auf ihre Eig-
nung fiir die DNA- und Proteinanalytik in PDMS- und Quarz-Mikrofluidik-
kanilen zu untersuchen. Hierzu wurden PDMS- und Quarzoberflichen mit Poly(1-
lysin)-poly(ethylenglycol) (PLL-PEG), dem Pluronic Fip0g und einer Mischung
aus n-Dodecyl-D-Maltosid (DDM) und Methyl Cellulose (MC) beschichtet. Die
Beschichtungen wurden dabei dynamisch (DDM-MC und Figg) und statisch
(PLL-PEG und DDM-MC) eingesetzt. Der Unterschied hierbei war, dass bei der
dynamischen Methode die Beschichtung direkt in der Losung vorlag, wihrend
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bei der statischen Methode das Beschichtungsreagenz vor der Messung auf die
Oberfléche aufgebracht und die Messung mit der reinen Losung durchgefiihrt
wurde.

Die behandelten Oberflichen wurden anschliefend in ihren Eigenschaften mit
den nativen Oberflichen verglichen. Dazu wurden EOF-und Kontaktwinkel-
Messungen durchgefiihrt und die Reduktion der Proteinadsorption, mittels Fluo-
reszenzmikroskopie bestimmt.
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2 Theoretische Grundlagen

Die Abmessungen typischer Mikrofluidikstrukturen sind im pm Bereich. Dies
fithrt dazu, dass besondere Effekte, zum Beispiel meist laminare Strémungen
auftreten und Oberflichen- und Druckeinfliisse, stérker ins Gewicht fallen als
auf makroskopischer Skala. Die hierbei zugrunde liegende Theorie soll in den
folgenden Abschnitten erldutert werden. Weiter wird die Transportmethode des
EOF erklart und auf Moglichkeiten, diesen zu beeinflussen, eingegangen. Dann
werden verschiedene Methoden zur Messung des EOF vorgestellt. Schliellich
wird das Geschwindigkeitsprofil eines druckgetriebenen Systems erldutert, um
den Unterschied zum elektroosmotischen Fluss deutlich zu machen.

2.1 Laminare Stromung

Eine der wichtigsten Groflen, um eine Stromung zu beschreiben, ist die Reynolds-
zahl. Sie gibt das Verhiltnis der Tragheitskraft zur Reibungskraft und erlaubt
eine Abschétzung, ob es sich bei der betrachteten Stromung um einen laminaren
oder turbulenten Fluss handelt. Die Reynoldszahl ist aufgrund ihrer Definition

_ pvd
n

Re (1)
[4, 5, 6], stark von den Dimensionen des Kanals abhéngig. Hierbei ist p die
Dichte der Fliissigkeit, v die Geschwindigkeit, d der Durchmesser der Kapillare
und 7 die dynamische Viskositét. Fiir Reynoldszahlen kleiner als 2300 bezeich-
net man die Stromung als laminar. Bei nicht radialen Kanalgeometrien setzt
man statt dem Durchmesser den so genannten hydraulischen Durchmesser ein.
Dieser definiert sich wie folgt

4Ay
Dp=— 2
= 2
wobei Ay, und Uy, die Querschnittsfliche und den Umfang des Kanals angeben.
Bei rechteckigen Kanilen ist der hydraulische Durchmesser dann

2bh

D = —~ .
LS

3)
b und h bezeichnen hierbei die Breite und Hohe des Kanals. Damit ergibt sich
nun aus Gleichung (1) und Gleichung (3) fiir die Reynoldszahl in rechteckigen
Mikrofluidikkan&len

2pvbh

Re = . 4
¢ nb + nh )

Fiir einen exemplarischen Kanal mit den Abmessungen von 20 x 20um?, einer
Wasserdichte p = 998%, einer Viskositit 7 = 1mPa * s von Wasser bei 20°C
und einer Geschwindigkeit von v = 1000%* ergibt sich die Reynoldszahl zu
Re = 0,02 und der Fluss als laminar.
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2.2 Viskositat

Allgemein ist die Viskositat ein Maf3 dafiir wie gut Scherkrifte innerhalb ei-
ner Fliissigkeit weiter gegeben werden. Bewegt man zum Beispiel eine Platte
in einer Fliissigkeit, dann folgt die Fliissigkeit der Plattenbewegung aufgrund
der Reibungskrifte. Wenn die Fliissigkeit an der Grenzfliche zur Platte die
gleiche Geschwindigkeit hat wie die Platte selbst bezeichnet man das als no
slip-Bedingung [4].

Nimmt man nun zwei Platten und bewegt eine davon parallel zu der Zweiten,
kommt es aufgrund der no slip-Bedingung zu einem Geschwindigkeitsgradienten
zwischen den beiden Platten (Abbildung 1). Der Plattenabstand betréigt b, F
und R bezeichnen die wirkende Kraft und die entgegenwirkende Reibungskraft.

Der Geschwindigkeitsgradient % ist proportional zur viskosen Schubspannung

‘777:2 ) (5)

wobei F' die Kraft und A die Fliache ist. Die Schubspannung kann man da-
her auch als Druck auffassen. Der Proportionalitdtsfaktor entspricht dann der
Viskositét n [4]:

dv

Das bedeutet, je viskoser eine Fliissigkeit ist, desto besser kann die Kraft auf
die umgebende Fliissigkeit iibertragen werden, so dass diese mitbewegt wird.

2.3 Elektroosmotischer Fluss

Es gibt verschiedene Methoden, um Fliissigkeiten in Mikrofluidiksystemen zu
bewegen. Eine ist die Ausnutzung des elektroosmotischen Flusses (EOF). Die
Grundlage hierfiir bildet eine geladene Kanaloberfliche. In einer Elektrolyt-
16sung kommt es dann aufgrund der Oberflichenladungen zu einer Ausbildung
von einer Schicht mit Gegenionen, die unter Einwirkung eines elektrischen Fel-
des zu einer Bewegung der gesamten Fliissigkeit fithren, dem so genannten EOF.

2.3.1 Geladene Oberflichen in Salzlésungen

Sowohl Quarzglasoberflichen als auch Poly(dimethylsiloxan) (PDMS) weisen
in Kontakt mit Elektrolyten eine Oberflichenladung auf. Die Ladungen ba-
sieren auf Silanol-Gruppen (SiOH). Diese bilden je nach pH-Wert der umge-
benden Fliissigkeit positiv geladene SiOH, - oder negative SiO~-Gruppen aus
oder bleiben neutral [7]. Ab einem pH-Wert grofiler als 2 liegen die Silanol-
Gruppen aufgrund des pK,-Wertes iiberwiegend als negative SiO~-Gruppen
vor. Es kommt zu elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den geladenen
Gruppen und den Ionen in der Lésung.
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¢4-----====

Abbildung 1: Geschwindigkeitsprofil zwischen zwei Platten, wenn die rechte Platte be-
wegt wird. Die Viskositit bewirkt den Geschwindigkeitsgradienten und die Mitbewegung
der Flissigkeit [4].

Nach der Theorie von Debye lagern sich Gegenionen an ein geladenes Teilchen
an, bis das System von aussen neutral erscheint. Wendet man dies nun auf eine
geladene Oberflache an, so ist die Ladungsdichte p im Abstand r

plr) =3 Zieni(r) . (7)

Z; ist die Valenz des Ions, e die Elementarladung und n;(r) die Ionendichte im
Abstand r. Aufgrund der elektrostatischen Wechselwirkung und Brown “scher
Molekular Bewegung lisst sich die Ionendichte im thermodynamischen Gleich-
gewicht iiber die Boltzmannstatistik beschreiben. Damit erhélt man [4, 8]:

nn(;“) — exp (_ Z;:;Z)r}r)) | .

wobei n;p die Ionendichte ohne Einfluss eines elektrischen Potentials, ¢(r) das
elektrische Potential im Abstand r und kT die thermische Energie sind. Damit
lasst sich Gleichung (7) zu

plr) = X Zuemacry (-2 (9)

umformen. Bei der Debye-Hiickel-Approximation wird angenommen, dass die
thermische Energie grofler ist als die elektrostatische Energie [9]:

Ziep(r) > kT . (10)
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Unter dieser und der Annahme von Ladungsneutralitit folgt aus Gleichung (9):

Z.Qegn‘o
=— R . 1
p(r)=—> i) (11)
Mithilfe der Poisson-Gleichung (Gleichung (12))

2 r r
=t 2

kann man aus einer Ladungsdichte das resultierende elektrische Potential be-
rechnen [8]. € ist die Dielektrizitétszahl. Setzt man nun fiir p(r) den Ausdruck
aus Gleichung (11) ein, so erhélt man:

d? (b Z nzO
— . 13
dT2 ; ekBT ( )
Um den Ausdruck zu vereinfachen setzt man
2 _ 2 Z Zinio (14)
K =c¢e <
i ek BT

ein. k definiert die inverse Debye-Linge Ap
Ap=r"1, (15)

diese ist spéter insofern wichtig, als dass sie den Abstand von der Oberfliche
angibt, bei dem das Potential auf % abgenommen hat.

Damit bekommt man folgende Differentialgleichung:

d*(r)

dr?

= r7p(r) . (16)

Als Randbedingung nimmt man die no slip-Bedingung an. Weiter nimmt man
an, dass das Potential fiir » = 0 als ¢ definiert wird und im unendlichen
verschwindet (¢ = 0 fiir r = 00).

Nach zweifacher Integration und unter Beriicksichtung der Randbedingung er-
hilt man fiir das Potential

¢(r) = doexp (—kr) . (17)

Das Potential einer geladenen Platte nimmt also mit dem Abstand exponentiell
ab.

Bisher wurde das einfachste Modell fiir den Potentialverlauf einer geladenen
Oberfldche in einer Elektrolytlosung vorgestellt. Stern hat dieses Modell wei-
terentwickelt und angenommen, dass die Ladungen direkt an der Oberfliche
immobilisiert sind. Dadurch wird die so benannte Stern-Schicht ausgebildet.
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Die Dicke dieser Schicht wird durch die Bjerrum-Lénge abgeschétzt und ist in
etwa so dick wie die einzelnen Ionen [10].

