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Einleitung

1 Einleitung

Das Ziel dieser Arbeit besteht darin, eine 3D-Kanalstruktur herzustellen mit der es
madglich ist, Nanopartikel in einem Durchflussexperiment aufzutrennen. Als Vorbild
dienen dabei Strukturen, wie sie bereits flr Polystyrenkligelchen im um-Bereich [1]
erfolgreich verwendet wurden.

In einem Mikrofluidikkanal soll an einer Barriere (siehe Abbildung 1) ein Gemisch aus
verschiedenen Nanopartikeln mittels Dielektrophorese kontinuierlich aufgetrennt

werden.

Abbildung 1: Mikrofluidikdesign zur Auftrennung von Nanopartikeln

Eine Partikelsorte soll die Barriere auf der ursprunglichen Kanalseite unbeeinflusst
Uberqueren kdénnen, wahrend die zweite auf die andere Seite abgelenkt wird. Zur
biophysikalischen Anwendung soll die Ubertragung dieses Prinzips auf Proteine als

biologische Nanopartikel gezeigt werden.

Die Entwicklung im Bereich der Mikrofluidiksysteme hat in den vergangenen 20
Jahren enorme Fortschritte gemacht. Sowohl die Geschwindigkeit von Analysen, die
Sensitivitat bei Auftrennungen und der Automatisierungsgrad vieler Vorgange konnte
stark gesteigert werden [2—4]. Dabei haben sich Mikrofluidikchips als ideales
Werkzeug fur den Umgang mit kleinen Probenvolumina, wie z.B. Proteinlésungen,
etabliert. Aullerdem sind sie aufgrund ihrer geringen GroéRe gut fur den mobilen
Einsatz direkt vor Ort geeignet. In solchen Systemen konnen verschiedenste Ablaufe,
u.a. Injektion, Mischung, Fluoreszenzmarkierung, Trennung und Detektion, realisiert
werden [3-5].
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Ein Problem der Auftrennung in der Mikrofluidik stellt dabei der diskontinuierliche
Ablauf der Ublichen Prozesse dar. Es mussen immer wieder einzeln kleinste Mengen
des Analyten (einige Nanoliter oder weniger) exakt in den Separationskanal
eingebracht werden um anschlieend getrennt werden zu kdnnen. Dies ist zeitlich
(diskontinuierlich) als auch experimentell (exaktes Handling kleinster Volumina) sehr
aufwendig.

Deshalb ist die Entwicklung kontinuierlicher Methoden in der Mikrofluidik zu einem
wichtigen Forschungszweig geworden. Die Probe wird dabei durch einen Kraftanteil
senkrecht zur Flussrichtung je nach Beeinflussbarkeit abgelenkt.

Durch diese Methode bieten sich viele Vorteile. Der kontinuierliche Ablauf erméglicht
ein gro3es Zeitsparpotential. Weiterhin entfallt die Notwendigkeit der Injizierung
exakter Volumina. Durch die Ablenkung senkrecht zur Flussrichtung ergibt sich eine
raumliche Auftrennung, die es erlaubt die getrennten Substanzen direkt weiter zu
verarbeiten. Dadurch kann die Effizienz der Auftrennung standig Uberwacht und die
Trennparameter gegebenenfalls angepasst werden. Als weiterer Vorteil ist noch zu
nennen, dass die Proben fur die Auftrennung nicht markiert werden muissen, da
unterschiedliche Probeneigenschaften, wie z.B. ihre Groe, Ladung oder

Polarisierbarkeit ausgenutzt werden kénnen.

Fir diese kontinuierliche Auftrennung stehen eine Vielzahl unterschiedlicher Krafte
zur Verfugung, wie z.B. elektrische, magnetische oder mechanische. Einige
Anwendungen dieser Krafte sind miniaturisierte Formen bereits existierender
makroskopischer Verfahren in Kombination mit den Vorteilen der Mikrofluidik. Andere
Auftrennungsmethoden sind hingegen nur in der Mikrofluidik moglich.

Viele Gruppen nutzen geometrische Eigenschaften zur Trennung. Yamada et al.
nutzen in ihrem Versuch [6] unterschiedliche GroRen von Partikeln im
Mikrometerbereich. Die Partikel folgen verschiedenen Stromlinien des Flusses
aufgrund unterschiedlicher Positionen ihrer Schwerpunkte. Nach einer Aufweitung
erhalt man so unterschiedliche Probenbanden. Diese Methode ist durch die
thermische Bewegung begrenzt, die bei kleineren Partikeln dominiert. Yang et al.
konnten in ihrer Verodffentlichung [7] zeigen, dass Blutplasma in einem
kontinuierlichen Fluss aufgetrennt werden kann. Dabei wird ausgenutzt, dass sich die
roten Blutkorperchen in Richtung hoherer FlieRgeschwindigkeiten bewegen. Ebenso

sind kontinuierliche Filtrationsmethoden fur Blutplasma bekannt [8].
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Eine weitere Methode besteht in der Verwendung von Pfosten, die je nach
Anordnung eine Auftrennung entsprechend der Grdolke ermoglichen [9]. Diese
Methode ist ebenfalls durch den Einfluss der Diffusion begrenzt. Es gibt aber auch
Anordnungen, die anhand des Diffusionskoeffizienten DNA auftrennen, sogenannte
Brown’sche Ratschen [10].

Auch elektrische Felder bieten eine Vielzahl an Moglichkeiten um Analyten
aufzutrennen. Huang et al. nutzen in ihrem ,DNA-Prisma“ [11] aus, dass langere
DNA-Strange unter dem Einfluss elektrischer Felder andere Pfade einschlagen als
kirzere. Entropisches Fangen von DNA konnte auflerdem von einem
diskontinuierlichen Experiment auf ein kontinuierliches Ubertragen werden [12].

Wird senkrecht zu dem Analytenfluss ein elektrisches Feld angelegt, kann sowonhl
eine Auftrennung entsprechend der Ladung der Analyten [13] oder eine
isoelektrische Fokussierung [14] erfolgen. Mit dieser Methode lassen sich auch
Proteine auftrennen.

Mit Hilfe von magnetischen Feldern kénnen ebenfalls unterschiedliche magnetische
Eigenschaften zur Auftrennung genutzt werden [15].

Auch durch Schallwellen [16], optische Krafte aufgrund unterschiedlicher
Brechungsindizes [17] und Schwerkraft [18] Iasst sich eine Auftrennung erreichen.
Die meisten Methoden sind fur Partikel im Mikrometerbereich gut geeignet, doch je
kleiner die zu trennenden Partikel werden, desto weniger Methoden stehen zur
Verfugung. Darum soll in dieser Arbeit eine Methode vorgestellt werden mit der auch

Nanopartikel, insbesondere Proteine, aufgetrennt werden kdnnen.
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2 Theoretische Grundlagen

Als Trennmechanismus soll die elektrodenlose Dielektrophorese dienen, die an der
Barriere in Abbildung 1 erwartet wird. Ein elektrisches Feld soll durch die Barriere
verformt werden und dadurch wiederum eine Kraft auf einen Dipol
(Polystyrenpartikel, Protein) ausuben. Diese dielektrophoretische Kraft soll so
sensitiv steuerbar sein, dass im Durchflussexperiment ein Gemisch aus zwei

verschieden grolden Nanopartikelsorten aufgetrennt werden kann.

2.1 Proteine

Proteine kdnnen mit Durchmessern von maximal 20 nm als biologische Nanopartikel
betrachtet werden. Sie sind bei allen Vorgangen des Lebens als Katalysatoren,
molekulare Motoren, Botenstoffe, strukturbildende Stoffe oder Transporter von
entscheidender Rolle [19].

Alle Proteine besitzen denselben systematisch gegliederten Aufbau aus drei oder
vier Strukturstufen. Die erste Strukturstufe bildet die Primarstruktur, welche aus
unterschiedlich vielen der 20 verschiedenen Aminosauren und diversen
Abwandlungen von ihnen mittels Peptidbindungen (siehe Abbildung 2)
zusammengesetzt ist.
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Abbildung 2: Bildung einer Peptidbindung aus zwei verschiedenen Aminosauren [20]
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Jede Aminosaure besteht aus einer Aminogruppe (H,N —), einer Carboxylgruppe
(—COOH ) und einem der mehr als 20 verschiedenen Reste (-R,). Die

Peptidbindung bildet sich jeweils zwischen einer Amino- und einer Carboxylgruppe
zweier Aminosauren unter Abspaltung von Wasser aus. So werden unterschiedlich
lange Ketten gebildet. Bei weniger als 100 verknupften Aminosauren spricht man
nicht von einem Protein, sondern von einem Peptid.

Diese Kette bildet nun in einzelnen Bereichen Konformationen aus, die u.a. durch

Wasserstoffbrickenbindungen und Disulfidbricken stabilisiert sind.

Aminosaure-
untereinheiten

Abbildung 3: Darstellung der Sekundar- (unten) und der Tertiarstruktur (oben) [21]

Typische Sekundarkonformationen sind dabei die a—Helix und das g - Faltblatt

(siehe Abbildung 3, unten), sowie Schleifen. Diese Strukturen bilden in der
Ubergeordneten dreidimensional gefalteten Konformation die so genannte
Tertiarstruktur (siehe Abbildung 3, oben). Diese Struktur ist flr die biologische
Funktion des Proteins =zustandig. Treten dort Fehler auf, kann haufig die
ursprungliche Funktion nicht mehr erflllt werden [22].

Besteht ein Protein aus mehr als nur einer Polypeptidkette, bilden diese durch nicht
kovalente Wechselwirkungen Komplexe, die so genannte Quartarstruktur (siehe
Abbildung 4).
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Abbildung 4: Protein, bestehend aus vier Polypeptidketten (unterschiedlich gefarbt)

Mit diesen Strukturstufen bilden die Proteine dabei grundsatzlich zwei Formen aus,
globulare, die nahezu kugelférmig sind und fibrillare, die eine faserige oder
fadenféormige Struktur aufweisen. Fur die Versuche in dieser Arbeit werden nur

globulare Proteine verwendet.

2.2 Mikrofluidiksysteme

Um verbesserte Analyseverfahren mit Hilfe von Mikrofluidiksystemen entwickeln zu
konnen, sind detaillierte Kenntnisse der Hydro- und Elektrodynamik in diesen
Systemen notig. Im Gegensatz zu makroskopischen Erfahrungen dominieren bei
diesen GroRenordnungen andere physikalische Effekte das Verhalten. Zum Beispiel
gibt es aufgrund eines enorm gestiegenen Verhaltnisses von Oberflache zu Volumen
in Mikrofluidikkanalen praktisch keine Tragheit der Kanalbefillung. Stattdessen
bestimmen Randeffekte, wie z.B. Reibung, dessen Eigenschaften. Dieses
Zusammenspiel mikroskopisch dominierender Effekte wird in den folgenden Kapiteln

naher erlautert.

2.2.1 Hydrodynamik

Die Hydrodynamik behandelt als Teilgebiet der Strdomungslehre das Verhalten von
bewegten Flussigkeiten und Gasen und ermdoglicht somit auch eine Beschreibung

des Stromungsverhaltens in Mikrofluidikkanalen.
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2.2.1.1 Viskositat

Alle auftretenden hydrodynamischen Effekte werden durch die innere Reibung des

Flussigkeitsmediums beeinflusst. Dabei ist die Viskositat » ein Maly daflr und gibt

an, wie gut Scherkrafte innerhalb eines Fluids Ubertragen werden.

bewegte unendlich ausgedehnte Platte
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Abbildung 5: Veranschaulichung der Viskositat [23]

Zur Veranschaulichung zeigt Abbildung 5 einen experimentellen Aufbau zur Messung
der Viskositat. Im Abstand Z zu einer stationaren Platte wird eine zweite Platte mit

der Flache A parallel zur ersten mit der Geschwindigkeit v, bewegt, zwischen beiden
befindet sich die viskose Flussigkeit. Die dafur bendtigte Kraft ‘I_f‘ berechnet sich zu

[24]:

. (2.1)

Fl-
Je groler also die Viskositat ist, desto mehr Kraft muss aufgebracht werden, um die

Platte mit gleicher Geschwindigkeit bewegen zu konnen.

2.2.1.2 Reynoldszahl und Stromungsverhalten

Als dimensionslose Grof3e zur Charakterisierung von Flussigkeitsstromungen gibt die
Reynoldszahl das Verhaltnis zwischen Tragheitskraft- und viskoser Kraft (siehe

2.2.1.1) an. In einer Kapillare mit dem Durchmesser d beispielsweise ist die

Kap

Reynoldszahl definiert als [24]:
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(2.2)

Dabei ist p die Dichte der viskosen Flussigkeit und M die mittlere Geschwindigkeit.

Fur kleine Reynoldszahlen (<2300) [25] ergibt sich eine wirbelfreie, so genannte
laminare Stromung, bei groReren eine turbulente.
Mikrofluidikkanale besitzen herstellungsbedingt jedoch keinen runden, sondern einen

rechteckigen Querschnitt. Deshalb wird der hydraulische Durchmesser D, anstatt

des Kapillardurchmessers d,,, verwendet [26]:

Kap

4A,
U,

D, = (2.3)

A, und U, sind dabei Querschnittsflache und Umfang des Kanals. Bei einem

rechteckigen Kanal der Breite b und der Hohe h ergibt sich somit die Reynoldszahl

ZU:

_ 2pvbh

R .
® = b+h)

(2.4)

Fur einen mit Wasser (p =998 kg/m*® und 5 =1mPa-s) geflllten Kanal mit den
Abmessungen 200x6 pm? und einer Stromungsgeschwindigkeit von v =100 pum/s

ergibt sich eine Reynoldszahl von Re =0,001. Die viskose Kraft Uberwiegt also im

Gegensatz zu makroskopischen Erfahrungen und somit ist die Stromung stets

laminar.