An die Stern-Schicht schliefit sich die so genannte diffuse Schicht, auch Gouy-
Chapmann-Schicht genannt, an. In der diffusen Schicht kénnen sich die Ionen
aufgrund der schwécheren elektrostatischen Wechselwirkungen thermisch bewe-
gen. Die Stern-Schicht und die Gouy-Chapmann-Schicht kénnen zu einer Dop-
pelschicht zusammen gefasst werden. Allerdings nimmt das Potential in der
Stern-Schicht linear ab, wihrend es in der anschlieBenden Gouy-Chapmann-
Schicht, wie in Gleichung (17), exponentiell abnimmt (Abbildung 2) [11, 7].

OaS0s—030 X

Patential a) i h) i)

.

/ . Abstand d zur
A Kanalwand

Abbildung 2: Potentialverlauf an einer geladenen Oberfliche. Bereich a) ist die starre
Stern-Schicht, in der das Potential linear abfillt. An die starre Schicht schliefst die
diffuse Schicht b) an, in der das Potential exponentiell abfdllt. Im Bereich c) ist das
Potential anndhernd Null. | bezeichnet die Bjerrum-Ldnge und A die Debye-Linge.

Die charakteristischen Grofien an der Doppelschicht sind das (-Potential und die
Debye-Lange Ap. Das (-Potential ist das Potential an der Grenzfliche zwischen
der starren und der diffusen Schicht.
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2.3.2 Elektroosmotische Mobilitit

Nimmt man nun einen Mikrofluidikkanal mit einer geladenen Oberfliche und
gibt in diesen eine Elektrolylosung, bildet sich wie in Kapitel 2.3.1 beschrieben
eine elektrische Doppelschicht aus. Wird an den Kanal jetzt ein elektrisches
Feld angelegt, wirkt eine Kraft F' geméfl Gleichung (18)

F =(E (18)

und die Ionen bewegen sich innerhalb der diffusen Schicht entsprechend ihrer
Ladung ¢. Aufgrund der Viskositit (Kapitel 2.2) und der kleinen Kanaldimen-
sionen wird die Fliissigkeit auf der gesamten Kanalbreite mitbewegt. Diese Be-
wegung bezeichnet man als Elektroosmotischen Fluss (EOF). Die Richtung des
Flusses wird gemifl Gleichung (18) durch die Oberflichenladung beeinflusst.
Eine negative Oberfliche bewirkt einen Fluss zur Kathode, wihrend eine posi-
tive Oberflachenladung einen Fluss zur Anode bewirkt. Da das PDMS und das
Quarzglas negativ geladen sind, ist zu erwarten, dass der Fluss bei unbehan-
delten Kanilen zur Kathode gerichtet ist.

Die resultierende Geschwindigkeit berechnet man mit der Navier-Stokes- Glei-
chung.

Um die elektroosmotische Geschwindigkeit zu berechnen nimmt man an, dass es
sich um einen idealen EOF handelt. Dieser erfiillt folgende Randbedingungen:

e das (-Potential ist {iber die ganze Kanalwand konstant
e das duBlere elektrische Feld ist konstant
e der Fluss ist stationir

e die Debye-Lénge betréigt viel weniger als die halbe Breite (Ap < g) des
Kanals

Unter Beriicksichtigung dieser Randbedingungen erhélt man aus der Navier-
Stokes-Gleichung folgende Differential Gleichung;:

ek
0= 03 (0. + “=00)) (19)
wobei Fe,; das duflere elektrische Feld ist und y die Stelle im Kanal angibt
(siehe Abbildung 3). Mit der no slip-Bedingung (v, (Wand) = 0) ergibt sich die
Losung nach zweimaligem Integrieren zu:

eE
vz (y) = (€ — ¢(y)) o (20)
Da das Potential ¢(y) exponentiell abfillt (vergleiche Kapitel 2.3.1) ist dieser
Term zu vernachléssigen. Damit ist die elektroosmotische Geschwindigkeit ve,
dann wie folgt definiert:

€
Veo = ;Eext (21)
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[12]. Die Geschwindigkeit ist also nicht von der Position im Kanal abhéngig.

Das typische Flussprofil eines EOF ist stempelformig (Abbildung 3), da die
Flissigkeit nur in der diffusen Schicht aktiv bewegt wird und die restliche
Fliissigkeit aufgrund der Viskositét mitbewegt wird (vergleiche auch Gleichung (21))
[7, 11].

Abbildung 3: Flussprofil bei elektroosmotisch getriebenem Fluss. An das negativ ge-
ladene PDMS lagern sich positive Gegenionen an. Die Geschwindigkeit wird vektoriell
durch die Pfeile dargestellt.

Die elektroosmotische Mobilitdt pi, ergibt sich nun mit Gleichung (21) [12] zu

v eC
= = 2 22
Heo Eont " (22)

Die Dielektrizititskonstante e, das (-Potential und die Viskositéit beeinflussen
demnach die Mobilitét.

Da das (-Potential von der Ladungsdichte abhéngig ist, beeinflusst der pH-
Wert die Mobilitét. So fiihrt eine Erhohung des pH-Wertes zu mehr dissoziierten
Silanolgruppen auf der Oberfliche und damit zu mehr negativen Ladungen [13].
Die groflere Nettoladung bewirkt eine Erhohung des (-Potentials.

Auch die Konzentration der Elektrolytlosung beeinflusst den EOF. So verringert
sich das (-Potential im Fall einer Konzentrationszunahme. Dieses liegt an der
Zunahme an Gegenionen die eine bessere Abschirmung bewirken.

Die Viskositét der Fliissigkeit beeinflusst ebenfalls den EOF. Die elektroosmo-
tische Mobilitdt hingt invers von der Viskositédt ab, nimmt also fiir steigende
Viskositét ab.

Abschlieflend soll noch erwihnt werden, dass die elektroosmotische Mobilitét
positiv von der Temperatur abhéngig ist. Das heifit bei hoheren Temperaturen
ist die Mobilitdt hoher und bei tieferen Temperaturen niedriger [7]:

__B_
teo = Ce kBT (23)

wobei C' eine Konstante, E die Aktivierungsenergie und kT die thermische
Energie sind.
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2.4 Bestimmung des EOF

Zur Bestimmung des EOF stehen verschiedene Methoden zur Verfiigung. Hier
sollen drei aufgezeigt werden, die neutrale Marker Methode, die Bestimmung
der Fliissigkeitsmengen und die Current-Monitoring-Methode.

Bei der neutralen Marker Methode werden fluoreszenzmarkierte, ladungsneu-
trale Partikel in die Fliissigkeit gegeben und nach einer definierten Strecke
tiber Laser induzierte Fluoreszenz detektiert. Aus der Lange und der Zeit kann
dann die Geschwindigkeit bestimmt werden. Ein grofies Problem an dieser Me-
thode ist die Adsorption der Partikel an die Oberfliche. Sie ist daher sehr
storungsanfillig. Bei der Bestimmung der Fliissigkeitsmengen wird die durch
den EOF transportierte Fliissigkeitsmenge in den Reservoiren mittels einer
Waage bestimmt. Dieses erfordert allerdings einen hohen technischen Aufwand
und ist daher eher ungeeignet.[14]

Im Gegensatz zu den beiden erst genannten Methoden ist die Current-Moni-
toring-Methode nach Huang et al. [14] einfach zu handhaben und relativ stérungs-
arm. Sie beruht darauf, dass Salzlosungen Strom leiten kénnen und die Leit-
fahigkeit von der Ionenkonzentration abhéngt [4]:

Ol = Z Ci€llel (24)
)

wobei ¢; die Ionenkonzentration, e die Elementarladung und p,; die elektrische
Mobilitat sind.

Bei der Current-Monitoring-Methode (Abbildung 4) wird zunéchst ein Puffer
mit Konzentration ¢y in einen Kanal gegeben. Dann legt man eine Spannung
an und nimmt die Stromstirke auf. Danach wird auf einer Seite gegen einen
Puffer mit geringerer Konzentration (¢; = 0,9 X ¢g) getauscht. Unter einer
angelegten Spannung migriert die Lésung durch den Kanal, was eine Anderung
der Leitfahigkeit (siehe Gleichung (24)) und damit eine Abnahme des Stromes
bewirkt. Wenn der gesamte Kanal mit dem Puffer geringerer Konzentration
gefiillt ist, bleibt der Strom wieder konstant (Abbildung 5).

Aus Gleichung (22) und

Lk ,_U

== = 2
VTAE L (25)
erhilt man folgenden Ausdruck fiir die elektroosmotische Mobilitét:
Lic
€0 = Tra, ° 2
Heo = AL (26)
Mit der benétigten Zeit
At =t —to (27)

(siehe Abbildung 5), der angelegten Spannung U und der Kanallénge Ly kann
man schliellich die elektroosmotische Mobilitdt bestimmen.
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Abbildung 4: Messzyklus bei der Current-Monitoring-Methode: I) in beiden Reservoi-
ren Puffer der Konzentration co, II) Wechsel in einem Reservoir von ¢y auf ¢q und
Transport des Puffers mit Konzentration ¢; auf Grund des EOF, III) Puffer im Kanal
ist vollstandig ausgetauscht

A Wechsel des Puffers

>
T T
0 te @y too@mt

Abbildung 5: Idealer Kurvenverlauf bei der EOF-Messung mit der Current-
Monitoring-Methode nach Huang et al.: Bereich(I) in beiden Reservoiren Puffer mit
Konzentration ¢y, Bereich(II) Puffer wurde auf einer Seite gegen Puffer mit Konzen-
tration ¢ ausgewechselt und der Kanal ist noch nicht vollstindig mit diesem gefiillt,
Bereich(III) Puffer im Kanal ist vollstindig ausgetauscht

2.5 Druckgetriebenes Flussprofil

Um eine Fliissigkeit in Mikrofluidiksystemen zu bewegen, kann man neben dem
EOF auch einen Druckgradienten nutzen. Diesen kann man auf verschiedene
Weisen erzeugen. Die erste Moglichkeit ist, iiber den Fiillstand der Reservoire
einen Gradienten zu erzeugen. Der Druck P wird hierbei hydrostatisch durch
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die Fliissigkeitsiule erzeugt [4, 6]:
P = pAhg . (28)

Hier ist p wieder die Dichte der Fliissigkeit, Ah die Hohendifferenz der Séulen
und g die Erdbeschleunigung. Geht man vom Idealfall aus, dass sich kein Menis-
kus bildet, ergibt sich die resultierende Durchflussrate @) in einem rechteckigen
Kanal durch das Hagen-Poisseuille-Gesetz [15]:

bh3

@= 2Ly

(29)

wobei b, h und Ly die Kanalbreite, -hdhe und -lénge sind. Unter der Annahme
dass die Breite sehr viel grofier als die Hohe ist (b > h), kann man den Fluss
als von zwei Platten begrenzt ansehen. Damit erhilt man folgenden Ausdruck

[4]:

v(z)

Das resultierende Flussprofil ist parabelférmig (Abbildung 6)[6, 4].