2.2.1.3 Hydrodynamischer Fluss

Erzeugt man an den Enden eines Mikrofluidikkanals einen Druckunterschied Ap, so

bildet sich eine laminare Stromung aus (siehe 2.2.1.2). Diese lasst sich mittels der
Navier-Stokes Gleichung beschreiben. Mit deren Losung und unter der Annahme
einer ruhenden Flussigkeitsschicht direkt am Rand aufgrund viskoser Haftung (siehe
2.2.1.1), der so genannten no-slip Randbedingung [27], wird diese stationare und
divergenzfreie Stromung auch als Hagen-Poisseuille’scher Fluss bezeichnet. Da

b >> h ist kann man fur die Geschwindigkeitsverteilung naherungsweise annehmen,

8



Theoretische Grundlagen

dass der Kanal seitlich nicht begrenzt ist, der Fluss also zwischen zwei unendlich
ausgedehnten Platten stattfindet. Flur die Geschwindigkeit ergibt sich dann folgender

Ausdruck in Abhangigkeit von der z-Position im Kanal [27]:

V(Z)=2A77_pLZ(h_Z)' (2.5)

L steht dabei fur die Kanallange, an der der Druckunterschied anliegt. Zur
Veranschaulichung des parabelformigen Flussprofils in diesem System bei
Normaldruck p, dient Abbildung 6.

Kanalwand

—

—

Po + Ap - Po

0 L

Abbildung 6: Hagen-Poiseuille Profil zwischen zwei unendliche ausgedehnten parallelen
Platten

2.2.2 Elektrodynamik

Zusatzlich zu hydrodynamischen Transportvorgdngen koénnen auch elektrische
Felder Transportphdnomene hervorrufen. Die flr diese Arbeit relevanten Effekte

werden im Folgenden naher erlautert.

2.2.2.1 Elektrostatik

Das von einer Punktladung g hervorgerufene elektrische Potential ¢ ergibt sich im

Abstand s zur Ladung zu:

ols)=—, 8 256)
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Dabei ist 7 die Kreiszahl und ¢, und ¢, stehen flr die Dielektrizitatskonstante des

Vakuums und die relative Dielektrizitatskonstante des Mediums. Die elektrische

Energie E, einer zweiten Punktladung g’ in diesem Potential berechnet sich dann

ZU:

£, (5)=- 0 @7

dre,e, S

SchlieRlich ergibt sich die auf g’ wirkende elektrische Kraft Fa, die parallel zur

Verbindungsachse beider Ladungen gerichtet ist, aus der Ortsableitung von E,:

Fals)=—99 (2.8)

= >
Arey&,S

2.2.2.2 Elektrische Doppelschicht

Bestimmte Kanalstrukturen, z.B. aus Polydimethylsiloxan (PDMS) bestehende,
besitzen bei Kontakt mit Elektrolytldosungen eine geladene Oberflache, welche auf
einer Deprotonierung von (SiOH)—Gruppen beruht, die ab einem pH-Wert der
Elektrolytldsung von > 2 stattfindet [28]. Dadurch kommt es zwischen den lonen der
Losung und den Kanalwanden zu elektrostatischen Wechselwirkungen. Nach der
Debye-Theorie lagern sich so lange Gegenionen an die Kanalwand an, bis die

Ladung nach aufen kompensiert ist. Der Potentialverlauf ¢(r) in Abhéngigkeit vom
Abstand r zu einer geladenen Oberflache mit dem Potential ¢, kann mit dem Stern-

Modell (siehe
Abbildung 7) beschrieben werden.

10
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Abbildung 7: Potentialverlauf an geladener Oberflache

Gegenionen des Elektrolyten sind direkt an der Oberflache, in der so genannten
Stern-Schicht, fest gebunden, weshalb eine etwas abgeschirmte neue effektive
Oberflache angenommen werden kann. Die Dicke dieser Schicht I, die Bjerrum-
Lange, entspricht in ihren Ausmal3en in etwa der Grol3e der lonen [29]. Darauf folgt
die diffuse Schicht mit einer erhdhten Konzentration an Gegenionen. In ihr kénnen
sich die lonen aufgrund der schwacheren elektrostatischen Wechselwirkungen
thermisch bewegen (siehe 2.2.3.1). AulRerhalb dieser Schicht ist die Konzentration
von Kationen und Anionen wieder nahezu gleich. Der Potentialverlauf dieses

Doppelschichtsystems kann wie folgt beschrieben werden [30]:

#r)=¢ 'exp(—%j- (2.9)

Das ¢ -Potential ergibt sich dabei aus dem linearen Abfall des Oberflachenpotentials
innerhalb der Sternschicht. Die Debyelange A, beschreibt als charakteristische
Grole den Abstand zur effektiven Oberflache, bei dem das Oberflachenpotential auf
den 1/e-Teil des ursprunglichen Wertes abgesunken ist, wobei e fir die Euler'sche
Konstante steht.

Ab einem Abstand grof3er als der Debyelange ist das Potential annahernd null und

die Elektrolytldsung verspurt keinerlei elektrostatische Effekte der Oberflache mehr.

11
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Die Dicke der diffusen Schicht ist dabei u.a. von der lonenstarke | der

Ay = |Eofnkel (2.10)
2N eI

Hier steht k, fur die Boltzmann-Konstante, T fur die Temperatur, N, fur die

Elektrolytlosung abhangig [31]:

Avogadro-Konstante und e, flr die Elementarladung. Diese Gleichung ist nur gultig,

solange keine Uberlagerung zweier Debyeschichten stattfindet. Die lonenstarke

wiederum lasst sich aus den Konzentrationen der lonen im Elektrolyten berechnen:

|:%ZM;$ (2.11)

M, steht fir die jeweilige Stoffmengenkonzentration des entsprechenden lons und
z, fur dessen Wertigkeit. Je geringer die lonenkonzentration in einem Elektrolyten ist,

desto groRer ist die Debyelange an einer geladenen Oberflache. Die

lonenkonzentration lasst sich schlieBlich aus der Leitfahigkeit » des Analyten

gewinnen:
ZzeMiZi/ui' (2.12)

Dabei bezeichnet F die Faraday-Konstante und g die Mobilitat der einzelnen

lonenarten im Elektrolyten. Die Leitfahigkeit ist indirekt proportional zum elektrischen
Widerstand R,;:

R, =—. (2.13)

Im Falle zweier paralleler gleichgeladener Oberflachen, deren Abstand kleiner als
das 20fache ihrer Debyelangen ist, kann der Potentialverlauf nicht mehr mit
Gleichung (2.9) angenahert werden, sondern muss als Kosinus Hyperbolikus, wie in
Abbildung 8, abgeschatzt werden [31].

12
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30

1N

Abbildung 8: Potentialverlauf zwischen zwei geladenen Wéanden, deren Debyeschichten sich
gegenseitig Uberlagern [31]

Aus Symmetriegrinden wird die Position z im Kanal der Hohe h im Intervall
-h/2<z<+h/2 angegeben, wobei die Position z=0 genau in der Mitte zwischen
beiden Kanalwanden liegt. Die Variablen mit * sind auf typische Dimensionen
normiert. A*=2A,/h, z*=2z/h und ¢*:ZF¢/R(

molar gas

)T , wobei R( der

molar gas)

molaren Gaskonstante entspricht. In Abbildung 8 wurde ¢*=2,79 angenommen.

Mit einem beliebigen elektrischen Potential lasst sich die Verteilung der

lonenkonzentration M, wie folgt berechnen [31]:

M.(x)=M_, -exp{+M}. (2.14)

(molar gas)

M, ist dabei die Gleichgewichtskonzentration ohne elektrisches Potential.

2.2.2.3 Elektrophorese und Elektroosmose

Legt man an einen Elektrolyten ein elektrisches Feld E an, wirkt eine
elektrophoretische Kraft auf die Ladungstrager und diese bewegen sich

entsprechend

13
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Fep = qE (2.15)
relativ zu der restlichen Flissigkeit, wobei g fur die Ladung der einzelnen lonen steht.
Dies bezeichnet man als Elektrophorese (EP). Die aus dieser Kraft resultierende

Geschwindigkeit Ve der lonen

—

Vep = 1, E (2.16)

ist lediglich vom elektrischen Feld und der elektrophoretischen Mobilitat .,
abhangig. Auf die bewegten lonen wirkt aber gleichzeitig die Stokes’'sche

Reibungskraft F .. Diese ist definiert als [32]

F=—fv (2.17)

und wirkt entgegen der Bewegungsrichtung. f, ist dabei der Reibungskoeffizient und

v die Geschwindigkeit des Teilchens, auf das die Reibung wirkt. Setzt man nun die
Gleichungen (2.15 - 17) ineinander ein, erhalt man fir die elektrophoretische

Mobilitat folgenden Zusammenhang:
fy = (2.18)

Betrachtet man den einfachsten 3-dimensionalen Fall einer Kugel unter der
Annahme viskoser Reibung (nicht zu grof3e Korper, die sich nicht zu schnell durch

ein Fluid bewegen), hat der Reibungskoeffizient den Wert [24]:

f =6znrg, (2.19)

wobei ry den Sphéarenradius und 7 die Kreiszahl bezeichnet.

Dies sind ideale Annahmen, welche im Experiment nicht vorliegen. Aufgrund einer
lonenhulle um jedes geladene Teilchen in einer Elektrolytiosung treten zwei weitere
nicht zu vernachlassigende Krafte auf, die die Bewegung hemmen. Zum einen
bedingt die elektrokinetische Anziehung der Gegenionen innerhalb der diffusen
Schicht eine Retardationskraft und zum anderen verursacht die Deformation der

lonenhlle aufgrund der Bewegung des Teilchens eine elektrische Relaxationskraft.

14
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In Mikrofluidikkanalen mit geladenen Oberflachen (siehe 2.2.2.2) gibt es einen
weiteren Effekt, den man Elektroosmose nennt. Wird an einen Mikrofluidikkanal mit
einer elektrischen Doppelschicht ein aulderes elektrisches Feld angelegt, so bewegen
sich die lonen innerhalb der diffusen Schicht entsprechend Gleichung (2.15).
Aufgrund der Viskositat (siehe 2.2.1.1) wird dabei die umgebende Flussigkeit
mitbewegt und der elektroosmotische Fluss (EOF), mit seinem typischen
Stempelflussprofil (siehe Abbildung 9, oben), bildet sich aus. Je groller der
hydrodynamische Durchmesser ist (siehe 2.2.1.2), desto langer dauert die
Ausbildung des Stempelflussprofils. Diese erfolgt innerhalb weniger hundert
Mikrosekunden bei Durchmessern von 100 pm [33] bis hin zu 100 Millisekunden bei
3,4 mm [34].

EOF

——
Stempelprofil

Hydrodynamischer Fluss

*

—) —_—
Druckerzeugung Parabelprofil

Abbildung 9: Vergleich zwischen einem Flussprofil verursacht durch EOF (oben) und
Druckunterschied (unten) [35]

Unter den Annahmen, dass die Debyelange klein im Vergleich zu den typischen
Kanaldimensionen ist und die lonenverteilung von der Boltzmann-Statistik

beschrieben werden kann, ergibt sich folgende elektroosmotische Mobilitat s, [31]:

&

ne (2.20)
"

Heot ==

Da EP und EOF gleichzeitig in Mikrofluidikkandlen mit geladenen Oberflachen

auftreten, ist die absolute Geschwindigkeit Gges entscheidend fur das Verhalten der

Teilchen in diesen. Diese Uberlagerung der beiden Effekte wird anhand von
Abbildung 10 verdeutlicht.
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Abbildung 10: Auswirkung eines auf3eren elektrischen Feldes auf einen Mikrofluidikkanal mit
geladenen Oberflachen [36]

Unter der Vorraussetzung der Similitude [37] (konstantes elektrisches Feld,
homogene Flussigkeits- und elektrische Eigenschaften, 1, (siehe 2.2.2.2) sei klein

im Verhaltnis zu allen anderen Kanaldimensionen und einem ausgepragten EOF

entsprechend Gleichung (2.20)), ergibt sich aus der Summe beider Einzelmobilitaten:

—

Vaes = (g + ftogs JE - (2.21)

2.2.2.4 Dielektrophorese

Die Bewegung eines polarisierbaren Teilchens in einem inhomogenen auleren
elektrischen Feld, egal ob Wechsel- oder Gleichspannung, wird als Dielektrophorese
(DEP) bezeichnet. Der Unterschied zwischen einer Wechsel- und einer
Gleichspannungsdielektrophorese liegt darin, dass bei der Wechselspannung kein
Nettotransport von geladenen Teilchen stattfindet. Die Polarisation kann permanent
vorliegen oder, ebenfalls durch ein aul3eres elektrisches Feld, von aul3en induziert
werden. So kdnnen auch auf ungeladene Teilchen mit Hilfe von elektrischen Feldern
dielektrophoretische Krafte ausgelibt werden. Inhomogene elektrische Felder treten
direkt an Elektroden auf (Abbildung 11 a)) oder lassen sich durch Einbringen nicht

leitender Barrieren in ein homogenes elektrisches Feld erzeugen (Abbildung 11 b)).
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Abbildung 11: Méglichkeiten zur Erzeugung inhomogener elektrischer Felder [38]

Das von einem elektrischen Feld induzierte Dipolmoment p eines polarisierbaren

Teilchens kann wie folgt berechnet werden [30]:

p=a(w)E. (2.22)

Dabei ist a(a)) die frequenzabhangige Polarisierbarkeit des Teilchens. Daraus ergibt

sich folgendes dielektrophoretisches Potential W, [30]:

—2

Wpep =—PE =—a(0)E . (2.23)

Mit Hilfe dieses Potentials lasst sich aus dessen Gradienten die dielektrophoretische

Kraft Foer auf ein polarisiertes Teilchen berechnen [30]:

Foer =(p-VE. (2.24)

Um detaillierte theoretische Beschreibungen der Grolie dieser Kraft zu erlauben,
kann man von einem spharischen Teilchen mit homogener Dielektrizitat ausgehen,
welches zusatzlich eine Ohm’sche Leitfahigkeit ohne dielektrische Verluste aufweist.
Dieses befinde sich in einem dielektrischem Medium, das ebenfalls ein Ohm’scher

Leiter ohne dielektrische Verluste ist (siehe Abbildung 12, links).
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Abbildung 12: Veranschaulichung der Polarisierbarkeit eines Kuigelchens (links) und eines
Proteins (rechts)

Aulerdem muss beachtet werden, dass bei Wechselfeldern den freien Ladungen an
der Partikeloberflache genigend Zeit bleibt, sich entsprechend des Feldes
ausrichten zu kdnnen [39]. Dies ist vor allem bei der zu erwartenden Polarisation der
lonenhille des Proteins (siehe Abbildung 12, rechts) von entscheidender Bedeutung,
da anzunehmen ist, dass das Protein aufgrund seiner Struktur selber nicht
polarisierbar ist (siehe 2.1).