—
—_—

—

Abbildung 6: Druckgetriebenes parabelfdrmiges Flussprofil in rechteckigem Kanal. Die
Pfeile deuten die vektorielle Geschwindigkeit an.

2.6 Oberflaichenspannung

In Kapitel 2.5 wurde bereits erwéhnt, dass sich ein Meniskus auf den resultieren-
den Druck einer Fliissigkeitssiule auswirkt. Da sich fast immer ein Meniskus
aufgrund der Minimierung der Oberflichenenergie ausbildet, soll auch dieser
Fall betrachtet werden.

Alle Molekiile einer Fliissigkeit haben eine gegenseitige attraktive Wechselwir-
kung, die so genannte Kohé&sion. Innerhalb der Fliissigkeit heben sich diese
Wechselwirkungen gegenseitig auf. An der Grenzfliche nach aufien kénnen die-
se Kréfte nicht mehr kompensiert werden, so dass eine grofle Oberfliche eine
groflere Energie bedeutet. Es besteht daher ein Bestreben die Grenzfliche so
klein wie moglich zu halten. Das beste Verhéltnis von Oberfliche zu Volumen
bietet eine Kugel.
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Zur Beschreibung dieser Effekte dient die Oberflichenspannung -, welche {iber
das Verhéltnis der Energieinderung zur vergroBerten Fliche definiert wird [11,
5]:
_AFE
TTAA

Hierbei ist AFE die Energiedinderung bei einer Flichendnderung um AA.

(31)

Der innere Druck eines Tropfen wird durch die Young-Laplace-Gleichung be-
schrieben [11, 4, 5]:
2y

AP = - (32)

AP ist der innere Druck und r der Radius des Tropfens.

Vergleicht man die Druckunterschiede, die durch verschiedene Radien der Me-
nisken oder verschiedene Séulenhohen (Tabelle 1) erzeugt werden, so wird deut-
lich, dass sich verschiedene Radien stirker auswirken als unterschiedliche Sdulenhthen.

Ar, Ah Druck [Pa]
Radius | Saule

Imm 146 10

Tabelle 1: Driicke aufgrund von verschiedenen Radien der Menisken und unter-
schiedlichen Fliissigkeitssdulenhdhen

Durch verschiedene Driicke in den Reservoiren kann es also zu einer Relativge-
schwindigkeit unabhéngig von elektrischen Feldern kommen. Dadurch kann die
gemessene Geschwindigkeit deutlich vermindert oder auch verstédrkt werden.
Dies bedeutet, dass die elektroosmotische Geschwindigkeit verfilscht werden
kann.

Bisher wurde ein zwei-Phasen-System (Fliissigkeit und Luft) betrachtet. Gibt
man eine Fliissigkeit auf eine Fldche, muss man ein drei-Phasen-System betrach-
ten (Abbildung 7) [4]. Es kommen dann zu den Kohésionskréften noch Wechsel-
wirkungskrifte (Adhisionskrifte) mit der Oberfliche dazu. Uberwiegen dabei
die Adhésionskrifte, wird die Oberfliche benetzt. Wenn die Kohésion grofier
ist, versucht die Fliissigkeit durch Tropfenbildung die Kontaktfliche zu mini-
mieren. Dabei ist der so genannte Kontaktwinkel ein Maf fiir die relative Stérke
der beiden Krifte (Kohéision und Adhésion).

Wird ein Tropfen Wasser auf eine Oberfliche gegeben, ldsst der Kontaktwin-
kel o eine Aussage iiber die Hydrophilie der Oberfliiche zu. a wird durch die
Oberflichenspannungen der drei Oberflichen gem#f Gleichung (33) definiert
[4, 6]:

COSCL — Vfest,gas — 7V fest,fluessig ) (33)
Y fluessig,gas
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flussig

fest

Abbildung 7: Das System Flissigkeit auf Oberfliche besteht aus drei Phasen,
gasformag, fest und flissig. Charakteristisch ist hierbei der Kontaktwinkel

Man definiert eine Oberfléche als hydrophil bei einem Winkel o <90° und als
hydrophob bei einem Winkel a@ > 90°. Wenn eine Kapillare eine hydrophile
Oberfliche hat, steigt eine wassrige Fliissigkeit aufgrund der Adhésionskrifte
in ihr so lange auf bis die Kraft durch die Wassersédule so grofl ist wie die
Adhasionskraft. Legt man die Kapillare flach hin, wird sie sich vollstandig fiillen,
da die Wassersdule keine entgegenwirkende Kraft nach unten ausiibt.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Verwendete Chemikalien und Materialien

Die verwendeten Chemikalien und Materialien sind in Tabelle 2 aufgelistet.

3.2 Herstellung des Masterwafers

Zunéchst wurde der Wafer fiir 20 min in Caro “sche-Saure (Schwefelsdure und
Wasserstoffperoxid im Verhiltnis 3:1) gegeben. Eine Spiilung mit Wasser und
zweimal fliinfminiitiges Reinigen im Wasserbad entfernte die Caro’sche-Séure.
Danach wurde der Wafer in einer Zentrifuge (Delta 10, Ble-Labratory Equip-
ment GmbH Deutschland) bei 4000 Umdrehungen pro Minute trocken geschleu-
dert. 20 miniitiges Aufheizen (bis 200°C) auf einer Heizplatte (HT-303D. AVT-
Technologie, Deutschland) verdampfte das restliche Wasser.

Auf den abgekiihlten Wafer wurde dann mittels Spincoating ein Tropfen Photo-
lack (negativ SU-8 Photolack) aufgebracht. Die Schichtdicke von 20pm erzielte
man durch 2250 rpm fiir 30 s .

Anschlielend wurde der Photolack fiir 5 min bei 40°C, 60 min bei 65°C und
20 min bei 90°C vorgebacken. Ein Parallelbelichter (Modell 8011, Oriel Cor-
poration, USA) belichtete nach dem Aufbringen einer Chrommaske, in der die
gewiinschte Kanalstruktur ausgelassen war, mit der i-Linie einer Quecksilber-
lampe fiir 36 s den Photolack [16].

Zur Aushirtung wurde der Wafer danach nochmals bei 60°C fiir 3min und bei
95°C fiir 30min auf die Heizplatte gegeben.

Nach erfolgter Aushirtung wurde der Wafer fiir 4 min in SU-Entwickler gege-
ben. Die anschlieenden Reinigungen mit Aceton und Isopropanol entfernten
nicht belichteten Photolack. Vor dem abschlieenden Backschritt wurde der
Wafer noch mit Stickstoff trocken geblasen. Der letzte Schritt war dann ein
nochmaliges Backen bei 200°C fiir 20 min.

Der fertige Wafer wurde dann mit TDTS silanisiert, um ein leichtes Entfernen
von PDMS zu gewéhrleisten. Den Wafer gab man dazu zusammen mit weni-
gen Tropfen TDTS in einen Exsikkator. Anschliefend wurde fiir 30 min die
Vakuumpumpe angestellt. Der Wafer verweilte danach noch weitere 30 min bei
abgeschalteter Vakuumpumpe im Exsikkator.

3.3 Herstellung des PDMS-Chips

Zur Herstellung der Mikrostrukturen wurde 22 g PDMS im Verhéltnis zehn zu
eins (Polymer (20 g) und Vernetzer (2 g) siche Abbildung 8) angeriihrt und auf
den vorbereiteten Wafer gegeben (siehe Abbildung 9).

30 min Ruhezeit bewirkten ein entweichen der entstandenen Luftblasen aus dem
PDMS. Nach vier Stunden bei 85°C war das PDMS vollstéindig ausgehértet und

konnte vom Wafer abgezogen werden. Mit einem Lochstanzer wurden Reservoire
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Name Hersteller Bemerkung
Aceton Riedel-de-Haen, D

Ethanol p.A. Roth, D

Isopropanol Merk, D

Wasser MilliQ Anlage
Wasserstoffperoxid Merck, D 30%
Schwefelséure Merck, D konzentriert
di-Natriumhydrogenphosphat Fluka, D

Silicium-Wafer CrysTec, D 5 Zoll

SU-8 Photolack

Microresist, USA

SU-8 Entwickler

Microresist, USA

Tridecfluor-1,1,2,2-tetra
-hydrooctyl-trichorsilan (TDTS)

Merck, D

Poly(dimethylsiloxan) (PDMS)

Dow Corning, D

Sylgard 184

Quarzglas-Chip

Capilix, NL

Pluronic Fipg

BASF, D

Poly (ethylenglycol),55-
poly(propylenglycol)s2-
poly(ethylenglycol), 5,

n-Dodecyl 3-D-Maltosid(DDM)

Sigma-Aldrich, D

Methyl Cellulose (MC)

Sigma-Aldrich, D

Poly(l-lysin)-g-poly(ethylenglycol) | SurfaceSolutionS | PLL(20kDa)

(PLL(20)-g[3,5]-PEG(2)) GmbH, Ch g(Lys-Einheiten/PEG Kette)[3.5]
PEG(2kDa)

Plexiglas Reservoirvergréfierung Eigenbau mit Elektroden

FITC-BSA

Sigma-Aldrich, D

Protein (FITC=Fluoreszin-

isothiocyanat)
Partikel 1,9 pym IDL, USA CML (hochcarboxyliert)
Partikel 0,5 pm IDL, USA CML (hochcarboxyliert)

DNA

Promega, USA

Tabelle 2: Auflistung der benutzten Chemikalien und Materialien
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Abbildung 8: PDMS-Polymer (links oben) und Linker (rechts oben). Die Reaktions-
gleichung ist unten angegeben. Um die Vernetzung zu beschleunigen wurde das Polymer
erhitzt [17].

mit einem Durchmesser von 3 mm gestanzt. Nach der Bestimmung der genauen
Kanalldnge war das PDMS fertig préapariert.

Bevor das PDMS auf das Deckglidschen aufgebracht werden konnte, musste das
Deckglas noch mit PDMS beschichtet werden. Hierfiir wurde auf das Deck-
glischen circa 1 mL PDMS (Polymer zu Linkerverhéltnis zehn zu eins) gege-
ben und anschlieend zentrifugiert. Die Zentrifuge war auf 10 s bei 500 U/min
und dann fiir 30 s bei 3000 U/min programmiert, um eine diinne PDMS-
Schicht zu erhalten. 10 min auf einer 75°C warmen Heizplatte beschleunigten
die Aushértung.

Nach dieser Vorbehandlung wurden dann das PDMS, mit der Kanalstruktur,
und das Deckgléschen 30 s in einer selbstgebauten Plasmakammer [18] oxidiert.
Nach der Oxidation konnten dann Deckgléschen und PDMS zusammen gebracht
werden.

Vor den Messungen mussten die Reservoire noch vergréflert werden. Beim Quarz-
Chip erreichte man dieses durch ein 5 mm dickes, ausgeschnittenes und ge-
stanztes Stiick PDMS. Auf dem PDMS-Chip konnte eine Plexiglasscheibe mit
vorgefertigten Bohrungen angebracht werden. Dieses hatte zusétzlich den Vor-
teil, dass Platindréhte direkt in den Reservoiren befestigt waren, an die die
Elektroden nur noch angeklemmt werden mussten (Abbildung 11).

Zur elektrischen Kontaktierung bei den Quarz-Chips wurden an den Elektroden
Platindrahte befestigt und diese direkt in die Reservoire gehéngt.
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(a) (d}

v | ]

Abbildung 9: Herstellung des PDMS-Chips, a) Wafer mit SU-8 Photolack b) Belich-
tung durch Maske c) negatives Relief des Kanalsystems nachdem der unbelichtete Pho-
tolack weggewaschen worden ist d) Wafer mit Schicht aus PDMS e) abgezogenes PDMS
f) fertiger Chip auf PDMS beschichtetem Deckglischen, nach Stanzen der Reservoire
und Plasmaoxidation

3.4 Praparation der Mikrofluidik-Chips

Vor den Anwendungen wurde der Quarz-Chip mit Natronlauge gespiilt. Dafiir
gab man 0,1 M Natronlauge in ein Reservoir und zog die Lauge mithilfe einer
Wasserstrahlpumpe in den Kanal. Nach einer Einwirkzeit von etwa 5 min zog
man die Natronlauge wieder mit der Wasserstrahlpumpe aus dem Kanal und
spiilte diesen nochmals mit reinem Puffer.

Danach waren die Chips bereit zur Beschichtung. Hierbei sind die beiden stati-
schen Beschichtungen (PLL-PEG und DDM-MC) von den beiden dynamischen
(DDM-MC und Fypg) zu unterscheiden. Bei der statischen Beschichtung wurde
der Chip zunéchst mit dem Beschichtungsreagenz inkubiert (PLL-PEG fiir 30
min und DDM-MC fiir 20 h). Hierfiir wurde ein Tropfen der in Phosphatpuffer
geldsten Beschichtung in ein Reservoir gegeben und mittels einer Wasserstrahl-
pumpe in den Kanal gezogen. Nach der Inkubationszeit wurde der Kanal einmal
mit reinem Puffer gespiilt. Die dynamische Beschichtung unterschied sich darin,
dass der Chip sofort nach der Befiillung mit dem Puffer einsetzbar war.



3 MATERIALIEN UND METHODEN 24

Abbildung 10: Fertiger PDMS-Chip mit zwei linearen Mikrokandlen der Abmessungen
20 x 20um? in Hohe und Breite und einer Léinge von circa 2 cm

Abbildung 11: PDMS-Chip mit Pleziglas. In den Reservoiren sind Platindrihte befe-
stigt. Die Elektroden werden dann an die Drihte angeklemmt.

3.5 Current-Monitoring-Methode

Nach den Vorbehandlungen konnten die EOF-Messungen durchgefiihrt wer-
den. Hierzu wurde die bereits in Kapitel 2.4 vorgestellte Methode des Current-
Monitoring nach Huang et al. [14] genutzt.

Der Messzyklus (Abbildung 4) begann nach der Befiillung der Reservoire mit
20 mM Phosphatpuffer. Hierfiir legte man an eine Elektrode eine Spannung an,
wéhrend die andere geerdet wurde. Den Pufferwechsel auf 18 mM im Reservoir,
an das die Spannung angelegt war, nahm man vor, sobald der Strom konstant
war. AnschlieBend wurde solange eine Spannung angelegt, bis der Strom wieder
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konstant war. Aus der bendtigten Zeit konnte dann mittels Gleichung (26) die
Mobilitat bestimmt werden. Danach begann der Messzyklus wieder von vorne.

Hierbei gab es allerdings zwei verschiedene Moglichkeiten vorzugehen. Bei der
ersten tauschte man den Puffer nur noch auf einer Seite aus, so dass der 20 mM
Phosphatpuffer auf der geerdeten Seite die gesamte Messreihe iiber nicht mehr
ausgetauscht wurde. Bei der zweiten Methode tauschte man den Puffer nach
jedem vollstdndigen Zyklus auf beiden Seiten aus.

Die Spannungen mit Netzteilen von FUG (Model HCN 14-12500 und Model
HCN 7E-12500, Deutschland) erzeugt Die Verbindung mit den Elektroden wur-
de durch eine selbstgebaute Relaisschaltung gesteuert. Die Messung wurde mit
einem LabView Programm gesteuert und aufgezeichnet.

B
|

i

Abbildung 12: Messstation mit Netzteilen a), Relais b) und Computer c)
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3.6 Messung der Proteinadsorption

Fiir die Messung der Proteinadsorption wurde zunéichst PDMS im gleichen
Verhéltnis Polymer zu Linker hergestellt, wie es auch fiir die Kanile verwendet
wurde. Anschliefend wurden vier zurecht geschnittene Stiicke fiir 30 s plas-
maoxidiert. Fiir die Messung auf Quarzglas wurde dieses mit Ethanol gereinigt
und mit PDMS-Streifen in vier Bereiche unterteilt.

Die Proben fiir das PLL-PEG wurden danach fiir 30 min mit diesem inkubiert
und anschlieend mit reinem Phosphatpuffer abgespiilt.

Es wurden drei 500 pM FITC-BSA-Losungen hergestellt (eine nur mit 20 mM
Phosphatpuffer, eine mit DDM-MC-Phosphatpuffer und eine mit Fg9g- Phos-
phatpuffer). Die Losungen wurden dann jeweils auf die vorbereiteten Ober-
flichen gegeben.

Die so préparierten Oberflichen wurden dann mit einer Quecksilberdampf-
Lampe beleuchtet und die Fluoreszenzintensitéit mit einer CCD-Kamera (Imager
3L, LaVision baugleich SensiCam der Firma PCO) aufgenommen. Die Belich-
tungszeit betrug 4 s und das verwendete Objektiv hatte eine 40-fach Vergrofier-
ung. Nachdem die Proteinloésung mit Puffer abgespiilt worden war, wurde die
Messung wiederholt. Die abschlieende Auswertung wurde mit dem Programm
ImageJ durchgefiihrt, indem fiiber eine Fliche von 90000 Pixeln die Intensitét
gemittelt wurde.

Abbildung 13: Quarz-Deckglas mit PDMS-Streifen zur Bestimmung der Fluores-
zenzintensitit und des Kontaktwinkels

3.7 Kontaktwinkelmessung

Wie auch schon bei der Proteinadsorption wurde wieder PDMS im gleichen
Verhiltnis wie bei den Kanélen hergestellt und anschlieflend fiir 30 s plasmaoxi-
diert (Abbildung 14).

Quarzglas wurde mit Ethanol gereinigt und durch PDMS-Streifen in verschie-
dene Bereiche unterteilt (Abbildung 13).

Die PLL-PEG- Beschichtung wurde anschlielend fiir 30 min inkubiert und ab-
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Abbildung 14: PDMS nach Vorbereitung (Plasmaozxidation und Behandlung mit den
Oberflichenbeschichtungen)zur Messung der Fluoreszenzintensitit und des Kontaktwin-

kels

Abbildung 15: Goniometer zur Kontaktwinkelmessung, mit der Spritze wird ein Trop-
fen Wasser auf die Oberfliche gegeben. Im Okkular sind zwei Sehnen, wobei eine dreh-
bar ist. Diese werden tangential an den Tropfen angepasst, so dass dann der Winkel
abgelesen werden kann.

schlieffend mit reinem Puffer abgespiilt. Die DDM-MC- und Fpg-Beschichtungen
wurden bei der EOF-Messung dynamisch verwendet. Da die Oberflichen zur
Kontaktwinkelbestimmung trocken sein mussten, wurden diese Beschichtungen
fiir 5 min auf die Oberfldche gegeben und anschliefend wieder abgespiilt. Dies
sollte eine dhnliche Oberflichenbegebenheit schaffen wie sie auch bei den EOF-
Messungen vorlag. Diese Behandlung wird im folgenden als pseudodynamisch
bezeichnet.
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Fiir die Kontaktwinkelmessung wurde dann ein Kriiss Goniometer G10 genutzt
(Abbildung 15). Nach dem Trocknen wurde mit einer Spritze ein Tropfen Wasser
auf die Oberfliche gegeben und mithilfe der Tangenten im Okular der Kontakt-
winkel zwischen Wasser und Oberfliche bestimmt. AnschlieBend wurde dem
Tropfen nochmals Wasser zugefiihrt und die Messung wiederholt.

Wasser

Spritzennade

Abbildung 16: Schematischer Messvorgang bei der Kontaktwinkelmessung. Der Winkel
« st der gesuchte Kontaktwinkel.



4 RESULTATE 29

4 Resultate

4.1 Optimierung der EOF-Messung

In Kapitel 3.5 wurde das Current-Monitoring als Methode zur Bestimmung
des EOF vorgestellt. Im Versuch haben sich mit dieser Methode Messkurven
ergeben, wie die in Abbildung 17 dargestellte.

16

14\

Strom [pA]

| | | | | | | | | | | |
120 30 40
Zeit[s]

Abbildung 17: Typische Messkurve, bei der Bestimmung des EOF

Im Verlauf der Messungen sind zudem noch Unregelmifigkeiten aufgefallen,
die mit der Art des Pipettierens zusammenhingen. So war es entscheidend, ob
man zwischen den Messungen den Puffer in beiden Reservoiren oder nur in
einem austauschte. Dies ist exemplarisch in Quarz mit dynamischer Fips- Be-
schichtung in (Abbildung 18) gezeigt. Wurde der Puffer nur auf einer Seite
ausgetauscht, so stieg der Anfangsstrom zu Beginn einer Messung und e, in-
nerhalb einer Messreihe an (Abbildung 19). Fiir den Fall, dass der Puffer nach
jedem vollstindigen Messzyklus (wie in Kapitel 3.5 beschrieben) auf beiden
Seiten ausgetauscht wurde, blieben der Strom und die Mobilitdt innerhalb der
Fehlergrenzen konstant (Abbildung 20).