FuUr eine ideale Kugel lassen sich die Polarisierbarkeit und die dielektrophoretische
Kraft wie folgt bestimmen [40—42]:

P =4zge, 1, °K(w), (2.25)

—2

Foer = 27,6, 1. K(w)VE . (2.26)

K(w) steht fir den Clausius-Mosotti-Faktor. Aufgrund der Definition von K (o) [30]

K(w)= o

=, (2.27)
&, +2¢,

erkennt man, dass das Vorzeichen der dielektrophoretischen Kraft lediglich durch die

Differenz aus der relativen dielektrischen Konstante des Partikels &, und der des

Mediums gegeben ist. Ist ¢ >¢,, so handelt es sich um positive DEP und die

polarisierten Partikel werden von Regionen hoherer Feldstarken angezogen. Im
umgekehrten Fall handelt es sich um negative DEP und die Partikel werden von der

gleichen Region abgestollen.

18
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An Gleichung (2.25) wird deutlich, dass die dielektrophoretische Kraft kubisch mit
dem Radius des Partikels ansteigt, worauf sich auch die Auftrennung unterschiedlich

grol3er Polystyrenkugelchen [1, 43] zurtckfuhren lasst.

2.2.3 Statistische Effekte

Mit den hydro- und elektrodynamischen Effekten konnen samtliche deterministischen
Aspekte des Transports und des Manipulierens von Teilchen nahezu vollstandig
beschrieben werden. Alle Teilchen wurden sich auf vorhersagbaren Bahnen entlang
bewegen und, einmal in einer Falle gefangen, niemals entkommen kénnen. Dass
dem nicht so ist, kann von diesen Theorien nicht erklart werden. Den Zugang zu dem
beobachteten Verhalten ermdglicht die Wahrscheinlichkeitstheorie, die mit
statistischen Mitteln Aussagen Uber ein Ensemble von Teilchen treffen kann. Die

Diffusion von Teilchen z.B. kann so verstanden werden.

2.2.3.1 Diffusion

Diffusion ist die thermisch getriebene Eigenbewegung beweglicher Teilchen in einem
Medium. Diese thermische Energie resultiert aus der ungerichteten kinetischen

Energie E,, vieler Teilchen, die miteinander standig Stol3e vollziehen. Die kinetische

kin

Energie ergibt sich dabei direkt aus der Temperatur des jeweiligen Teilchens [24]:

E. :ngT | (2.28)

Andererseits gilt fur die kinetische Energie weiterhin der Zusammenhang [24]

mv (2.29)

wobei m fur die Masse steht. Fihrt man diese beiden Formeln zusammen, so erhalt

man einen Ausdruck fur die ungerichtete thermische Geschwindigkeit Vi eines

Teilchens in Abhangigkeit von seiner Masse und seiner Temperatur:

-

Ve 3kgT

2= . (2.30)
m
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Es ist aber keine Aussage Uber die Bewegungsrichtung eines einzelnen Teilchens
moglich. Lediglich Gber ein ausreichend grofles Ensemble gleicher Teilchen und bei

keiner weiteren aufleren Einwirkung, kann die Aussage getroffen werden, dass sich

der Uber alle i Teilchen gemittelte (< >) Schwerpunkt <;<.(t)> mit Fortschreiten der Zeit

dt nicht andert. Dabei ist ;(i(t) die 3-dimensionale Raumkoordinate eines jeden
Teilchens zur Zeit t. An Gleichung (2.30) erkennt man leicht, dass die thermische
Geschwindigkeit nur fir sehr leichte und somit kleine Teilchen von Bedeutung ist.

Diese thermische Bewegung fuhrt zu einer volligen Gleichverteilung (siehe Abbildung

13) in einem zuvor geordneten System.

Abbildung 13: Veranschaulichung der Gleichverteilung unterschiedlicher Partikel:
unterschiedliche Partikel werden durch eine Wand getrennt (oben), nachdem die Wand entfernt
wurde beginnen die unterschiedlichen Teilchen sich miteinander zu vermischen (mitte) und
nach theoretisch unendlich langer Zeit ist das Teilchengemisch vollkommen homogen in
seiner Verteilung (unten) [44]

Dieser Prozess der Gleichverteilung wird als Diffusion bezeichnet und kann mit der

Diffusionskonstante D fur ein Klgelchen wie folgt beschrieben werden:

D= KeT .
677R

(2.31)

Der Nenner aus Gleichung (2.31) ergibt sich dabei wiederum aus der viskosen
Reibung der Teilchen (siehe Gleichung (2.19)). Ein Kigelchen mit 100 nm

Durchmesser hat bei Raumtemperatur beispielsweise einen Diffusionskoeffizienten
von D =2 pum?/s [45]. Mit Hilfe dieser Konstanten lasst sich dann der in der Zeit dt

zuruckgelegte Weg eines Teilchens statistisch abschatzen. In 1-dimensionaler Form

berechnet sich dieser zu:

x(t +dt)-x(t)=~/2D-dt . (2.32)
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2.2.3.2 Kramers Rate

Der Begriff Kramers Rate stammt aus der Reaktionsratentheorie und beschreibt die
Wahrscheinlichkeit eines in einer Potentialmulde gefangenen Teilchens aufgrund
seiner thermischen Energie zu entkommen. Als einfachen Ansatz fir solch eine
Potentialmulde nahert man ein stickweise harmonisches Potential an (siehe
Abbildung 14).

\4

X

Abbildung 14: Veranschaulichung eines statistischen Entkommens aus einer Potentialmulde

Dabei entkommt das Teilchen aus der Mulde, wenn es durch thermische Anregung

die Potentialbarriere W, Uberwindet [46—49]. Die Rate fur das Entkommen kann

mittels der Kramers Rate:

Kiramer € exp[— I\<N?I'j (2.33)
B

beschrieben werden. Die Aufenthaltszeit in der Potentialmulde ist dabei invers

proportional zur Kramers Rate.

2.3 Elektrochemie des Wassers

Wasser besitzt viele Eigenschaften, die zum Verstandnis von diversen Vorgangen in
wassriger Losung naher betrachtet werden missen. Ein Wassermolekul besteht aus
einem Sauerstoff- und zwei kovalent gebundenen Wasserstoffatomen (siehe
Abbildung 15).
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Abbildung 15: schematische Darstellung eines Wassermolekils [50]

Das Sauerstoffatom bindet dabei die mit den Wasserstoffatomen gemeinsamen
Bindungselektronenpaare starker an sich, weshalb es partiell negativ geladen ist. Die
Wasserstoffatome sind entsprechend partiell positiv geladen. Wegen dieser partiellen
Ladungen bilden die Molekule unter einander SO genannte
Wasserstoffbrickenbindungen aus, die in Abbildung 16 durch gepunktete Linien

symbolisiert sind.

Abbildung 16: Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Wassermolekiilen [50]

Diese Wasserstoffbriickenbindungen liegen zwischen allen Molekilen eines
Wasservolumens vor, weshalb diese ein Netzwerk ausbilden.

Als Ampholyt kann das Wassermolekul sowohl ein Wasserstoffion aufnehmen als
auch abgeben. Dabei entsteht entweder ein positiv geladenes Hydronium- oder ein
negativ geladenes Hydroxidion. Beide lonen kdnnen gleichzeitig bei der Reaktion

zweier Wassermolekile miteinander gebildet werden (siehe Abbildung 17).

2+9

LT B
2+ 0
OH H,0'

Abbildung 17: Autoprotolysereaktion des Wassers
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Dieser Prozess heil3t Autoprotolysereaktion des Wassers. In reinem Wasser findet
diese Reaktion standig in beide Richtungen statt und unterliegt dabei einem
gewissen Gleichgewicht. Mit Hilfe des Massenwirkungsgesetzes kann dieses uber

die beiden Einzelreaktionsgeschwindigkeiten v,,, und v, beschrieben werden [51]:

riick

Uhin = K (T) [H 20]2’ (2.34)

UrUck = krUck (T)[H30+][OH_] (235)

Dabei stehen die eckigen Klammern fur die Konzentration in mol/l des jeweiligen

Stoffes, k,;,(T) und k., (T) sind die temperaturabhéngigen Reaktionsraten. Ein mol

sind dabei N, Teilchen eines Stoffes. Im Gleichgewichtszustand sind beide

Reaktionsgeschwindigkeiten gleich und die Gleichgewichtskonstante betragt bei
25° C [51]:

kyn _ [H:0"|:[oH ]

3,08025 1071, 2.36
ko  [H.OF (2.30)

K=

Dieser geringe Wert zeigt, dass die Konzentration der lonen deutlich geringer ist als
die der Wassermolekule. Stellt man Gleichung (2.36) nach dem Produkt der

lonenkonzentrationen um, so erhalt man das lonenprodukt k, — des Wassers, das
2

im Gleichgewicht stets konstant ist [51]:

k, =x-[H,0F. (2.37)

2.4 Fluoreszenz

Als Methode Nanoobjekte in Echtzeit zu detektieren, hat sich die optische
Fluoreszenzmikroskopie bewahrt. Dabei konnen mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen
auch Objekte unter dem optischen Auflosungslimit detektiert werden.

Elektronen dieser Farbstoffe werden durch Absorption von Licht bestimmter

Wellenldngen A vom Grundzustand S, in ein hdheres Energieniveau S,,, angeregt

0+i

(siehe Abbildung 18, links).
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Abbildung 18: Jablonski-Diagramm zur Erlduterung der Fluoreszenz [52]

Nach der Anregung erfolgt ein Energieverlust bedingt durch eine strahlungslose
Schwingungsrelaxation und einer eventuellen internen Umwandlung. Danach
befindet sich das angeregte Elektron des Farbstoffes in dem niedrigsten
Schwingungszustand des angeregten S,- Niveaus. Nach ca. 10°s kommt es
anschlielfend zur Relaxation in den Grundzustand, wobei das Fluoreszenzlicht
abgegeben wird. Dieses hat meist eine groRere Wellenlange als das anregende Licht

(4 £4;), wie man an Abbildung 18 und dem Zusammenhang zwischen Wellenlange

und zugehdriger Energie

(2.38)

erkennen kann. Hier steht h, fur das Planck’sche Wirkungsquantum und c fur die

Lichtgeschwindigkeit. Die durch den Energieverlust bedingte VergroRerung der
Wellenlange wird als Stokes Verschiebung [24, 53, 54] bezeichnet (siehe Abbildung
19).
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Abbildung 19: Veranschaulichung der Stokes Verschiebung [55]

Bei Fluorophoren sind konkurrierende Prozesse, wie Intersystem Crossing oder
interne und externe strahlungslose Umwandlung (siehe Abbildung 18, rechts), sehr

unwahrscheinlich, weshalb eine sehr hohe Fluoreszenzausbeute maoglich ist.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Verwendete Materialien

Zur Ubersicht samtlicher verwendeter Chemikalien und Gerate in dieser Arbeit sind

diese in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: verwendete Materialien und deren Hersteller

Materialbezeichnung

Hersteller, Stammsitz

Siliziumwafer, 100 mm

CrysTec, Deutschland

konz. Schwefelsaure p.A. H,SO,

Merck, Deutschland

Wasserstoffperoxid p.A. H,0,

Merck, Deutschland

MilliQ-Wasser Millipore, USA (Anlagenlieferant)
SU-8(50) Negativphotolack Microresist, USA

GBL Thinner MicroChem, USA

Entwickler MR-DEV 600 Microresist, USA

Aceton p.A. Riedel de Haan, Deutschland
Isopropanol p.A. Merck, Deutschland

Ethanol p.A. Merck, Deutschland

Tesafilm Beiersdorf AG, Deutschland

Tridecafluor-1,1,2,2-tetra-hydrooctyltrichlorsilan
(TDTS)

Merck, Deutschland

Vinylmethylsiloxan-dimethylsiloxan trimethylsiloxy
terminiertes Kopolymer

ABCR GmbH & Co KG, Deutschland

Platin-divinyltetramethylsiloxan Komplex

ABCR GmbH & Co KG, Deutschland

2,4,6,8-Tetramethyl-2,4,6,8-
tetravinylcyclotetrasiloxan (TMTVS)

Sigma-Aldrich, Deutschland

(25-35% Methylhydrosiloxane)-dimethylsiloxane
Kopolymer (h-PDMS Linker)

ABCR GmbH & Co KG, Deutschland

Polydimethylsiloxan (PDMS) Sylgard 184

Dow Corning GmbH, Deutschland

Silicone Elastomer Curing Agent (PDMS-Linker)

Dow Corning GmbH, Deutschland

Deckglaser, 24mm x 60 mm

Menzel-Glaser, Deutschland

Stickstoff, reinst

Linde, Deutschland

Sauerstoff, reinst

Linde, Deutschland

N-Dodecyl B-D-Maltosid (DDM)

Sigma-Aldrich, Deutschland

Methyl Cellulose (MC)

Sigma-Aldrich, Deutschland

FluoSpheres carboxylatemodified microspheres,
0.02 pm, red fluorescent (580/605) (0.024 um)

Invitrogen, USA

FluoSpheres carboxylatemodified microspheres,
0.1 ym, red fluorescent (580/605)

Invitrogen, USA

FluoSpheres carboxylatemodified microspheres,
0.04 um, yellow-green fluorescent (505/515) (0.036

pm)

Invitrogen, USA

FluoSpheres carboxylatemodified microspheres,
0.5 um, yellow-green fluorescent (505/515)

Invitrogen, USA

Platindraht, d = 0,4 mm, reinst

VWR, Deutschland

Epoxy Kleber 5 min.

Toolcraft, Deutschland

Streptavidin Alexa Fluor 532 conjugate (from S.
Avidinii)

Invitrogen, USA
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R-Phycoerythrin (from Gracilaria chilensis)

Invitrogen, USA

Rinderserumalbumin (BSA)

Invitrogen, USA

Gerédtebezeichnung

Zentrifuge Delta 10

Ble-Labratory Equipment GmbH, Deutschland

Spincoater ST147

Convac, Deutschland

manuelle Heizplatte HAT-303D

ATV-Technologie Miinchen, Deutschland

programmierbare Heizplatte PR 5 SR

Detlef Gestigkeit, Deutschland

4"~ Chrom-Photomaske

Delta Mask, Niederlande

Maskaligner MJB3

Siss MicroTec, Deutschland

DekTak-Profilometer 3030 ST

Stanford Nanofabrication Facility Equipment,
USA

Ultraschallbad T490DA

Elma, Deutschland

Sauerstoff-Plasmaanlage

Eigenfabrikat, siehe [56]

Plexiglas(PMMA)-Halter

Eigenfabrikat, siehe Abbildung 26

Silikonschlauch d = 3mm

Festo, Deutschland

Proportionaldruckminderer Airfit Tecno PRE-U

Hoerbiger, Deutschland

Digitalventile MHA2-MS1H3/2GK-2-K-196121

Festo, Deutschland

invertiertes Mikroskop Axiovert 200

Zeiss, Deutschland

100x Olimmersionsobjektiv PLAN Neofluar, NA 1.3

Zeiss, Deutschland

xy-Stage 3995008

Ludl Electronic Products, USA

CCD-Kamera Imager 3LS

LaVision GmbH, Deutschland

SensiCam PCI interface board

PCO, Deutschland

Davis 6.2 Software

LaVision GmbH, Deutschland

Funktionsgenerator DS 345

Stanford Research Systems, USA

Hochspannungsverstarker AMS-1B30

Matsusada Precision, Japan

Quecksilberdampflampe HBO50

Zeiss, Deutschland

FluoreszenZfiltersatz 10 (BP 450-490, BP 515-565
und FT-510) - gruner Filter

Zeiss, Deutschland

FluoreszenZfiltersatz 53 (BP 514/10, BP 575/50
und FT 540) - Streptavidin

Zeiss, Deutschland

FluoreszenZfiltersatz 20 (BP 546/12, BP 575-640
und FT 560) - roter Filter

Zeiss, Deutschland

3.2 Multi-Schicht (3D) lithographische Waferherstellung

Im folgendem sind samtliche Teilschritte chronologisch geordnet.

1. SU-8(50) Photolackverdinnung

Das Braunglas wird grundlich mit

Wasserstoffperoxid =

Volumina an SU-8(50) Lack (69% Feststoffanteil) und Verdunner werden fur einen
Lack mit 13%, 18% und 52% Feststoffanteil in jeweils ein Braunglas gegeben und

gut verrihrt. Die berechneten Volumina fir die Verdinnungen sind in Tabelle 2

angegeben.
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Tabelle 2: Volumina an SU-8(50) und Verdinner fir die jeweiligen Feststoffanteile

Feststoffanteil [%]

SU-8(50) [ml]

Verdinner [ml]

13 100,0 18,8
18 100,0 26,1
52 100,0 75,4

2. Reinigung des Wafers

Der Wafer wird fur 5 Minuten (min) in Caro’sche Saure in eine Kristallisationsschale
gelegt, anschlieend mit einer Pinzette entnommen und mit MilliQ-Wasser grundlich
abgespult. Danach wird er erneut fir 5 min in eine Kristallisationsschale mit frisch
angesetzter Caro’scher Saure gelegt. Die Saure wird abgegossen und der Wafer in
der Kristallisationsschale fur 5 min grandlich mit MilliQ-Wasser aus einem
Brausenkopf von Rulckstanden befreit. Mit dem Spincoater wird der Wafer trocken
geschleudert (30 Sekunden (s) bei 3000 U/min) und anschlielend flir 20 min bei

200° C auf der manuellen Heizplatte ausgeheizt.

3. Aufbringung der diinnen Lackschicht (siehe Abbildung 20).

Der gereinigte Wafer wird im Spincoater platziert und der Photolack (13% bzw. 18%
Feststoffanteil) mittig aufgegossen. AnschlieRend wird er fur 5 s bei 500 U/min und
danach fur 30 s bei 1000 U/min gespincoated und anschlie3end fir 1 min bei 95° C
auf der manuellen Heizplatte gebacken (Softbake, SB). Danach wird der Wafer im
Maskaligner unter der ersten Photomaske fur 2 s belichtet und bei 95° C fur 1 min
erneut auf die Heizplatte gelegt (Post Exposure Bake, PEB). Der Wafer wird flr 1 min
in eine Kristallisationsschale mit Entwickler gegeben und anschlieRend vorsichtig
zuerst mit Aceton und danach mit Isopropanol abgespilt und mit Stickstoff trocken

gepustet.

Abbildung 20: Wafer mit erster dinner Lackschicht

28



Materialien und Methoden

4. Schichtdickenbestimmung

Die Schichtdicken der so entstandenen Lackschichten sind in Abhangigkeit von
Feststoffanteil und Umdrehungszahl beim Spincoaten in Tabelle 3 erfasst. Alle

Schichten wurden dabei fur eine Dauer von 30 s gespincoatet.

Tabelle 3: SU-8-Schichtdicken in Abhéngigkeit von Feststoffanteil und Umdrehungszahl

Feststoffanteil [%] | Umdrehungszahl [U/min] | Schichtdicke [nm]
13 3000 70+ 10
13 500 480 + 15
18 3000 260 £ 15
18 1000 525+ 15

Samtliche Schichtdicken wurden mit dem DekTak Profilometer bestimmt (siehe
Abbildung 21).
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Abbildung 21: 70 nm SU-8-Schicht

Die restlichen Aufnahmen sind im Appendix zu finden (siehe 6.1).

5. Aufbringung der dickeren Lackschicht (siehe Abbildung 22).

Dazu werden als erstes die Positionierungskreuze auf dem Wafer mit Tesafilm
abgeklebt. Dann wird der Wafer wiederum im Spincoater ausgerichtet und der SU-8
Lack mit 52% Feststoffanteil mittig aufgegossen. Zu erst wird dieser fur 5 s bei 500
U/min, danach 30 s bei 3000 U/min gespincoatet. Der SB erfolgt auf der
programmierbaren Heizplatte fir 1 min bei 65° C und danach fir 3 min bei 95° C. Der

Tesafilm wird anschlielend entfernt und der Wafer entsprechend der
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Positionierungskreuze unter der zweiten Photomaske im Maskaligner fur ca. 8 s
belichtet. Der PEB ist analog zum vorherigen SB. Dann folgen wiederum das
Entwicklerbad und die Reinigung mit Aceton und Isopropanol. Mit dem Profilometer

kann jetzt eine Schichtdicke von 6 um gemessen werden.

Abbildung 22: Wafer mit zweiter Lackschicht, die die Aussparung fir die Barriere enthalt

6. Vorbereitung auf PDMS-Abformung

Der Wafer wird fir 20 min bei 200° C auf die manuelle Heizplatte gelegt (Hardbake,
HB) und anschlieBend langsam auf Raumtemperatur abgekuhlt. AnschlieRend wird
er silanisiert. Der Wafer wird zusammen mit TDTS auf einem Urglas in einen
Exsikkator fir 30 min evakuiert und noch einmal fur 30 min bei abgestellter Pumpe
im Vakuum gelassen. Zuletzt wird der Exsikkator bellftet und der Masterwafer ist

bereit fur die Abformung.

3.3 Chipherstellung

Auch hier sind samtliche Teilschritte chronologisch geordnet.

1. Beschichtung der Deckglaschen

Dafur werden die Deckglaser im Ultraschallbad nacheinander in Aceton, Ethanol und
MilliQ-Wasser fur je 30 s gereinigt. Im Spincoater werden sie mit 1 ml fertig
angemischtem Sylgard 184 PDMS (Polymer : Linker = 10:1) (im folgenden nur PDMS

30



Materialien und Methoden

genannt) bei 1000 U/min far 30 s gespincoatet und anschlielfend fir 30 min bei

65° C auf der manuellen Heizplatte gebacken.

2. Abguss des Wafers

Auf einer Feinwaage werden mit einer Einwegspritze (2 ml) 3,4 g Kopolymer fur das
h-PDMS in eine Petrischale (5,5 cm) gegeben. Danach wird mit einer Einwegspritze
(1 ml) ein Tropfen TMTVS hinzugegeben, 18 ul Platin-Komplex hinzupipettiert [57]
und alles miteinander vermischt. In einer zweiten Petrischale (9 cm) werden 7 g
Sylgard 184 Polymer zusammen mit 0,7 g Linker abgewogen, ebenfalls gut vermischt
und anschlieRend im Exsikkator fur 15 min evakuiert. Dann wird der Masterwafer im
Spincoater platziert, zu der h-PDMS Mischung wird mit einer Einwegspritze (1 ml) 1
ml h-PDMS Linker gegeben, zlgig verrihrt und mittig auf den Wafer gegossen.
Dieser wird nun fir 5 s bei 500 U/min. und danach fur 30 s bei 1000 U/min.
gespincoatet. AnschlieRend wird er bei 65° C fur 1 min auf die manuelle Heizplatte
gelegt, das PDMS daruber gegossen und fur weitere 30 min auf der Heizplatte

gebacken.

3. Vorbereitung des PDMS-Chips auf den Zusammenbau

Von dem noch warmen Masterwafer wird vorsichtig die h-PDMS/PDMS-
Doppelschicht unter kleinem Winkel abgelost und zur Aufbewahrung, mit den
Strukturen nach unten, in eine Petrischale gelegt. Nun werden die Kanalstrukturen
mit einem Skalpell ausgeschnitten (siehe Abbildung 23) und mit dem Stanzaufbau
(siehe Abbildung 24) die Reservoire gestanzt. Nach einer Reinigung im
Ultraschallbad, analog zu den Deckglasern unter 1., werden die Chips mit der
Struktur nach oben auf einen Aluminiumteller gelegt. Die mit PDMS beschichteten
Deckglaser werden genauso gereinigt und mit der PDMS-Seite nach oben auf den

Teller gelegt.
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PDMS

} h-PDMS

%

Injektionskanal- Barriere Spalt
breite (10 uym)

Hauptkanal

Abbildung 23: Skizze der Kanalstruktur mit Benennung der einzelnen Strukturbestandteile

Abbildung 24: Stanzaufbau (links) mit Stanzmaske (rechts)

Die Funktionsweise des Stanzaufbaus wird in einer Skizze in Abbildung 25

verdeutlicht.
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austauschbare Stanzmaske

beweglicher Stanzkopf

Abbildung 25: Skizze zur Veranschaulichung des Stanzapparaturprinzips

4. Zusammenbau des PDMS-Chips.

Der Aluminiumteller mit den gereinigten Chipbestandteilen wird in die Plasmaanlage
gelegt und diese bis zu einem Druck von 10~ mbar evakuiert. Dann wird Sauerstoff
bis zu einem Druck von 10 mbar eingelassen und die Teslaspule fiir 20 s geziindet
(50 kV bei 500 kHz und einem Elektrodenabstand von 6,15 cm). Danach werden
Sauerstoffzufuhr und Vakuumpumpe abgestellt und die Anlage mit Stickstoff belUftet.
Die Chips werden nun zugig mit der Kanalstruktur nach unten auf die Deckglaser
gelegt um innerhalb von 20 min eine kovalente Verbindung zwischen den beiden

Schichten auszubilden.

5. Kanalbeschichtung (dynamisches Coating)

Hierfur werden in 10 ml MilliQ-Wasser 25 yl DDM und 3 mg MC gel6st. Dieses
dynamische Coating wird, 20 min nach dem Zusammenbau, in die gestanzten

Reservoire injiziert, bis der Chip fur die Messung gebraucht wird.

6. PMMA-Halterung

Die PDMS-Chips werden per Adhasion unter eine PMMA-Halterung (siehe Abbildung
26) geklebt. Diese ermoglicht groRere Reservoire und den Anschluss von
Druckschlauchen. Zusatzlich integrierte Platinelektroden an jedem Reservoir bieten

die Moglichkeit der elektronischen Kontaktierung.
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Abbildung 26: Skizze der PMMA-Halterung

3.4 Messablauf

1. Chip mit Probe préaparieren

Dafur wird das Coating aus den Reservoiren wieder entfernt. Danach wird die
PMMA-Halterung (siehe 3.3) entsprechend den Reservoiren auf den Chip aufgesetzt
und anschlieRend zuerst das Coating (siehe 3.3) in die Reservoire 1 und 3 (siehe
Abbildung 27) und zum Schluss die zu untersuchende Probe, ebenfalls in Coating

geldst, in Reservoir 2 pipettiert.

5,3 mm
< _ >
5m Barriere _giaukreuz .
Reservoir - ?" \Reservoir
1 104@_1 £ c
(o] 1
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(e}
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Reservoir

2

Abbildung 27: Skizze in Aufsicht zur Veranschaulichung der Reservoire im Chip

Der Chip besteht aus einem 200 pum breiten und 5,3 mm langen Hauptkanal
zwischen Reservoir 1 und 3. An diesen fuhrt in ca. 1,5 mm Entfernung zu Reservoir 1
ein 10 ym breiter und ca. 1,6 mm langer Injektionskanal von Reservoir 2. Das

gesamte Kanalsystem hat eine Hohe von 6 pm, lediglich die blau dargestellten
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Bereiche der Barriere (siehe Abbildung 27) und des Staukreuzes haben eine

Spalthdéhe von ca. 520 nm.

2. Einsetzen der PMMA-Halterung in den Versuchsaufbau (siehe Abbildung 28)

Nachdem die PMMA-Halterung (siehe 3.3) eingespannt und samtliche
Versorgungsleitungen angebracht sind, kann die Messung erfolgen. Dabei werden
Dricke im Bereich von 0 bis 0,3 mbar und Spannungen von +1 bis +50 V als
typischer Arbeitsbereich verwendet. Reservoir 1 und 2 sind geerdet, wahrend an
Reservoir 3 der Hochspannungsgenerator angeschlossen ist. Aullerdem sind an

Reservoir 1 und 2 Druckschlauche angebracht.

Abbildung 28: Versuchsaufbau mit Fluoreszenzmikroskop (links) und Messaufbau (rechts)

3.5 AFM-Abbildung von Polystyrenpartikeln

Die GroRRenbestimmung von Nanometerpartikeln aus Polystyren erfolgt nach der

Methode von H. Frey [58]. Die Deckglaschen werden gereinigt (siehe 3.3) und
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danach fir 2 min in der Plasmaanlage behandelt. AnschlieRend werden 40 pul einer
0,5 mg/ml konzentrierten BSA-L6sung fur 2 min aufgebracht und das Deckglaschen
mit Stickstoff trocken geblasen. Danach wird die auf 0,2 % Feststoffanteile verdinnte
Polystyrenpartikellosung dunn auf das Deckglaschen gegeben und nach 1 min
erneut trocken geblasen. Die so praparierte Deckglaschenoberflache kann
anschlielfend mit einem AFM abgebildet und das Hohenprofil der Partikel ermittelt

werden.