Um eine Begriindung fiir dieses Verhalten zu finden, wurden weitere Experi-
mente durchgefiihrt:

e die Mobilitdt wurde fiir verschiedene Spannungen untersucht

e die Mobilitdt wurde auf eine pH-Abhéngigkeit untersucht

Die elektroosmotische Geschwindigkeit ist feldabhéngig [19, 7]. Um zu priifen
wie und ob iiberhaupt sich Effekte wie zum Beispiel Joule-Heating auf die
elektroosmotische Mobilitat auswirken, wurden Messreihen mit verschiedenen
Spannungen durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 gezeigt. Bei den
Messungen mit 800 V/cm traten starke Stromschwankungen auf, so dass die
Aussagekraft dieser Ergebnisse zweifelhaft ist.
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Abbildung 18: Mobilititen (Mittelung iber die Messreihen) im Vergleich bei einseiti-
gem Pipettieren (schwarz) und beidseitigem Pipettieren (rot). Die Messungen wurden
in Quarz-Chips mit dynamischer Figg-Beschichtung durchgefiihrt.
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Abbildung 19: Mobilitit in Quarz-Chip mit Fiogbei einseitigem Pipettieren, eine Kur-
ve entspricht einer Messreihe

Der pH-Wert wurde bei der Messung der Spannungsabhéngigkeit mitbestimmt
und es fiel auf, dass dieser fiir unterschiedliche Spannungen variierte (Tabelle 3).
Wie schon in Kapitel 2.3.2 dargelegt, ist die Mobilitét pH-Wert abhéngig [7].

Um zu priifen wie sich das Pipettiervolumen auf pu.,, die Reproduzierbarkeit
und den pH-Wert auswirkt wurde das Volumen fiir verschiedene Messreihen
erhoht und der pH-Wert nach jedem Messzyklus (vergleiche Kapitel 3.5) in bei-
den Reservoiren bestimmt. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Mobilitat
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Abbildung 20: Mobilitit in Quarz-Chip mit F1ogbei beidseitigem Pipettieren, eine Kur-
ve entspricht einer Messreihe

Spannung | Zeit[s] pH-Wert Mobilitdt | Fehler
links | rechts | [¥*10~% %} [*10~4 %]
100 70 74 |74 | 4,00 40,92
150 70 7,4 7,4 3,52 40,79
200 70 74 |74 362 40,82
250 70 7,4 7,7 3,49 40,78
300 70 7,4 7,7 3,56 40,78
350 70 74 |77 |283 40,63
400 70 74 |77 |298 40,67
500 70 7,4 7,9 3,18 40,71
600 70 74 |81 |330 40,65
700 70 74 |81 |257 40,57
800 70 7.4 8,1 0,76 +0,17

Tabelle 3: pH-Abhdingigkeit der Mobilitit. Es wurden Messungen bei verschie-
denen Spannungen (im nativen Quarz-Chip) durchgefiihrt. Anschlieffend wurde
beim Pipettierschritt nach jedem vollstindigen Messzyklus von beiden Reservoi-
ren der pH-Wert bestimmt. Die geerdete Elektrode war auf der rechten Seite.
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(siehe Abbildung 21) fiir hohere Pipettiervolumina abnahm und die Reprodu-
zierbarkeit zunahm. Im Reservoir an dem die Spannung anlag konnte keine
pH-Werténderung festgestellt werden. Verglich man aber den pH-Wert im ge-
erdeten Reservoir vor der Messung mit dem nach der Messung, so betrug die
pH-Werténderung fiir 10 pLL 1,1 pH-Einheiten, wahrend sie bei 24 pL. nur noch
0,3 pH-Einheiten betrug.
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Abbildung 21: EOF Messung in Quarzglas mit DDM-MC-Beschichtung. Das Reser-
voirvolumen wurde von links nach rechts von 10uL auf 24uL erhoht. In schwarz sind
die Ergebnisse bei einseitigem Pipettieren und in rot die bei beidseitigem Pipettieren.

4.2 Auswirkungen der Beschichtungen auf den EOF

Ein Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung von Oberflichenbeschichtungen
in Hinsicht auf ihren Einfluss auf den EOF. Um die Werte vergleichen zu kénnen,
muss der EOF auch in unbeschichteten (nativen) Kanélen ermittelt werden.

Wie in Kapitel 3.3 beschrieben, wird das PDMS plasmaoxidiert. Nach Hell-
mich et al. [18] bewirkt die Plasmaoxidation bei PDMS eine Erhéhung der
Mobilitét und verdnderte Kontaktwinkel. Im Rahmen dieser Arbeit wurden da-
her alle Messungen an plasmaoxidierten Oberflichen durchgefiihrt. Die EOF-
Messungen wurden dabei bei beidseitigem Pipettieren durchgefiihrt, aufler an
den Stellen, wo ausdriicklich etwas anderes gesagt wird.

4.2.1 Native Messung des EOF in PDMS und Quarz-Glas-Chips

Vorweg ist festzustellen, dass die Richtung des EOF, wie in der Theorie bereits
vorhergesagt, von der Anode zur Kathode fiihrte. Fiir die Mobilitdt in nativem,
plasmaoxidiertem PDMS konnte ein Wert von (2,140, 33) x10~* C(/’f: ermittelt
werden. Die Mobilitét in unbehandelten Quarzglas-Chips ergab sich zu (3,15 +
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0, 68)*10*4%. Damit war der native EOF in Quarz-Chips grofler als in PDMS-
Chips.

4.2.2 PLL-PEG Beschichtung in PDMS und Quarz-Glas-Chips

Auch fiir PLL-PEG beschichtete Kanéle war der EOF von der Anode zur Ka-
thode gerichtet. Nachdem der PDMS-Kanal statisch mit PLL-PEG beschichtet
wurde, konnte fiir fi, ein Wert von (0,36 + 0,05) * 10~* C‘T/nj ermittelt werden.
Es war also eine deutliche Reduktion des EOF im Vergleich zum nativen Kanal
((2,1+0,33) * 10_4%) festzustellen. Auffillig war, dass die Mobilitdt im Ver-
lauf der Messungen zunahm (Abbildung 22). Diese Tendenz war auch bei der
Langzeitbetrachtung (Abbildung 23) sichtbar. Fiir die Langzeitmessung wurde
der Kanal vor der ersten Messung einmalig mit PLL-PEG statisch beschich-
tet. Der EOF wurde dann am Tag der Beschichtung, nach zwei und nach sechs
Tagen gemessen.
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Abbildung 22: EOF in PDMS-Kanal mit statischer PLL-PEG Beschichtung, beidsei-
tiges Pipettieren

In Quarzglas-Chips konnte fiir ye, ein Mittelwert von (0,38 + 0, 08) x 10*46{}1—;
ermittelt werden. Hierbei ist zu beachten, dass der Puffer nur auf einer Seite
ausgetauscht wurde. Dies begriindet auch die verhéltnisméfig groflen Schwan-
kungen um den Mittelwert (Abbildung 24) (vergleiche Kapitel 4.1).

Die PLL-PEG-Beschichtung bewirkte auch im Quarz eine deutliche Reduktion
2
der Mobilitdt im Vergleich zum nativen Wert (3,15 4 0, 68) * 10*4%.

PLL-PEG eignet sich also sowohl in PDMS, als auch in Quarz-Chips zur Re-
duktion des EOF.
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Abbildung 23: Langzeitbetrachtung in PDMS-Chip mit statischer PLL-PEG Beschich-
tung. Der Kanal wurde an Tag 1 einmalig beschichtet. Es wurde einseitig Pipettiert.
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Abbildung 24: FOF-Messung in Quarz-Chip mit statischer PLL-PEG-Beschichtung,
einseitiges Pipettieren

4.2.3 DDM-MC Beschichtung in PDMS und Quarz-Glas-Chips

Die DDM-MC-Beschichtung ist sowohl dynamisch als auch statisch betrachtet
worden. Wobei die EOF-Richtung auch nach der Beschichtung von der Anode
zur Kathode fiihrte.

Fiir die dynamische Beschichtung in PDMS-Kanilen konnte ein Mittelwert der
2
Mobilitdt von (0,13 4 0,02) * 1074% nachgewiesen werden.

Die Langzeitbetrachtung einer dynamischen DDM-MC Beschichtung in PDMS
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ist in Abbildung 25 dargestellt.
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Abbildung 25: Langzeitmessung von dynamisch DDM-MC beschichteten in PDMS-
Kandlen

In Quarzglas mit dynamischer DDM-MC-Beschichtung konnte ein Mittelwert

von (0,28 +0,06) * 1074 Cgf fiir pe, gemessen werden. Bei der statischen Be-

schichtung ergab der Mittelwert (0,9640,21)%10~% C{,”; . Damit reduziert DDM-

MC in Quarz den EOF sowohl bei statischer Beschichtung als auch bei dyna-
mischer Beschichtung.

4.2.4 Fios Beschichtung in PDMS und Quarz-Glas-Chips

Die Fipg-Beschichtung wurde dynamisch eingesetzt. Auch fiir Fypg beschichtete
Kanéle war der EOF von der Anode zur Kathode gerichtet. In PDMS-Kanélen
konnte dabei fiir e, ein Mittelwert von (0,14 + 0,02) * 10*46‘7,”—52 nachgewiesen
werden. Im Quarzglas ergab sich p, zu (0,26 + 0,06) * 10_4%. Damit lasst
sich auch fiir Fygg feststellen, dass diese Beschichtung eine Reduktion des EOF
sowohl in Quarz als auch in PDMS bewirkt.

4.3 Messung der Proteinadsorption

Ein weiterer Punkt dieser Arbeit war es zu priifen, wie sich die Beschichtungen
auf die Proteinadsorption auswirken. Dabei wurde wie in Kapitel 3.6 bereits
erlautert die Fluoreszenzintensitit nach Adsorption von Fluoreszein markiertem
BSA untersucht. Abbildung 26 zeigt beispielhaft zwei Ausschnitte von DDM-
MC beschichtetem und nativem Quarzglas.