3.6 Fluoreszenzmikroskopie

In dem Fluoreszenzmikroskop wird das zu beobachtende Objekt durch das Objektiv

mit einer Quecksilberdampflampe beleuchtet (siehe Abbildung 29).

Detektor

/ Sperrfilter

——

Strahlteiler
—_—

Objektiv

Praparat

S

Lichtquelle
Anregungsfilter

Abbildung 29: Veranschaulichung des Prinzips eines Fluoreszenzmikroskops [59]

Dafur wird vorher mittels eines Anregungsfilters eine bestimmte Wellenlange aus
dem Anregungslicht herausgefiltert und an einem Strahlteiler zum Obijektiv reflektiert.
Nachdem das Praparat angeregt und das Fluoreszenzlicht emittiert wurde, wird
dieses mit dem Objektiv aufgefangen und erneut zum Strahlteiler geleitet. Da das
emittierte Licht aber energiearmer ist und somit eine groRere Wellenlange hat (siehe

2.4), kann es, bei passender Strahlteilerwahl, diesen ungehindert passieren. Nach
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dem Durchlaufen des Sperrfilters, welcher lediglich die zu erwartende
Fluoreszenzwellenlange transmittieren lasst, wird das vom Praparat emittierte Licht
entweder durch das Okular fokussiert und mit dem Auge betrachtet oder, bei sehr
lichtschwachen Objekten, mittels einer hochempfindlichen CCD-Kamera detektiert.
AnschlieBend kann die Auswertung mit der Software Davis 6.2 erfolgen. Durch
intensive Fluorophore lassen sich so auch Objekte weit unter der Auflésungsgrenze

eines Lichtmikroskops in Echtzeit detektieren.
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4 Messergebnisse und Diskussion

In diesem Kapitel sollen die Ergebnisse dargestellt und anschlieRend diskutiert
werden.

Das Ziel dieser Arbeit besteht in der Realisierung eines 3D-Mikrofluidikkanaldesigns
(siehe Abbildung 1). Damit sollen Proteine im kontinuierlichen Durchflussexperiment
durch elektrodenlose Dielektrophorese (siehe 2.2.2.4) beeinflusst werden.

Um solch ein Kanaldesign zu ermoglichen, muss zuerst ein Masterwafer mit der
entsprechenden dreidimensionalen Negativstruktur mittels Softlithographie (siehe

3.2) hergestellt werden (siehe 3.3).

4.1 3D-Masterwaferherstellung und Abformung

Die bendétigte 3-dimensionale Barriere im Mikrofluidikkanal wird durch einen
zweistufigen Lithographieprozess erzeugt (siehe 3.2).

Um Proteine mit wenigen Nanometern Durchmesser (siehe 2.1) ausreichend stark
dielektrophoretisch manipulieren zu kdénnen (siehe 2.2.2.4), muss das elektrische
Feld im Mikrofluidikkanal an der erzeugten Barriere (siehe Abbildung 23) stark genug
verformt werden (siehe Abbildung 11 b)). Dazu ist eine moglichst geringe (< 1 uym)
Spalthdhe (siehe Abbildung 23) nétig.

4.1.1 Erzeugung einer Barriere im Mikrofluidikkanal

Zur Realisierung solch geringer Spalthdhen muss zuerst eine moglichst dinne
Lackschicht erzeugt werden. Da der Lieferant des SU-8-Lackes jedoch nur minimale
Schichtdicken mit SU-8 von 1,5 um vorsieht [60], muss zuvor ein verdinnter Lack
hergestellt werden (siehe Tabelle 2). Wird z.B. versucht durch hohere Drehzahlen
beim Spincoating eine Schicht < 1 um mit dem dinnsten SU-8(2)-Lack zu erzeugen,

so fuhrt dies lediglich zum Reilen des Lacks wahrend des Spincoatings.

Die hergestellten SU-8-Verdiinnungen (siehe Tabelle 2) erwiesen sich als so dunn,

dass die auf den Wafer gespincoatete Schicht den Wafer nicht permanent
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gleichmalig benetzen kann, sondern sich von den Randern her zusammenzieht.
Dies kann verhindert werden, indem der Wafer mit dem SU-8-Lack nach dem
Spincoating sofort dem Softbake (siehe 3.2) unterzogen wird.

Die erhaltenen Strukturen mit Schichtdicken um 70 nm (siehe Abbildung 21) sind so
bisher einmalig in der Mikro- bzw. Nanofluidik. Bis zum Abgabetermin dieser Arbeit
konnte lediglich eine Veroffentlichung mit solch einer SU-8-Schichtdicke gefunden
werden [61]. Dort werden zwar SU-8-Schichtdicken von 70 nm erzeugt, aber nicht
strukturiert, sondern als unstrukturierte mechanische und thermische Dammschicht

verwendet.

Um die Barriere nach der Abformung zu erhalten, muss die zweite SU-8-Schicht mit
einer entsprechenden Aussparung Uber der ersten platziert werden (siehe Abbildung
22). Giel3t man jedoch den SU-8-Lack direkt auf den Wafer mit den fertigen dinnen
Strukturen, sind diese optisch nicht mehr erkennbar und eine Ausrichtung der
zweiten Maske ist mit dem Maskaligner nicht moglich.

Durch Abkleben der Positionierungskreuze mit Tesafilm kann das verhindert werden.
Erst dann wird die zweite SU-8-Schicht aufgebracht und mittels Softbake (SB) fixiert.
Wird der Tesafilm mit der daruber befindlichen SU-8-Schicht abgezogen sind die

Positionierungskreuze wieder sichtbar.

4.1.2 Abformung mit PDMS

Der Abguss dieser Strukturen (siehe Abbildung 22) mit handelstublichem PDMS
erzeugt keine stabilen Mikrofluidikkanale, da die Barriere wahrend des
Zusammenbaus mit dem beschichteten Deckglaschen fast immer dicht abschliel3t.
Unter einem optischen Mikroskop kann dies bei einer Spalthohe von 270 nm
beobachtet werden (siehe Abbildung 30).

>

Abbildung 30: Skizze des Verlaufs des Kanalverschlusses
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Idealerweise soll die Barriere wie in Abbildung 30 (links) aussehen. Aufgrund der
dinnen SU-8-Schicht entstehen am Rand der Barriere UnregelmaRigkeiten, die,
zusammen mit der Adhasion zwischen dem PDMS des Deckglaschens (oben) und
dem des Kanals (unten), zu einem Kontakt zwischen Barrierenoberseite und dem
Deckglaschen-PDMS flhren (siehe Abbildung 30 (mitte)). Wegen der Adhasion reicht
dieser anfangliche Kontakt aus, um diesen Kontakt weiter zur Barrierenmitte laufen
zu lassen (siehe Abbildung 30 (rechts)), bis schlieBlich die gesamte Barriere
verschlossen ist [62].

Die Elastizitat des PDMS ist fur solche Strukturen also zu grof3 und es muss ein
anderes Material gefunden werden.

Unter diesem Gesichtspunkt hat sich im Vergleich zu handelstublichem PDMS so
genanntes h-PDMS als viel versprechend erwiesen [63]. Mit Hilfe der Anleitung zur
Herstellung einer Doppelschicht aus beiden PDMS-Varianten [57] wurde eine
erneute Abformung der Strukturen versucht. Eine Abformung mit einer reinen
h-PDMS-Schicht ist dabei nicht mdglich, da diese zu pords ist. Auch in der
h-PDMS/PDMS-Doppelschicht neigt das h-PDMS zu Rissen, weshalb es im warmen
Zustand und unter kleinem Winkel zum Masterwafer (siehe 3.3) abgelost werden
muss (siehe Abbildung 32).

Erneut kollabierten die Kanalstrukturen unterhalb einer Spalthéhe von 500 nm wie in
Abbildung 30. Lediglich die Struktur mit 525 nm Spalthohe blieb stabil. Somit konnte
bei einer Kanalbreite von 200 um eine diagonal angeordnete frei schwebende
Barriere einen ca. 520 nm kleinen Spalt erzeugen, was ein Verhaltnis von Spaltlange
zu —breite von Uber 540:1 ergibt. Dies ist extrem hoch im Vergleich zu anderen
Gruppen. Mao hat z.B. in seiner Arbeit Uber den Vergleich von PDMS und h-PDMS in
Bezug auf die Erzeugung mdglichst grof3er Verhaltnisse lediglich einen Wert von
85:1 realisieren kdnnen [64]. Auch er konnte zeigen, dass handelsubliches PDMS im
Vergleich zu h-PDMS nur noch kleinere Verhaltnisse ermdoglicht (siehe Abbildung
31).
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h-PDMS
. ) Sylgard 184
Nanofluidic channels Aspect Ratio Before After
PDMS
filling filling
30 um wide, depth larger than _ _ _
~50 Survive Survive | Survive
600 nm *
30 um wide, 500 nm deep * ~60 Collapse Survive | Survive
30 um wide, 350 nm deep * ~85 Collapse | Survive | Collapse
3 um wide, 350 nm deep * ~8.5 Collapse | Survive | Survive
3 um wide, 225 nm deep * ~13 Collapse Survive | Collapse
3um wide, 225 nm deep” ~13 Collapse Survive | Survive
3 um wide, 110 nm deep ° ~27 Collapse Survive | Collapse
|

3 um wide, 100 nm deep ° i ~30 Collapse | Collapse | Collapse

? Flat channels; ° Alternative thin and thick channels. The given depth is the thickness of
thin channels. The depth of thick channels is 1.4um. © The aspect ratio is defined as the
ratio of the width to depth of the pattern.

Abbildung 31: Ergebnisse des Vergleichs von PDMS und h-PDMS [64]

Zwar konnte Mao geringere Kanalhdhen realisieren, dies jedoch nur Uber eine

weitaus geringere Lange.

Die unterschiedlichen Eigenschaften der h-PDMS/PDMS-Doppelschicht sind in
Abbildung 32, einer lichtmikroskopischen Aufnahme mit 20facher VergroRerung, zu

erkennen.

PDMS
h-PDMS

Abbildung 32: PDMS-Doppelschicht

Das h-PDMS befindet sich unter- und das handelsibliche PDMS oberhalb. In der
oberen Schicht erkennt man die gleichmafligen Schnittlinien des Skalpells, lediglich
im unteren Bereich ist eine stark gesplitterte Schicht zu erkennen. Dies zeigt, dass
das h-PDMS sproder als das handelsubliche PDMS ist. AuRerdem ist es fester [63].
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Obwohl der Spalt nicht kollabiert, erzeugt das Verkleben von h-PDMS-Kanal mit dem
PDMS des Deckglaschen (siehe 3.3) einen dichten Chip.

4.2 Experimentelle und theoretische Charakterisierung des
Mikrofluidiksystem

Nach erfolgtem Zusammenbau konnen die Reservoire (siehe Abbildung 27) befullt

werden.

Da Nanopartikel, insbesondere Proteine (siehe 2.1), stark zu einer Adsorption an die
Oberflache der Kanalwand neigen [56], soll dies durch das verwendete dynamische
Coating (siehe 3.3) verhindert werden. Alle verwendeten Analyten, Proteine und
Polystyrenpartikel werden darin verdunnt. Aullerdem reduziert das Coating
gleichzeitig den elektroosmotischen Fluss sehr stark [65]. Dies ermoglicht eine

Reduzierung der Beeinflussung des Partikelstroms aufgrund des EOF.

Um zu kontrollieren, welche Grofle der Spalt im Mikrofluidikkanal (siehe Abbildung
23) nach der Befillung mit dem Coating hat, wurden Durchflussexperimente mit
fluoreszierenden Partikeln verschiedener Gro3e (100 und 500 nm) gemacht. Diese
wurden elektrophoretisch angetrieben (siehe 2.2.2.3). Wahrend die 100 nm Partikel
den Spalt ohne Probleme passieren kdnnen, wird die Bewegung der 500 nm Partikel
an ihm deutlich verzogert.

Daraus lasst sich schlieRen, dass die Spalthohe in etwa dem Durchmesser der
500 nm Partikel entspricht. Dies stimmt sehr gut mit den Dimensionen des
Masterwafers (siehe Abbildung 22) Gberein. Trotz der Verzdgerung am Spalt kdnnen
die 500 nm Partikel diesen auf voller Kanalbreite passieren. Obwohl ein extrem
hohes Breite-zu-Hohe-Verhaltnis von 540:1 (siehe 4.1.1) vorliegt, scheint die Barriere

auf der gesamten Breite nicht durchzuhangen.

Da sowohl der elektrophoretische Antrieb als auch die zu erwartende DEP stark von
den elektrischen Feldstarken in den verschiedenen Abschnitten des
Mikrofluidikkanals abhangig sind (siehe Gleichung (2.16) und (2.24)), missen diese

abgeschatzt werden. Dazu wird das zugehorige Ersatzschaltbild berechnet. Daflr
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wird von der Kanalvariante in Abbildung 33 und einem Ublichen
Gleichspannungswert von 10 V (siehe 3.4) ausgegangen. Aullerdem muss beim
Ersatzschaltbild eine zweite Barriere am rechten Hauptkanalende berucksichtigt

werden, die von anderen Versuchen herrihrt.