Die Ergebnisse der Messungen sind in Tabelle 4 und Tabelle 5 zusammengefasst.

Die Fluoreszenzintensitdt beim nativen PDMS und Quarz wird als Referenz
angenommen.
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Abbildung 26: Proteinadsorption auf Quarzglas, links mit DDM-MC beschichtet und
rechts nativ. Oben ist der Fluoreszenzintensititsverlauf zu sehen.

Intensitit [Counts]

dsec
Beschichtung | gemittelt | Minimum | Maximum | Reduktion [%]
nativ 152 124 192 0
Fios 56 37 74 63
DDM-MC 56 37 74 63
PLL-PEG 94 67 123 38

Tabelle 4: Gemessene Intensititen bei der Proteinadsorption auf Quarzglas, die
Daten wurden iber eine Fliche von 90000 Pizeln gemittelt.

4.3.1 Proteinadsorption auf PLL-PEG beschichtetem PDMS und
Quarz

Die Fluoreszenzintensitét auf Quarz mit statischer PLL-PEG-Beschichtung nimmt
im Vergleich zum nativen Quarz um 38% ab, wihrend die Fluoreszenzintensitét
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Intensitét [%]
Beschichtung | gemittelt | Minimum | Maximum | Reduktion [%]
nativ 169 137 201 0
Fios 125 100 156 26
DDM-MC 132 107 159 22
PLL-PEG 229 193 271 -36

Tabelle 5: Gemessene Intensititen bei der Proteinadsorption auf PDMS, die
Daten wurden tiber eine Fldche von 90000 Pixeln ermittelt.

auf PLL-PEG beschichtetem PDMS um 36% zunimmt.

4.3.2 Proteinadsorption auf DDM-MC beschichtetem PDMS und
Quarz

Die Fluoreszenzintensitit auf Quarz mit dynamischer DDM-MC-Beschichtung
nimmt im Vergleich zum nativen Quarz um 63% ab. Auf PDMS bewirkt die
Beschichtung eine Reduktion von 22%. DDM-MC bewirkt also auf beiden Ma-
terialien eine Reduktion der Proteinadsorption.

4.3.3 Proteinadsorption auf Fipg beschichtetem PDMS und Quarz

Die Fluoreszenzintensitit auf Quarz mit dynamischer Fgg-Beschichtung nimmt
im Vergleich zum nativen Quarz um 63%. Auf PDMS bewirkt die Beschichtung
eine Reduktion um 26%. Damit reduziert Figg sowohl auf Quarz als auch auf
PDMS die Proteinadsorption.

4.4 Ergebnisse der Kontaktwinkelmessung

Eine Moglichkeit, eine Aussage iiber Ladung oder Hydrophilie einer Oberfliche
zu machen, ist die Bestimmung des Kontaktwinkels eines Wassertropfens auf
der préaparierten Oberflache. Dabei wurde, wie bereits in Kapitel 3.7 erldutert,
vorgegangen.

Die Ergebnisse der Kontaktwinkelmessung werden in Tabelle 6 dargestellt. Da-
bei wird deutlich, dass alle Flichen nach der Behandlung hydrophile Eigen-
schaften zeigten.

Bei der Auswertung dieser Daten ist zu beriicksichtigen, dass bei DDM-MC
und Figg nur eine pseudodynamische Messung erfolgt ist, da die Messung in
trockenem Zustand durchgefiihrt worden ist.
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Beschichtung | Kontaktwinkel
PDMS | Quarz

nativ 24° 75°

PLL-PEG 19° 59°

DDM-MC 12° 60°

Fios 16° 72°

Tabelle 6: Kontaktwinkel auf beschichteten Oberflichen. Die Oberflichen wur-
den so behandelt wie die Kandle. Es ist zu beriicksichtigen, dass DDM-MC und
Fi0s8 nur pseudodynamisch eingesetzt werden konnten, da die Oberflichen zur
Messung trocken sein mussten.
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5 Diskussion

5.1 Optimierung der EOF-Messung

Wie bereits in Kapitel 4.1 bemerkt, traten wiahrend der Messungen des EOF
UnregelméBligkeiten auf, die ihren Ursprung in der Art des Pipettierens hatten.

Ein beobachteter Effekt war, dass die Mobilitét fiir einseitiges Pipettieren in-
nerhalb einer Messreihe signifikant anstieg, wihrend sie bei beidseitigem Pi-
pettieren annéhernd konstant blieb (Kapitel 4.1). Dieser Effekt trat sowohl bei
dynamischer Beschichtung als auch bei statischer Beschichtung auf. Die Be-
griindung konnte also nicht in der Art der Beschichtung zu finden sein.

Ein Grund lag in der Anderung des pH-Wertes, der festgestellt wurde (ver-
gleiche Tabelle 3). Eine mogliche Erklarung sind elektrolytische Vorginge an
den Elektroden. Wenn das elektrische Feld (500 V) fiir mehr als 8 min anlag
(bei einseitigem Pipettieren), bewirkten die Elektrodenreaktionen dass sich der
pH-Wert messbar énderte (von pH 7,4 auf pH > 10).

Da fie, abhéngig vom pH-Wert ist [11, 7], ist damit auch die Zunahme bei
einseitigem Pipettieren zu erkliren. Tauschte man den Puffer nach jedem voll-
standigen Messzyklus in beiden Reservoiren aus, war die Konzentrationsdnder-
ung so gering, dass die Mobilitdt nicht messbar anstieg. An Abbildung 18 kann
man zudem sehen, dass die Mobilitdten bei einseitigem Pipettieren sehr viel
grofferen Schwankungen unterlagen als bei beidseitigem Pipettieren. Die Re-
produzierbarkeit nahm also auch fiir beidseitiges Pipettieren zu.

In Abbildung 21 wurde das Pipettiervolumen erhcht. Durch das gréflere Vo-
lumen fiel die Konzentrationséinderung bei gleicher Elektrodenreaktion gerin-
ger aus. Dies bewirkte eine geringere pH-Wertédnderung. Auflerdem hatte das
groffere Volumen den Vorteil, dass Druckunterschiede aufgrund verschiedener
Fiillhohen nicht mehr so stark ins Gewicht fielen und somit auch diese Fehler
verringert werden konnten. Ein grofieres Volumen wirkte sich damit in kleineren
Schwankungen aus und erhohte die Reproduzierbarkeit.

Im Bereich von 100-700 V konnten keine messbaren Unterschiede fiir p., fest-
gestellt werden. Messungen mit Spannungen iiber 800 V/cm waren nicht repro-
duzierbar.

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass EOF-Messungen mit der Current-
Monitoring-Methode optimiert werden kénnen, wenn das Pipettiervolumen gro-
Ber als 24 pL gewahlt wird und wenn nach jedem vollstéandigen Messzyklus in
beiden Reservoiren der Puffer ausgetauscht wird. Durch diese beiden Mafinah-
men konnte die Reproduzierbarkeit deutlich erhtht werden.

5.2 Natives PDMS und Quarzglas

In diesem und den folgenden Kapiteln sollen p.,, die Proteinadsorption und die
Kontaktwinkel gegeniibergestellt werden.

Um eine Aussage machen zu konnen, in wie fern eine Beschichtung die Ober-
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PDMS Quarz
Mobilitét[*lo_‘l%] 2,1+0,33 | 3,154+0,68

Reduktion der

Fluoreszenzintensitat | 0% 0%

Kontaktwinkel 24° 75°

Tabelle 7: Ergebnisse fiir natives, plasmaoxidiertes PDMS und Quarz, die Mo-
bilititen wurden bei beidseitigem Pipettieren bestimmit.

flacheneigenschaften beeinflusst, wurden als Referenz alle Messungen auch mit
den nativen Oberflichen (Quarzglas und oxidiertes PDMS) durchgefiihrt.

Der in Tabelle 7 angegebene Wert fiir die native Mobilitdt in PDMS ist mit
2,1 % 10742 njedriger als der von Hellmich et al. mit (3,1 + 0,2)  10~4¢2,
Dabei ist zu beachten, dass dort mit Glas-PDMS-Hybrid-Chips gearbeitet wur-
de, wiahrend in dieser Arbeit mit PDMS-PDMS-Chips gearbeitet wurde. Der
EOF ist allgemein in Glas-Chips hoher. Diese Tendenz konnte auch hier wieder

gezeigt werden.

Sowohl das oxidierte PDMS als auch das Quarzglas sind mit den Kontaktwin-
keln 24° und 75° als hydrophil einzuordnen, wobei sich das PDMS deutlich
abhebt. Die deutliche Hydrophilie des PDMS beruht auf der Plasmaoxidation.
Diese erzeugt zusétzliche negative Ladungen. Aufgrund der Hydrophilie sind
die Mikrofluidikkanéle einfach mit wéssrigen Losungen zu befiillen.

5.3 Auswirkungen der Beschichtungen
Allgemein zeichnen eine gute Beschichtung fiinf Aspekte aus [7]:

e cine effektive Reduktion der Molekiiladsorption
e cinen konstanten EOF iiber einen moglichst weiten pH-Bereich

e reproduzierbare Priparation

Stabilitéit tiber die Zeit der Messungen

Stabilitét iiber einen weiten pH-Bereich

In dieser Arbeit wurden drei Beschichtungen, Poly(l-ysin)-g-Poly(ethylenglycol)
(PLL-PEG), n-Dodecyl -D-Maltosid (DDM) mit Methyl Cellulose (MC) und
das Pluronic Figg, im Hinblick auf den EOF, die Proteinadsorption und den
Kontaktwinkel untersucht. Diese Molekiile erschienen aufgrund ihrer chemi-
schen Beschaffenheit geeignet, den EOF und die Proteinadsorption zu reduzie-
ren.

Das PLL-PEG besteht aus zwei Arten von Polymeren (siehe auch Abbildung 27).
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Abbildung 27: Poly(I-lysin)-g-poly(ethylenglycol), das Riickgrat wird durch das PLL
gebildet, die Seitenketten sind aus PEG.

Hierbei bildet das PLL ein positiv geladenes Riickgrat, an das das PEG als
Seitenkette angeheftet ist. Da das PDMS negativ geladen ist, kommt es zu
elektrostatischen Wechselwirkungen mit dem PLL-PEG und dadurch zu einer
stabilen Anlagerung an die Oberfliche [20]. Bei PLL-PEG ist bereits eine Re-
duktion der Proteinadsorption an die Oberfliche nachgewiesen worden [20]. Es
war daher von Interesse, ob es sich auch auf den EOF auswirkt. Dies war ein
Ziel dieser Arbeit.

Das DDM-MC wird in einer Mischung von 0,03% MC und 0,25% DDM benutzt
und daher als Hybrid (Abbildung 28)bezeichnet. Die Methyl Cellulose besteht
aus einem Glucose-Dimer und erhoht die Viskositét der Fliissigkeit, abhéngig
von der Konzentration und der Methylierung (hier 27%).

In bisherigen Untersuchungen konnte fiir eine Beschichtung mit DDM und das
Hybrid DDM-MC eine Reduktion des EOF in PMMA-Kanilen nachgewiesen
werden [22]. Hierbei war eine Reduktion um nahezu 100% fiir das Hybrid und
um 25% fiir das reine DDM erzielt worden. Da die Beschichtung mit DDM-
MC zusétzlich auch noch die Reproduzierbarkeit, gegeniiber dem reinen DDM,
erhdhte, wurde in dieser Arbeit mit dem Hybrid beschichtet.

Die dritte Beschichtung ist das Pluronic Figg. In Abbildung 29 ist die Block-
Struktur schematisch dargestellt. Es handelt sich dabei um zwei Blocke aus je
132 Poly(ethylenglycol)-Einheiten, die an den Mittelblock aus 52 Poly(propylen-
glycol)-Einheiten gebunden sind. Da das Poly(ethylenglycol) etwas hydrophiler
als das Poly(propylenglycol) ist, lagert sich das Figg oberflichenspezifisch an.
Auf hydrophilen Oberflichen legt es sich flach auf die Oberfliche, wihrend
die Seitenketten auf einer hydrophoben Oberfliche von dieser abstehen (siehe
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Abbildung 28: DDM (links) und MC(rechts)[21]

Abbildung 30) [18].
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Abbildung 29: Fips, aus den Polymerblicken Poly(ethylenglycol) (EO)und Po-
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Abbildung 30: Figs lagert sich je mnach Oberflicheneigenschaft verschieden an. Bei
einer hydrophoben Oberfliche stehen die Seitenketten von dieser ab (links) wihrend

das Polymer flach auf einer hydrophilen Oberfliche aufliegt (rechts).

In der Arbeit von Hellmich et al. [18] wurde das Fjpg statisch in PDMS-Kanilen
untersucht und wies dabei eine gute Reduktion des EOF und der Proteinad-
sorption auf. In dieser Arbeit sollte es im Vergleich dazu als dynamische Be-
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schichtung in PDMS und Quarzglas untersucht werden.

5.3.1 PLL-PEG beschichtetes PDMS und Quarzglas

PDMS Quarz
Mobilitét[*lO_‘l%](Reduktion) 0,36 +0,05 (83%) | 0,38 £0,08 (88%)
Reduktion der

Fluoreszenzintensitét -36% 38%

Kontaktwinkel 19° 59°

Tabelle 8: Ergebnisse fiir statisch PLL-PEG beschichtetes PDMS und Quarz,
die Mobilititen wurden fiir das PDMS bei beidseitigem Pipettieren und beim
Quarz bei einseitigem Pipettieren bestimmit.

Wie aus Tabelle 8 zu entnehmen ist, wurde die elektroosmotische Mobilitét in
statisch PLL-PEG beschichteten Kanélen deutlich verringert. Im PDMS betrug
die Reduktion 83% und im Quarz 88%. Damit konnte gezeigt werden, dass sich
das PLL-PEG dazu eignete, sowohl in PDMS als auch in Quarzglas den EOF
zu reduzieren. Hierbei war auch zu beriicksichtigen, dass im Quarz einseitig
pipettiert wurde. Es ist also zu erwarten, dass die Reduktion des EOF fiir beid-
seitiges Pipettieren, wie schon in Kapitel 4.1 erlautert, noch deutlicher ausfallen
wird.

Bei der Langzeitstabilitdt konnte, wie auch schon bei den einzelnen Messrei-
hen, eine Zunahme der Mobilitéit festgestellt werden (Abbildung 23, Abbil-
dung 22). Es ist anzunehmen, dass die Zunahme der Mobilitdt mit der Art der
Beschichtung zu begriinden ist. Aufgrund der statischen Beschichtung wurde
diese wihrend der Messungen nicht mehr erneuert, so dass die Beschichtungs-
dichte mit der Zeit abnahm. Da die Mobilitét durch die Beschichtung reduziert
wurde, stieg diese beim Ablosen der Beschichtung wieder an.

Ein weiterer Vorteil der PLL-PEG-Beschichtung war, dass die Reproduzierbar-

keit der EOF-Messungen besser wurde. So nahm der Fehler bei PDMS um 84%
2 2

von +0,33 % 107452 (nativ) auf +0,05 % 10~*57= ab und bei Quarz um 87%

von 0,68 * 10747 (nativ) auf 0,08  10~4<22,

PLL-PEG bewirkte auf Quarz, wie in der Literatur bereits angegeben [20], eine
Reduktion der Proteinadsorption um 38%. Entgegen der Erwartung kam es auf
beschichtetem PDMS zu einer Zunahme der Fluoreszenz um 36% gegeniiber
dem nativen PDMS. Eine mogliche Begriindung hierfiir ist im Spiilschritt zu
finden. Wenn nach diesem noch nicht adsorbierte Proteine auf der Oberfléiche
verbleiben, kann die resultierende Fluoreszenz hoher sein.

Die Kontaktwinkel fiir die PLL-PEG behandelten Flichen lagen unter 90°. So-
wohl fiir PDMS als auch fiir das Quarz nahm die Hydrophilie der Oberfléiche
durch die Beschichtung zu. Das PDMS hob sich aber auch nach der Beschich-
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tung mit einem Kontaktwinkel von unter 20° deutlich hervor. Dies hatte auch
zur Folge, dass Mikrofluidikkan&le mit PLL-PEG-Beschichtung durch Kapillar-
kréfte allein befiillt werden kénnen.

PLL-PEG reduziert also in beiden Materialien den EOF und auf Quarz die
Proteinadsorption. Die durch die Beschichtung resultierende Hydrophilie der
Oberfliche bewirkt in Mikrofluidikkanilen eine einfache Handhabung. PLL-
PEG erfiillt die in Kapitel 5.3 genannten Kriterien und kann daher als gute
Beschichtung angesehen werden.

5.3.2 DDM-MC beschichtetes PDMS und Quarzglas

PDMS Quarz
Mobilitét dyn.[*lO“*%](Reduktion) 0,134+0,02 (94%) | 0,28 +0,09 (91%)
Mobilitét stat.[*lO*“(}l—;](Reduktion) 0,96 £ 0,21 (70%)
Reduktion der
Fluoreszenzintensitét 22% 63%
Kontaktwinkel 12° 60°

Tabelle 9: Ergebnisse fiir DDM-MC' beschichtetes PDMS und Quarz, die Mo-
bilitdten wurden bei beidseitigem Pipettieren bestimmt. Bei DDM-MC wurde
sowohl mit dynamischer (dyn.) als auch mit statischer (stat.) Beschichtung der
EOF bestimmt. Die Proteinadsorption wurde dynamisch und die Kontaktwinkel
mit pseudodynamischer Beschichtung bestimmit.

Fiir DDM-MC in PMMA-Kanilen wurde bereits eine nahezu vollstéindige Re-
duktion des EOF nachgewiesen [22]. Es konnte mit dieser Arbeit gezeigt werden,
dass sich DDM-MC auch in PDMS- und Quarzglas-Kanélen dazu eignete, den
EOF zu reduzieren. So wurde er bei dynamischer Beschichtung in PDMS (94%)
und Quarz (91%) nahezu vollstéindig reduziert. Bei der statischen Beschichtung
in Quarz konnte der EOF mit 70% ebenfalls deutlich reduziert werden, aller-
dings stellte sich die dynamische Methode, wie zu erwarten, als die bessere
Losung heraus.

Bei der dynamischen Beschichtung befand sich das DDM-MC wihrend der
EOF-Messung direkt in der Losung. Es ist anzunehmen, dass aufgrund eines
Gleichgewichtes zwischen adsorbierter und freier Beschichtung, abgeltste Be-
schichtung sofort erneuert wurde. Somit war die Beschichtungsdichte die ge-
samte Messzeit iiber konstant. Wie schon in Kapitel 5.3.1 erldutert, wurde die
Beschichtung bei der statischen Methode nicht wéhrend einer Messung erneu-
ert, so dass die Beschichtungsdichte auf der Oberfliche mit der Zeit abnahm.
Da das DDM-MC den EOF reduzierte, stieg die Mobilitdt wieder an, als dieses
entfernt wurde. Dieses begriindet die weniger gute Reduktion bei der statischen
DDM-MC-Beschichtung.
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Die Stabilitéit der dynamischen DDM-MC-Beschichtung ist auch bei der Lang-
zeitbetrachtung (Abbildung 25) zu erkennen. Hier ist die Zunahme der elek-
troosmotischen Mobilitdt vernachléssigbar.

Die Beschichtung mit DDM-MC bewirkte auch eine Verbesserung der Repro-

duzierbarkeit der EOF-Messung. So nahm der Fehler bei PDMS von +0, 33 *
2 2

10792 (nativ) auf +0,02 x 107* 9% um 94% ab und bei Quarz um 91% von

0,068 = 10_4% (nativ) auf 0,06 * 10_4%,

Bei der Kontaktwinkelmessung auf DDM-MC beschichtetem PDMS konnte im
Mittel ein Winkel von 12° gemessen werden. Auf DDM-MC beschichtetem
Quarzglas betrug der gemittelte Wert 60°. Aufgrund der Kontaktwinkel wa-
ren alle Fliachen als hydrophil einzuordnen. Das PDMS hob sich aber auch
hier wieder mit Kontaktwinkeln kleiner als 20° deutlich hervor. Die Protein-
adsorption konnte durch die DDM-MC-Beschichtung auf PDMS um 22% und
auf Quarz um 63% reduziert werden. DDM-MC konnte also auf Quarz bessere
Reduktionen der Proteinadsorption bewirken als auf PDMS.