5,3 mm
« >
] [g 2. Barriere :
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Abbildung 33: Kanaldesign fir Ersatzschaltbild

Das Ersatzschaltbild fur dieses Design ist folgendes:

R }{ ®r | 10V

Abbildung 34: Ersatzschaltbild des Kanals aus Abbildung 33

Dabei ist R, der Widerstand des 1,5 mm langen Hauptkanalabschnitts, R, der des
1,6 mm langen schmalen Injektionskanals, R, und R, die der beiden Spalte unter
den Barrieren und R, der Widerstand des verbleibenden langsten Kanalsticks. R,
und R; sind gleich gro3. Da die beiden Spalten diagonal im Kanal stehen, werden

sie zur Vereinfachung der Widerstandsberechnung auf senkrecht im Kanal stehende

projiziert. Somit vergrof3ert sich die urspringliche Barrierenbreite von 10 ym um den

Faktor /2, wahrend die Projektionslange der Kanalbreite entspricht.
Der Widerstand im Ersatzschaltbild wird dabei durch die Querschnittsflache b-h und

Lange | eines Kanalsegments abgeschatzt. Hierbei nimmt der Widerstand linear mit
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der Segmentlange zu und mit zunehmender Querschnittsflache ab, also ist der

Ersatzwiderstand:

I
R=—. 4.1
b-h 41
Da nur das Verhaltnis der einzelnen Widerstande wichtig ist, ist der spezifische
Widerstand irrelevant. Die Werte fur die verschiedenen Widerstande konnen

Tabelle 4 entnommen werden.

Tabelle 4: Werte der finf Widerstande

Nr. | [um] b-h [um? | RI1/um]
1 1500 1200 1,250
2 1600 60 26,667
3 14 100 0,140
4 3810 1200 3,175
5 14 100 0,140

Daraus ergibt sich der Gesamtwiderstand R, des Systems zu R, =4,649 pm™.

Somit kann man den Spannungsabfall U Uber jedes beliebige Kanalsegment
entsprechend den Kirchhoff'schen Regeln berechnen.
FUr ein Kanalsegment der Lange | = 300 um mit einer vertikalen Barriere lasst sich

so bei einer Gesamtspannung von U = 10 V ein Spannungsabfall von ca. U = 0,8 V

abschatzen. Mit diesem Wert kann mit Hilfe einer Comsol-Simulation (Version 3.5)
(siehe Abbildung 35) das elektrische Feld in einem 6 ym hohen Kanal an einer
Barriere mit 520 nm Spalthéhe simuliert werden. Der Einfachheit halber wird hier

lediglich die Seitenansicht auf die vergroRert dargestellte Barriere gezeigt.

Stromlinien: Elektrisches Feld
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Abbildung 35: durch eine Barriere deformierte Feldlinien in einem Mikrofluidikkanal
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Man erkennt sowohl Regionen niedrigerer Stromliniendichte an den unteren, als
auch Regionen hoherer Dichte an den oberen Enden der Barriere. Eine hohe
Stromliniendichte bedeutet dabei eine hohe Feldstarke und umgekehrt. Mit Hilfe des
Ersatzschaltbildes lasst sich das elektrische Feld im Spalt mit 21,5 kV/m abschatzen,

wahrend es im 6 um hohen Bereich ca. 1,9 kV/m betragt.

Ebenfalls mit Hilfe von Comsol kann nun der Gradient des quadrierten elektrischen
Feldes simuliert werden (siehe Abbildung 36), der fur die Berechnung der

dielektrophoretischen Kraft bendtigt wird (siehe Gleichung (2.24)).
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Abbildung 36: Simulation des negativen Gradienten des quadrierten elektrischen Feldes am
Spalt (oben) und einer vergréRerten Darstellung des Bereiches mit dem groRten Gradientenfeld
(unten)
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Man erkennt deutlich, dass lediglich an den oberen Barrierenecken ein
nennenswerter Gradient auftritt, welcher bewirkt, dass bei positiver DEP die Partikel
zur Kante hin gezogen und bei negativer (wie bei dem negativen Gradienten in
Abbildung 36 dargestellt) von der Kante abgestol3en werden (siehe 2.2.2.4).

Wird der Verlauf des elektrischen Feldes entlang der Barriere simuliert und senkrecht

von oben betrachtet, erhalt man folgendes Bild:

Abbildung 37: Verlauf der elektrischen Feldlinien im Bereich des Spaltes in Aufsicht

Man erkennt eindeutig, dass die Feldlinien kurz vor dem Spalt nicht orthogonal zum
Barrierenverlauf sind, somit existiert eine Feldkomponente parallel zum Spalt. Somit
kann eine elektrophoretische Ablenkung parallel zur Barriere erfolgen (siehe
Abbildung 38).

Reservoir 1 Coating . Reservoir 3
Flussrichtung

Reservoir 2

Abbildung 38: Ablenkung parallel zur Barriere bei Anliegen eines auf3eren elektrischen Feldes
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4.3 Kontinuierliche Trennung von 24 und 36 nm Partikeln

Zunachst werden fur die Experimente Nanopartikel verwendet, welche ungefahr im
Grolenbereich der Proteine (siehe 2.1) liegen, aber einfacher zu beschreiben und zu
charakterisieren sind (siehe 2.2.2.4). Es werden zwei verschiedene Grolien (24 und

36 nm Durchmesser) verwendet.

4.3.1 Partikeleigenschaften

Die Durchmesser der Polystyrenpartikel werden mit 24 und 36 nm von Invitrogen

angegeben. Dies wird mit AFM-Aufnahmen Uberprift (siehe 3.5).

24 nm Partikel

00pm02 04 0B 08 10 12 14 16 18

[T 60nm

=10 nm

Abbildung 39: AFM-Aufnahme der 24 nm Partikel

Man erkennt in Abbildung 39 mit bloBRem Auge sofort eine sehr unterschiedliche
Grolenverteilung. Die Auswertung der maximalen Hohen mit der Software Gwyddion
(Version 2.15) in einem Histogramm bestatigt den optischen Eindruck einer nicht
monodispersen Verteilung (siehe Abbildung 40). Der obere Schwellwert flr die
automatische Partikelhéhenerkennung in Gwyddion betragt 56,94 nm und der untere
3,42 nm.
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Abbildung 40: GroRenverteilung der 24 nm Partikel

Die 24 nm Partikel haben eine sehr breite und inhomogene GrolRenverteilung die
wahrscheinlich bimodal ist, mit einem Maximum bei 4 nm und einem bei 12 nm. Ein
bimodaler Fit mit dem Extremalwert bei 4 nm erwies sich als nicht konvergent. Um
dennoch eine statistische Erfassung zu erméglichen, werden die Datenpunkte ohne

den 4 nm-Wert mit einer Gaul3funktion angefittet. Das Maximum dieser Gauf3funktion
liegt bei 14,6 nm und hat eine Standardabweichung von o =7,2 nm. Die volle Breite
auf der Hohe des halben Maximums (FWHM) betragt 17,0 nm. Zusammen mit einem
Korrelationskoeffizienten von R* =0,78 wird klar, dass dieser Fit nur eine schlechte
Naherung ist.

Die Verteilung ist also sehr breit (14,6+7,2 nm), was den optischen Eindruck

bestatigt.

36 nm Partikel

Die 36 nm Partikel zeigen bei der Praparation fur die AFM-Abbildung (siehe 3.5) eine
starke Neigung zur Aggregatbildung (siehe Abbildung 41), was auch durch eine
Behandlung der Probenlosung zuvor in einem Ultraschallbad nicht verhindert werden

konnte.
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Abbildung 41: AFM-Aufnahme der 36 nm Partikel

Deshalb kann kein Histogramm der Hohenverteilung angegeben werden.
Stattdessen werden aus funf verschiedenen Aufnahmen (siehe 6.2) die maximalen
Hohen von 30 einzeln liegenden Partikel per Hand ermittelt (siehe Tabelle 7) und
anschliellend in ein Histogramm mit der Intervallbreite 4 nm eingetragen (siehe
Abbildung 42).

Anzahl []

15 20 25 30 35 40 45 50 55
z [nm]

Abbildung 42: GroRenverteilung der 36 nm Partikel
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Trotz der geringeren Anzahl an Datenpunkten ist im Gegensatz zu den 24 nm
Partikeln eine deutlich engere GroRenverteilung mit einem deutlichen Peak bei
40 nm erkennbar. Der Gaul¥fit ergibt hier ein Maximum bei 38,7 nm mit einer
Standardabweichung von o =5,31 nm und einer Breite von 12,5 nm auf der HOhe

des halben Maximus.

Um zu untersuchen, ob die 36 nm Partikel bei 1000fach starkerer Verdlinnung bei
den Trennexperimenten in den Mikrofluidikkandlen zu einer ahnlich starken
Aggregatbildung neigen, werden spater Fluoreszenzaufnahmen ausgewertet (siehe
4.3.2).

Um die Nanopartikel in einem Gemisch von einander unterscheiden zu koénnen,
werden verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe und -filter verwendet. Die
entsprechenden Transmissionsspektren konnen den Herstellerangaben entnommen
werden.

Die beiden Polystyrenpartikelsorten sind jeweils nur in einem Filter gut sichtbar, die

24 nm Partikel im roten Filtersatz und die 36 nm Partikel im griinen.

4.3.2 Manipulation von Nanopartikeln

Zuerst werden die beiden Partikelsorten einzeln auf ihr Verhalten in dem
Mikrofluidikkanal getestet. Dazu werden die Reservoire entsprechend befillt (siehe

3.4) und anschlieliend hydrodynamisch angetrieben.

Um die zu erwartende Ablenkung der Partikel an der Barriere (siehe Abbildung 38)
optimal beobachten zu kénnen, ist eine moglichst schmalbandige Injektion an der
unteren Kanalwand vor der Barriere von Vorteil, um spater ein gute raumliche
Auftrennung ermoglichen zu konnen. Das Injektionsverhalten beider Partikelsorten ist
dabei in Abbildung 43 zu erkennen.
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Kanalbreite

Kanalbreite

Injektions-

Injektions-
breite

breite

Injektion

Abbildung 43: Injektionsverhalten der 24 nm (links) und der 36 nm Partikel (rechts)
(links: 0,15 mbar an Reservoir 1 und 0,23 mbar an Reservoir 2;
rechts: 0,26 mbar an Reservoir 1 und 0,45 mbar an Reservoir 2)

In Abbildung 43 (links) erkennt man rechts des Spaltes einen schmalen Streifen der
24 nm Partikel an der unteren Kanalwand. Die 36 nm Partikel neigen zu einer starken
Adhasion an den Kanalwanden, weshalb bereits Fluoreszenzsignal auf der gesamten
Kanalbreite zu erkennen ist. Beim hydrodynamischen Beflllen des Kanals verteilen
sich die 36 nm Partikel anfangs Uber die gesamte Kanalbreite, ehe der Fluss
entsprechend justiert werden kann. Deshalb sind die 36 nm Partikel hinter der

Barriere nicht so deutlich zu erkennen wie die 24 nm Partikel.

Das Ziel einer schmalbandigen Injektion der Partikel in den Hauptkanal ist, wie in
Abbildung 43 zu erkennen, erreicht. Die Partikel kdnnen auf weniger als einem

Viertel der Kanalbreite (< 50 um) dem Spalt zu- bzw. vom Spalt abgeflihrt werden.

Als Indiz, ob die Partikel im Kanal aggregiert sind, insbesondere die 36 nm Partikel,
kann die Fluoreszenzintensitat einzelner Leuchtpunkte in derselben Fokusebene
dienen. Da diese alle annahernd gleich hell sind (siehe Abbildung 43 (rechts)), kann
man von einem nicht aggregierten Zustand der Partikel ausgehen. Im Falle einer
Partikelaggregation waren deutliche Intensitatsunterschiede zu erwarten.

Obwohl die 36 nm Partikel bei der AFM-Aufnahme (siehe Abbildung 41) stark
aggregiert vorliegen, kann somit eine Aggregation bei mindestens 1000fach starkerer
Verdunnung (siehe Abbildung 43) in den Mikrofluidikversuchen weitestgehend

ausgeschlossen werden.
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Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Partikel einzeln und schmalbandig in den
Hauptkanal injiziert werden konnen, wird ein Potential an Reservoir 3, welches eine
Gleichspannung hervorruft, und gleichzeitig ein Druck von 0,15 mbar an Reservoir 1
und 0,24 mbar an Reservoir 2 (siehe Abbildung 27) angelegt. Die Auswirkung auf die
24 nm Partikel am Spalt (siehe Abbildung 23) sind in Abbildung 44 zu erkennen.

Abbildung 44: Ablenkung der 24 nm Partikel bei 5V (links), 20 V (mitte) und 40 V (rechts)
angelegter Gleichspannung an Reservoir 3 (siehe Abbildung 27), an Reservoir 1 liegen
0,15 mbar an und 0,23 mbar an Reservoir 2

Man erkennt, dass die Partikel bei einer Gleichspannung von 5V den Spalt an der
unteren Kanalwand passieren konnen, wahrend nur wenige parallel zur Barriere
abgelenkt werden. Dieser Unterschied ist dabei auf die stark schwankende
GrolRenverteilung  zurtckzufuhren  (siehe  Abbildung 40). Aufgrund der
grolRenabhangigen dielektrophoretischen Kraft (siehe Gleichung (2.26)) ist
anzunehmen, dass die kleineren 24 nm Partikel den Spalt unbeeinflusst passieren
konnen, wahrend die verhaltnismalig wenigen groReren bereits an der Barriere
abgelenkt werden. Wird die Gleichspannung erhoht, werden die Partikel zunehmend
vor der Barriere aufkonzentriert, dies lasst auf negative DEP schlieRen. Wahrend
dieses Aufkonzentrierens bewirkt die zur Barriere tangentiale Komponente des
elektrischen Feldes (siehe Abbildung 37) die Ablenkung parallel zu dieser (siehe
Abbildung 38). Bei hoheren Spannungen werden zunehmend immer kleinere der
24 nm Partikel zusatzlich mit abgelenkt und die helle Bande parallel zum unteren
Kanalrand wird entsprechend kleiner (siehe Abbildung 44). SchlieBlich erkennt man
bei 40 V Gleichspannung die Ablenkung aller Partikel entlang der Barriere. Das
zugehorige Potentialbild ist in Abbildung 46 skizziert.
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Werden die Partikel ohne hydrodynamischen Antrieb vor der Barriere abgelenkt,
kann es vereinzelt passieren, dass sie direkt hinter der Barriere wieder in die

entgegen gesetzte Richtung zurtick abgelenkt werden (siehe Abbildung 45).

Partikelbahn

q

Abbildung 45: Veranschaulichung des Zurucklaufens des Analyten hinter der Barriere

Dieser Effekt konnte mittels einer Abstimmung des Druckes und des elektrischen

Feldes minimiert werden.