DDM-MC reduzierte also den EOF und die Proteinadsorption sowohl fiir Quarz
als auch fiir PDMS. Wahrend der Arbeit mit DDM-MC ist allerdings negativ
aufgefallen, dass es schneller zu einer Blédschenbildung kommt. Aufgrund dessen
war eine groflere Vorsicht bei den Pipettierschritten zu beachten. Die deutliche
Hydrophilie der Oberfliiche sorgte aber auch bei dieser Beschichtung fiir ein
einfaches Befiillen der Mikrofluidikkanéle. DDM-MC erfiillte also trotz des klei-
nen Mankos die in Kapitel 5.3 genannten Kriterien und kann daher als gute
Beschichtung angesehen werden.

5.3.3 Fjps beschichtetes PDMS und Quarzglas

PDMS Quarz
Mobilitat[*lo_‘l%](Reduktion) 0,14 £0,02 (93%) | 0,26 + 0,06 (92%)
Reduktion der

Fluoreszenzintensitét 26% 63%

Kontaktwinkel 16° 72°

Tabelle 10: Ergebnisse fiir dynamisch Fiog beschichtetes PDMS und Quarz, die
Mobilitdten wurden bei beidseitigem Pipettieren bestimmit.

Fiir Fps konnte eine sehr gute Reduktion des EOF (92% im Quarz, 93% im
PDMS) gezeigt werden (Tabelle 10). Damit war die Reduktion fiir die dyna-
mische Beschichtung deutlich starker als fiir die in der Literatur angegebene
statische Beschichtung mit 50% [18].

Der Fehler nahm fiir die dynamische Figg-Beschichtung bei PDMS von +0, 33

1074 C{}i (nativ) auf +0,02 * 10_4% um 93% ab und bei Quarz um 91% von
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0,68 x* 10*40",”—; (nativ) auf 0,09 * 10*4‘3{}1—;. Die Reproduzierbarkeit nahm also
auch fiir eine Fpg-Beschichtung deutlich zu.

Bei der Kontaktwinkelmessung auf Fgg beschichtetem PDMS konnte im Mittel
ein Winkel von 16° gemessen werden. Auf Fgg beschichtetem Quarzglas betrug
der gemittelte Wert 72°. Aufgrund der Kontaktwinkel waren alle Fliachen als
hydrophil einzuordnen. Das PDMS hob sich aber mit Kontaktwinkeln kleiner
als 20° deutlich hervor.

Wie schon in der Literatur angegeben [18], reduziert eine statische Beschichtung
mit Fipg die Proteinadsorption. Fiir die dynamische Beschichtung konnte auf
Quarz mit 63% eine deutlich bessere Reduktion nachgewiesen werden als auf
PDMS mit 26%. Hellmich et al. haben auf PDMS eine Gesamtreduktion von
85% festgestellt, wobei die Plasmaoxidation bereits eine Reduktion um 79%
bewirkte. Die Reduktion der Proteinadsorption durch die statische Beschich-
tung war demnach etwa 8%. Damit war die Reduktion der Proteinadsorption
bei einer dynamischen Beschichtung mit Figg besser als bei der statischen Be-
schichtung mit Fypg (siehe [18]).

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die dynamische F1gg-Beschichtung den
EOF und die Proteinadsorption fiir beide Materialien deutlich reduzierte. Die
Hydrophilie der behandelten Oberflichen bewirkte ein einfaches Befiillen der
Mikrofluidikkanéle. Die Beschichtung war auch sonst gut zu handhaben. Fqgg
erfiillt also die in Kapitel 5.3 genannten Kriterien und kann daher als gute
Beschichtung fiir Verfahren in Mikrofluidikkanélen angesehen werden.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Es sind Oberfldchenbeschichtungen in Mikrofluidikkanélen auf ihre Wirkung auf
den EOF, die Proteinadsorption und den Kontaktwinkel untersucht worden. Da
hierbei aber Unregelméfigkeiten in Zusammenhang mit der Art des Pipettieren
auffielen, wurde diesen ebenfalls nachgegangen, um die Messung des EOF zu
optimieren.

Dabei wurde festgestellt, dass die Ergebnisse die kleinsten Fehler aufwiesen,
wenn bei der Current-Monitoring-Methode der Puffer nach jedem vollstédndigen
Messzyklus in beiden Reservoiren ausgetauscht wurde und das Volumen mehr
als 24uL betrug. Diese beiden Mainahmen bewirkten eine geringere Verénderung
des pH-Wertes iiber mehrere Messungen und damit kleinere Schwankungen in
der Mobilitat.

Die Hauptaufgabe war es, Oberflichenbeschichtungen in Mikrofluidikkanélen
zu charakterisieren. Die ausgewéhlten Beschichtungen, PLL-PEG, DDM-MC
und Fipg wurden hierzu untersucht auf ihren Einfluss

e auf den elektroosmotischen Fluss,
e auf die Reduktion der Proteinadsorption, am Beispiel FITC-BSA,

e auf den Kontaktwinkel an der drei-Phasengrenzfliche (Substrat, Wasser,
Luft).

Hierbei kann zusammenfassend gesagt werden, dass alle drei Beschichtungen
den EOF sowohl in Quarz- als auch in PDMS-Mikrofluidikkan&len reduzierten.
Maximale Reduktionen ergaben sich hierbei mit den dynamischen Beschich-
tungen bei DDM-MC und Figg. Diese konnten den EOF, mit Reduktionen von
94% und 91% fiir eine DDM-MC-Beschichtung in PDMS und Quarz und 93%
und 92% fiir eine Fjpg-Beschichtung in PDMS und Quarz, nahezu vollstéindig
zum Stillstand bringen, wobei das DDM-MC in PDMS und das Figg in Quarz
jeweils geringfiigig besser waren.

Die statischen Beschichtungen von PLL-PEG und DDM-MC wiesen im direkten
Vergleich eine schlechtere Reduktion auf als die dynamischen Beschichtungen.
Aber auch diese konnten den EOF deutlich reduzieren. Das PLL-PEG konnte
hierbei mit einer Reduktion von 88% in Quarz eher iiberzeugen als das DDM-
MC mit einer Reduktion von 70% in Quarz, zumal das DDM-MC aufgrund der
hoheren Viskositéit auch schlechter zu handhaben war.

In Hinsicht auf die Langzeitstabilitit konnte das DDM-MC als dynamische
Beschichtung {iberzeugen. Hier war nur eine geringe Zunahme der Mobilitdt
festzustellen. So betrug die Reduktion am ersten Tag 92%, am dritten Tag
90% und am siebten Tag 90%. Das statisch eingesetzte PLL-PEG wies bei der
Langzeitbetrachtung eine leichte Schwéichung der Reduktion auf, konnte den
EOF aber auch nach drei und sieben Tagen mit 79% und 70% deutlich messbar
reduzieren.
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Bei der Proteinadsorption konnte die Fluoreszenzintensitét fiir die beiden dy-
namischen Beschichtungen DDM-MC und Fyog Beschichtungen auf Quarz (63%
und 63%) stérker reduziert werden als auf PDMS (22% und 26%). Da das BSA
eher auf hydrophoben Oberflichen adsorbiert, korreliert die stéirkere Reduktion
der Fluoreszenz bei den dynamischen Beschichtungen auch mit den kleineren
Kontaktwinkeln. Zwischen DDM-MC und F1gg war nur ein leichter Unterschied
erkennenbar. Die beiden dynamischen Beschichtungen waren also in der Reduk-
tion der Proteinadsorption gleich zu setzen.

Entgegen der Erwartung, konnte fiir die PLL-PEG-Beschichtung auf PDMS
statt einer Abnahme der Fluoreszenzintensitit eine Zunahme um 36% beob-
achtet werden. Dies ist moglicherweise mit dem Spiilschritt zu erklédren, der alle
nicht adsorbierte Proteine entfernen sollte. Ein nicht vollstdndiger Spiilschritt
fithrte zu einer hoheren Fluoreszeinintensitéit durch FITC-BSA Riickstinde. Auf
Quarz konnte die PLL-PEG-Beschichtung erwartungsgemif die Proteinasorp-
tion reduzieren. Die Reduktion lag hier mit 38% niedriger als bei den beiden
dynamischen Beschichtungen. Auch hier korreliert das Ergebnis der Proteinad-
sorption mit dem der Kontaktwinkel. Diese waren sowohl bei PDMS als auch
bei Quarz fiir die Beschichtungen mit DDM-MC und Figg kleiner als fiir die
Beschichtung mit PLL-PEG.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass sich alle drei Be-
schichtungen eigneten, um den EOF und die Proteinadsorption zu reduzieren.
AuBerdem stellte sich heraus (im Vergleich mit Literaturwerten oder durch di-
rekte Messung), dass die Reduktionen bei dynamischer Beschichtung immer
stdrker waren als bei statischer. Bei den dynamischen Beschichtungen war die
DDM-MC-Beschichtung der Fjpg-Beschichtung iiberlegen. Bei der statischen
Beschichtungen konnte das PLL-PEG gegeniiber dem DDM-MC eindeutig die
besseren Ergebnisse erzielen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sich die Beschichtungen zur EOF-
Kontrolle und Reduktion der Proteinadsorption eignen. Um die Beschichtungen
weiter zu charakterisieren, kann man die Temperatur-, pH- und Spannungs-
abhingigkeiten noch eingehender untersuchen. Auch bei der Viskositdt von
DDM-MC ist anzunehmen, dass diese eine entscheidende Rolle spielt. So wire
zum Beispiel eine Messreihe mit verschiedenen Viskositédten denkbar.

Fine ganz entscheidende Fragestellung ist auch, welche Beschichtung sich fiir
welches Experiment am besten eignet. So ist zum Beispiel die Trenneffizienz bei
Proteinen stark von der eingesetzten Beschichtung abhingig. Die Adsorption
von DNA und anderen Molekiilen muss noch weitergehend untersucht werden.

Es konnte in PDMS-Mikrofluidikkanélen bereits qualitativ gezeigt werden, dass
PLL-PEG- und DDM-MC-Beschichtungen die Adsorption von 1,9 um und 0,5
um groflen Latex-Partikeln in einer Mikrofluidikanwendung deutlich reduzier-
ten. Auflerdem konnte in einem PDMS-Mikrofluidikkanal eine reduzierte DNA-
Adsorption bei einer PLL-PEG-Beschichtung beobachtet werden. Die dielek-
trophoretische Migrationsrichtung einer DNA wurde, zumindest qualitativ, in
einem PLL-PEG beschichteten PDMS-Mikrofluidikkanal nicht veréindert. Die
genauen Auswirkungen der Beschichtungen miissen aber in weiteren Experi-
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menten noch untersucht werden.

49
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