>

oV Teilchenbahn im
Kanal

40V

40V

Abbildung 46: Potentialverlauf entlang der Teilchenbahn bei negativer DEP
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An der linken Potentialbarriere werden die Partikel durch negative DEP aufgehalten
(siehe 2.2.2.4). Solange sie diese nicht passieren kdnnen (sieh 2.2.3.2), werden sie
parallel zur Barriere abgelenkt (siehe Abbildung 38). Je hoher die Gleichspannung,
desto hoher ist die Potentialbarriere fur die Partikel (siehe 2.2.2.4) und je langer
verbleiben die Partikel in der Potentialmulde (siehe 2.2.3.2). Dadurch bleibt mehr Zeit
fir eine zur Barriere parallele Ablenkung. Aufgrund einer ca. 12mal hdéheren
elektrischen Feldstarke im Spaltbereich (siehe 4.2) besitzen die Partikel eine
entsprechend hohere potentielle Energie (siehe Gleichung (2.23)) als vor der ersten
Potentialbarriere. Entsprechend der Kramers Rate (siehe 2.2.3.2) kann das
Entkommen aus der linken Potentialmulde als statistischer Prozess beschrieben
werden, wahrend die rechte Potentialmulde nicht tief genug ist und die thermische

Energie ein erneutes Aufstauen verhindert.

Fur die 36 nm Partikel ist ein ahnliches Verhalten zu beobachten.

Abbildung 47: Vergleich der 36 nm Partikel bei 0 V (links) und 30 V (rechts) angelegter
Gleichspannung an Reservoir 3, 0,26 mbar an Reservoir 1 und 0,45 mbar an Reservoir 2

Vernachlassigt man die an der Kanaloberflache haftenden Partikel, so erkennt man
bei 30 V Gleichspannung in Abbildung 47 (rechts), dass die Partikel im Vergleich zu
0 V (links) deutlich vor der Barriere aufkonzentriert und abgelenkt werden. Somit
zeigen die 36 nm Partikel ebenfalls negative DEP (siehe 2.2.2.4). Auch die 36 nm

Partikel werden mit steigender Gleichspannung starker abgelenkt.

Mit Hilfe der Gleichung (2.26) Iasst sich die maximal absto3ende dielektrophoretische

Kraft auf ein polarisierbares Polystyrenkigelchen (¢, ~2,5) mit 36 nm Durchmesser
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in Wasser (&, =80,0) an der oberen Barrierenkante (siehe Abbildung 36) bei einem

maximalen Gradienten des quadrierten elektrischen Feldes (aus Comsol-Simulation)
von ‘5@2‘ =2,321-10°V?/m* mit Fy, =40aN =4,0-10""N abschatzen. Ubliche

dielektrophoretische Krafte liegen aber im Grofdenbereich von einigen Femtonewton

(10™°N) [42]. Die hier zu erwartende maximale dielektrophoretische Kraft ist also um
einen Faktor 100 kleiner als ublich (fir kleinere Kigelchen und weiter von der oberen
Ecke entfernte entsprechend Gleichung (2.26) noch kleiner), weshalb keine
merkliche dielektrophoretische Auswirkung auf die Polystyrenpartikel zu beobachten
sein durfte. DEP durch den Gradienten der quadrierten elektrischen Feldstarke
(siehe 2.2.2.4) alleine kann die Ablenkung an der Barriere (siehe Abbildung 38) somit
nicht erklaren.

Dies wird durch eine Abschatzung der Potentialhbhen am Spalt in Abbildung 46
weiter verdeutlicht. Sdmtliche Experimente wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt
und die angelegten Spannungen flhrten zu keiner signifikanten Temperaturerh6hung
im Kanalsystem [66]. Die thermische Energie der Partikel muss also bei einer

minimalen Temperatur von 20° C mit mindestens 3/2-k,T =6,07-10*J (siehe

Gleichung (2.28)) abgeschatzt werden.

Die dielektrophoretische Potentialhbhe kann bei elektrischen Feldstarken von bis zu
650 V/cm (siehe Abbildung 47) und Partikeln mit 36 nm Durchmesser mit maximal
W, =1,05-10%J (siehe Gleichung (2.23)) angenommen werden. Dies gilt jedoch
nur fir die grofdten Kugelchen bei den hochsten verwendeten Feldstarken und der
geringsten anzunehmenden Raumtemperatur. Deshalb ist zu vermuten, dass die
thermische Energie mindestens um einen Faktor 60 hoher als die Potentialbarriere
ist. Das deckt sich sehr gut mit der theoretischen Betrachtung der auftretenden Krafte
am Spalt. Somit durfte keine DEP im Experiment zu beobachten sein, da die

Potentialbarrierenhdhe zu gering ist.

Da dies trotzdem auftritt, mussen weitere Effekte als bisher angenommen fur die

Aufkonzentration der Partikel verantwortlich sein.
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4.3.2.1 Konzentrationspolarisation

Da dem verwendeten Coating aus MilliQ-Wasser, DDM und MC (siehe 3.3) keinerlei
lonen zugesetzt wurden, ist von einer sehr geringen lonenkonzentration bei den
Experimenten auszugehen. Dies fuhrt zu einer grélkeren Debyelange (siehe
Gleichung (2.10)) an der negativ geladenen PDMS-Oberflache (siehe 2.2.2.2), was
wiederum zu Uberlappungseffekten im Spalt filhren kann.

Die Debyelange wurde mittels einer Widerstandsmessung des DDM-MC-Coatings

(siehe 3.3) abgeschatzt (siehe 2.2.2.2). Der Widerstand wurde bei Raumtemperatur

mit R, =54 kQQ/cm gemessen. Bei den lonen im Coating muss es sich grof3tenteils

um die Produkte der Eigendissoziation des Wassers handeln (H,0 < H" +0OH")

(siehe 2.3). Verunreinigungen oder Pufferionen der Nanopartikel liegen durch die
extremen Verdinnungen (5% Feststoffanteil wurde 1:25.000 verdinnt) samtlicher
Losungen nur noch in unbedeutender Konzentration vor. Mit dieser Annahme lasst

sich die Konzentration M der lonen nach Gleichung (2.12) mit den Mobilitaten der

lonen von 4. =330-10"m*/Vs und x4, =182-10°m*/Vs bei T =18,2° C [24] auf

M =3,75-10" mol /1 =375 nM abschatzen. Die Konzentration von Wasser betragt
55,5 mol/l. In reinem Wasser ergibt sich mit Gleichung (2.37) ein lonenprodukt von

kazo =10"mol?/1?. Fur das Coating betrégt, analog zu dieser Gleichung, das

lonenprodukt im  Gleichgewicht k, =1,40625"mol*/1>. Die Abweichung zum

lonenprodukt des reinen Wassers kann dabei durch den Zusatz von DDM und MC

erklart werden, wodurch sich die Wasserkonzentration geringfugig verringert. Die
Debyelange kann anschlieend mit Gleichung (2.10) auf A, =496 nm abgeschatzt

werden.

Das entspricht in etwa der Spalthdhe, weshalb eine Uberlagerung der
Debyeschichten bericksichtigt werden muss. Weiterhin sind die Gleichungen (2.9)
und (2.10) bei einer Uberlagerung der Debyeschichten nicht mehr giltig (siehe
2.2.2.2) und der Potentialverlauf zwischen den beiden geladenen Oberflachen muss
mit dem Kosinus Hyperbolikus abgeschatzt werden (siehe Abbildung 8)[31].

Laut Abbildung 8 erzeugt ein Elektrolyt, dessen lonenkonzentration an einem
Potential einer geladenen Oberflache eine Debyeschicht von 500 nm hervorrufen

wirde (siehe Gleichung (2.10)), in einem Kanal der selben H6he mit zwei gleichen
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Wandpotentialen den Wert A*=2. Unter der Annahme eines ¢ -Potentiales von

¢ =-100 mV [67] kann so das Potential an jeder Stelle im 500 nm hohen Kanal

bestimmt werden:

= ¢ -cosh(x)/ cosh(250 nm). (4.2)

¢500 nm

Ebenso ermdglicht diese Naherung eine Berechnung des Potentials in einem 6 pm

hohen Kanal:

By um = ¢ -cosh(x)/ cosh(3000 nm). (4.3)

Zum Vergleich sind beide Verlaufe in Abbildung 48 dargestellt.

Potentialverlauf bei unterschiedlichen Kanalh6hen
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Abbildung 48: Potentialverlaufe bei unterschiedlichen Kanalhdéhen

Man erkennt in Abbildung 48, dass bei einem Ubergang von einem 500 nm hohen
Kanal zu einem 6 uym hohen (siehe Abbildung 23) eine starke Potentialanderung
stattfindet. Diese erzeugt wiederum ein inhomogenes elektrisches Feld an dem
Ubergang, welches sowohl eine elektrostatische Auswirkung (siehe 2.2.2.3) auf
geladene und/oder eine dielektrophoretische Kraft auf polarisierbare Partikel (siehe
2.2.2.4) haben konnte. Da die negativ geladenen Polystyrenpartikel bei rein
hydrodynamischem Antrieb den Spalt ohne eine merkliche Ablenkung passieren

konnen (siehe Abbildung 43), wirkt sich das durch dieses inhomogene elektrische
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Potential verursachte elektrische Feld weder elektrostatisch noch dielektrophoretisch
merklich auf die Partikelbewegung aus.

Mit Hilfe der Potentialkurven fur beide Kanalhohen und Gleichung (2.14) kdnnen die
Konzentrationsverlaufe beider lonensorten zwischen den geladenen Oberflachen bei

Raumtemperatur berechnet werden (siehe Abbildung 49).

lonenkonzentration im 6 pm hohen Kanal
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Abbildung 49: lonenkonzentrationen in Abhéngigkeit von Kanalhdhe und Position im Kanal

Man erkennt in Abbildung 49 bei beiden Kanalhdhen einen Uberschuss der
Gegenionen. Dieser ist jedoch in den 500 nm hohen Kanalen deutlich ausgepragter.
Da die Potentialverlaufe (siehe Abbildung 48) und die daraus resultierenden
lonenkonzentrationen (siehe Abbildung 49) jedoch nur im thermischen Gleichgewicht

gultig sind, sind nach Hinzuschalten des &uleren elektrischen Feldes
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Abschatzungen flir die GroRe der Debyeschicht fern von diesem nétig. Rubinstein et
al. haben in ihrer Veroffentlichung [68] einen Zusammenhang zwischen der
Debyelange und dem angelegten elektrischen Feld aufgestellt. Dieser besagt, dass

die Debyelange um einen Faktor proportional zu

-7
Ao (4.4)
(molar )gas
anwachst. Somit ergibt sich eine nichtgleichgewichts Debyelange
¢
Aot =4 1+a- (4.5)

(molar gas)

mit dem Proportionalitatsfaktor a. Dies wurde einen weiteren Konzentrationsanstieg
der Gegenionen bzw. —abfall der Koionen im Nanokanal bewirken und so die
Konzentrationsunterschiede noch weiter verstarken. Die Asymmetrie der
lonenkonzentrationsverteilung (siehe Abbildung 49) im Gleichgewichtszustand
genugt jedoch bereits, um die Auswirkung nach dem Anlegen eines elektrischen

Feldes zu verstehen.

Berucksichtigt man beim Anlegen des aulieren elektrischen Feldes an beide
Mikrokanalenden das 12mal starkere elektrische Feld im 500 nm hohen

Kanalabschnitt, lassen sich so die theoretischen lonenstrome |1, kurz nach

hinzuschalten eines elektrischen Feldes wie folgt berechnen:

h/2
Ii:yep-‘E‘-NA-Z-lo“‘m [e.(x). (4.6)

-h/2
Daraus ergeben sich die in Tabelle 5 dargestellten Strome fir ein 200 um breites
Kanalsystem und einem von aul3en angelegten elektrischen Feld von 10 V/m bei der

jeweiligen Hohe.

Tabelle 5: lonenstréme in einem 200 um breiten Kanalsegment entsprechender Héhe

Gegenionenstrom [UA] Koionenstrom [uA]
6 um Kanalhéhe 11,79 1,26
500 nm Kanalhdhe 275,63 0,11
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Wahrend der Gegenionenstrom im 500 nm hohen Kanal im Vergleich zum 6 um
hohen Kanal theoretisch mehr als 20mal hoher ist, betragt der Koionenstrom lediglich

noch ein zehntel.

Nanofluidikabschnitt

lonenan-

@ reicherung

lonenver-
armung @

Mikrofluidikabschnitte

Abbildung 50: Skizze zum lonenanreicherungseffekt

Durch den Uberlapp der Debyeschichten werden auf der Anodenseite des
Nanokanals mehr Gegenionen in diesem abgefuhrt als durch den Mikrofluidikkanal
gleichzeitig zur Verflgung gestellt werden konnen. Es entsteht eine
Gegenionenverarmung. Auf der Kathodenseite werden durch den Nanokanal
entsprechend mehr Gegenionen zugeflhrt. Somit entsteht auf dieser Seite eine
Gegenionenanreicherung.

Ahnlich wirkt sich dies auf die Koionenkonzentration aus. Auf der Anodenseite des
Nanokanals werden mehr Koionen durch den Mikrofluidikkanal abgefuhrt als durch
den Nanokanal nachflielien. Genau wie bei den Gegenionen entsteht hier ein
Verarmungsgebiet. Auf der Kathodenseite hingegen werden mehr Koionen durch
den Mikrokanal zur Verfugung gestellt als durch den Nanokanal abflie3en kdonnen.
Die Koionen werden also wie die Gegenionen auf der Kathodenseite angereichert.
Wahrend fur beide lonensorten auf der Anodenseite des Nanofluidikkanals eine
unterschiedlich starke Verarmung stattfindet, wird deren Konzentration auf der
Kathodenseite ebenso unterschiedlich gesteigert.

Dieser Effekt der Konzentrationséanderung an lonen auf den beiden Seiten eines
schmalen Kanals (deutlicher Uberlapp der Debyeschichten) zwischen zwei groReren
Kanalen (kein Uberlapp der Debyeschichten) wird als Konzentrationspolarisation
bezeichnet.

Verschiedene Gruppen haben diese bereits experimentell beobachtet und teilweise

theoretisch erklart. In der Veroéffentlichung von Pu et al. [69] wird ein ahnliches
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Verhalten geschildert. Hier wird lediglich im Allgemeinen von einer erhohten
Gegenionenkonzentration im Bereich der Uberlappenden Debyeschichten
ausgegangen und anschlieBend gezeigt, dass dadurch, nach Anlegen eines
elektrischen Feldes, auf der Anodenseite eine lonenverarmung und auf der
Kathodenseite eine Anreicherung entsteht. Ihre Rechnungen sind jedoch nur fur den
Gleichgewichtszustand gultig, da sie von konstanten lonenkonzentrationen an den
Enden des Nanokanals ausgehen. Da sich diese entsprechend ihrer eigenen
Berechnung aber sofort nach Hinzuschalten des Feldes andern, sind ihre
Gleichungen nur eine grobe Naherung.

Die Dynamik solch eines Systems wurde ausfuhrlicher von Kim et al. untersucht [70].
Dabei wurde der Stromfluss durch einen Nanokanal bei verschiedenen angelegten
Spannungen gemessen und die Auswirkungen der Konzentrationsanderungen auf
GFP (green fluorescent protein) beschrieben.

Beide Gruppen haben viel kleinere Nanokanale fur ihre Experimente benutzt (Pu 60
nm Hoéhe, Kim 40 nm Ho6he). Sie haben aber entsprechend hdhere
lonenkonzentrationen verwendet (Pu 200 umol/l, Kim 1 mmol/l). Der Zusammenhang
zwischen Kanalhéhe und der verwendeten lonenkonzentration wird in Abbildung 51

verdeutlicht.

benétigte lonenkonzentration flir Konzentrationspolarisation
in Abhangigkeit von der Kanalhéhe
1,0E+06 : ®

Kim et al.
_ ~ Pu et al.
E 1,0E+05 -
c — *
= y=-3,02*x+10,76
(o]
B 1,0E+04
c
[©)
N
e
o
X
& 1,0E+03 - :
5 Kasewieter,

Regtmeier
1,0E+02 ‘
10 100 1000
Kanalhdhe [nm]

Abbildung 51: lonenkonzentration der Gruppen in Abhangigkeit von der Kanalhéhe
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Man erkennt den linearen Zusammenhang zwischen den logarithmischen Werten der

Kanalhéhe und der verwendeten lonenkonzentration der Gruppen, welcher durch
den Korrelationskoeffizienten von R* =0,9978 bestéatigt wird.

Wird Wasser als Medium bei solchen Experimenten verwendet, ist die geringst
mogliche lonenkonzentration durch die Autoprotolyse des Wassers (siehe 2.3)
vorgegeben. Somit stellen Kanalhdhen von  h=500 nm bei einem
Oberflachenpotential von ¢ =-0,1V das obere Limit als Kanalhdhe dar. Je kleiner

die Kanale werden, desto hoher kann auch die verwendete Konzentration sein.
Dabei sind dann Limitierungen durch das verwendete Kanalmaterial (ca. 5 bis 10 nm)
entscheidend. Als kleinst mogliche Spalthéhe sind wiederum GroRen im Bereich der
lonen (0,5 nm) denkbar. Bei 10 nm Spalthohe ist somit eine maximale

lonenkonzentration von M = 2,3 umol/l mdglich.

Kim et al. konnten bei den dynamischen Untersuchungen der
Konzentrationspolarisation [70] drei unterschiedliche Bereiche des Stromverhaltens,
bei steigender angelegter Spannung, feststellen. Bei niedrigeren Spannungen gibt es
einen Ohm’schen Bereich, in dem der Strom linear mit der Spannung ansteigt.
Darauf folgt ein limitierender Bereich, in dem der Stromfluss durch die Uberlappende
Debyeschicht begrenzt wird und die Konzentrationspolarisation erstmals auftritt. Wird
die Spannung weiter erhoéht, beginnt die Ausdehnung des Verarmungsgebietes auf
der Kathodenseite. Dieser Strombereich wird von Kim als ,over-limiting“-Bereich

bezeichnet.

Ein ahnliches Verhalten konnte auch bei den Versuchen mit den Nanopartikeln an

dem 500 nm hohen Spalt beobachtet werden. Ab einer gewissen Feldstarke ‘Ekr

werden die Nanopartikel ebenfalls abgesto3en, im Gegensatz zu Kim und Pu aber in
Richtung der Kathode. Zur Veranschaulichung wird der Abschnitt aus Abbildung 52,
nach der Erhéhung der Gleichspannung in einem Schritt, gefilmt und Bildsequenzen
der beiden Partikelsorten in einem zeitlichen Abstand von 1 s (siehe

Abbildung 53 und Abbildung 54) dargestellt.
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ov Spannungs-
erhéhung

Abbildung 52: Filmausschnitt wahrend der Spannungserhéhung

1s 2s 3s 4s

Abbildung 53: Verhalten der 24 nm Partikel am oberen Barrierenabschnitt nach Erh6hung der
Gleichspannung von 50 auf 70 V, 0,15 mbar an Reservoir 1 und 0,23 mbar an Reservoir 2
(Bildsequenz von links nach rechts in Zeitschritten von 1 s)

Os 1s 2s 3s
4s 5s 6s 7s

Abbildung 54: Verhalten der 36 nm Partikel am oberen Barrierenabschnitt nach Erh6hung der
Gleichspannung von 30 auf 60 V, 0,26 mbar an Reservoir 1 und 0,45 mbar an Reservoir 2
(Bildsequenz von links oben nach rechts unten in Zeitschritten von 1s)

5s

Wahrend zuvor bei einer Erhdhung der Gleichspannung der Partikelfluss in den
Mikrofluidikabschnitten durch die Elektrophorese (siehe 2.2.2.3) zunahm, bewegen
sich jetzt beide Partikelsorten ausgehend von der oberen Barrierenecke entgegen
der ursprunglichen Elektrophoreserichtung von der Barriere weg. Je weiter der
kritische Spannungsschwellwert Uberschritten wird, desto schneller erfolgt diese
Bewegung.

Als mogliche Erklarung warum, in Gegensatz zu Kim [70], eine absto3ende Wirkung
in Richtung der Kathoden zu beobachten ist, kdnnte sein, dass nicht nur eine
Ausbreitung des Verarmungsgebietes auf der Anodenseite, sondern auch eine des
Anreicherungsgebietes auf der Kathodenseite stattfindet. Diese Anreicherung (siehe
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Abbildung 55) kénnte wiederum flir die AbstoRung der Nanopartikel verantwortlich

sein.

lonenanreiche-
rungsgebiet

oV Spannungs-
erhdhung

Abbildung 55: Skizze des anzunehmenden Wachstums des lonenanreicherungsgebietes

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass bei hydrodynamischen Antrieb mit
zu vernachlassigenden elektrischen Feldstarken keine Beeinflussung der
Nanopartikel zu erkennen ist (Ohm’scher Bereich). Anschlieffiend gibt es einen
elektrischen Feldstarkebereich, in dem mit zunehmender Feldstarke die

Aufkonzentration vor der Barriere ebenfalls immer starker wird (limitierender

Bereich). Ab einem kritischen Feldstarkewert Ew schlagt dann die Aufkonzentration

in eine AbstolRung um (,over-limiting“-Bereich) (siehe Abbildung 56).

E

A

|Ekr

Ohm‘scher begrenzender yover-limiting“-
Bereich Bereich Bereich

Abbildung 56: experimentelle Beobachtungen in Abhéangigkeit von der anliegenden Feldstéarke

64



Messergebnisse und Diskussion

Wie von Kim [70] beschrieben, handelt es sich bei der Konzentrationspolarisation um
einen sich selbst verstarkenden Effekt. Ohne dampfende Faktoren ware somit kein

stabiles System, wie in den Experimenten beobachtet, denkbar.

4.3.2.2 Dampfende Effekte der Konzentrationspolarisation

Eine mdgliche dampfende Ursache konnte die Autoprotolyse des Wassers als
Ldsungsmittel sein. Im Bereich der lonenverarmung werden durch Dissoziation von
Wasser lonen nachgebildet, da das lonenprodukt (siehe Gleichung (2.37)) lokal zu
klein ist. Wird das lonenprodukt lokal im Bereich der Anreicherung Uberschritten,
reagieren die lonen wieder zu neutralem Wasser. In Abbildung 57 ist dies und der

daraus resultierende maogliche lonenstrom skizziert.

OH —
h H +
Nanofluidikabschnitt

— OH A N o=
OH > H.0 < H' H < HO0H  (¥)
onenanreicherung |onenverarmung

< H”

" <

Mikrofluidikabschnitte

Abbildung 57: Nettoionenstréme durch das Kanalsystem

Obwohl im Nanofluidikabschnitt weniger Ko- als Gegenionen transportiert werden,
konnen durch das thermische Gleichgewicht des lonenproduktes des Coatings (siehe
4.3.2.1) trotzdem effektiv alle Ladungen von Mikrofluidik- zu Mikrofluidikabschnitt
transportiert werden. So kbnnen dem Bereich Uberlappender Debyeschichten mehr
lonen zur Verfiigung gestellt werden, was deren Anwachsen und somit den positiven
Ruckkopplungseffekt abschwacht. Da die Autoprotolyse nicht beliebig schnell
ablaufen kann, kénnte ebenfalls der Ubergang zwischen dem begrenzenden und
dem ,over-limiting“-Strombereich, erklart werden. Sowie die elektrophoretische

Geschwindigkeit der Hydronium- und Hydroxidionen zu grof3 wird, kénnen diese nicht
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mehr ausreichend nachgebildet/neutralisiert werden und fallen deshalb als

dampfender Faktor der Konzentrationspolarisation weg.

Da eine Aufkonzentration von Hydronium- und Hydroxidionen auf Grund
elektrostatischer Wechselwirkungen schwer vorstellbar ist, werden dazu einige

Abschatzungen gemacht. Im thermischen Gleichgewicht ist durchschnittlich pro

Volumen V., . ~2,214-10m?® jeweils nur ein lon vorhanden. In einem Wiirfel ergibt

einzel
das eine Kantenlange von ca. 130 nm. Mit diesem Abstand zwischen unterschiedlich

geladenen lonen ergeben sich nach Gleichung (2.7) elektrische Energien von
2-1,223-10”meV , wahrend die thermische Energie nach Gleichung (2.28) bei einer

Temperatur von 20° C Werte von ca. 37,9 meV annimmt. Die thermische Energie ist
somit um 13 GroRenordnungen hoher als die elektrostatische, weshalb

elektrostatische Wechselwirkungen vernachlassigt werden kdnnen.

Durch die fehlenden lonen aufgrund der geschwindigkeitsbegrenzten Autoprotolyse
konnte ein Sprung in der positiven Ruckkopplung erfolgen. Diese Theorie wird durch
Rubinstein’s Verodffentlichung [68] unterstltzt. Der Anstieg der Stromstarke im ,over-
limiting“-Bereich kdnne nicht durch eine ansteigende Geschwindigkeit der
Autoprotolyse erklart werden.

Rubinstein fuhrt in seiner Arbeit [68] weitere Grinde fur eine Dampfung an. Diese
beruhen dabei auf der Annahme einer Durchmischung und einer damit verbundenen
Verringerung der Debyeschicht, welche durch unterschiedliche Mechanismen
hervorgerufen werden kann. Zu diesen zahlt er u.a. die Elektrokonvektion [71] und
,bulk electric forces* [71].

Obwohl die Konzentrationspolarisation im Zusammenhang mit Kanalen mit und ohne
Uberlappenden Debyeschichten bekannt ist, sind die Auswirkungen auf Nanopartikel
(Aufkonzentration und Abstof3ung) nicht eindeutig geklart. Deshalb soll eine kurze

Diskussion moglicher Ursachen erfolgen.

4.3.2.3 Auswirkungen der Konzentrationspolarisation auf Nanopartikel

Die Konzentrationspolarisation der lonen bewirkt eine Veranderung der
Abschirmlangen von elektrischen Potentialen (siehe 2.2.2.2) und verandert so die

Potentiallandschaft (¢ ~ A, ~ M ). Dadurch wird die Inhomogenitat der elektrischen
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Felder (E~§¢) in diesen Bereichen erhoht. Dies kann wiederum verschiedene

Auswirkungen haben.

Zum einen kann eine rein elektrostatische Wechselwirkung an den Orten der
veranderten Konzentrationen auftreten. Dadurch konnten wiederum Partikel
aufkonzentriert und auch abgestol3en werden.

Als zweite mdgliche Ursache der Partikelbeeinflussung ist die DEP, in diesem
Versuch die negative DEP, denkbar. Durch die veranderten elektrischen Feldstarken
durch den Ubergang zwischen Nano- und Mikrofluidikkanal und die veradnderten
Konzentrationen konnte der Gradient des quadrierten elektrischen Feldes
ausreichend ansteigen und das dielektrophoretische Potential kdnnte gréRer als die
thermische Energie werden.

Weiterhin  sind aufgrund der veranderten lonenkonzentrationen  auch
Umladungseffekte der Partikelhdlle moglich [72], was dann wiederum zu
elektrostatischen und/oder dielektrophoretischen Wechselwirkungen fihren kdnnte.
Auch der EOF konnte sich auf Grund veranderter Konzentrationen andern. Da stets
eine Uberlagerung von EOF und EP vorliegt, ist durch Beobachtung der Nanopartikel
nicht eindeutig zu klaren, welcher der Effekte sich wie stark andert.

Das Zusammenspiel zwischen Konzentrationspolarisation und wirkenden Kraften ist
hoch komplex und nicht linear, was eine eindeutige Zuordnung der auftretenden

Effekte erschwert.

4.3.3 Trennung von Nanopartikeln

Nach den Einzelexperimenten wird nun das Verhalten eines Gemisches aus beiden
Partikelsorten im Mikrofluidikkanal untersucht. Dricke und Gleichspannung werden
analog zu den Einzelversuchen angelegt. Die Ergebnisse bei unterschiedlichen
Spannungen werden diesmal jedoch nicht als Aufnahme der (Ablenkungs-)Barriere
(siehe Abbildung 58) aufgeflihrt, sondern anhand einer Auswertung der Intensitaten
am Staukreuz. Dazu wird am Staukreuz, wie in Abbildung 58 zu sehen, mit beiden
Filtersatzen (grin - G und rot 2 R) die Fluoreszenzintensitat gemessen. Die beiden

Stauraume sind durch eine Kanalwand von einander getrennt.
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Abbildung 58: Skizze zur Veranschaulichung der Gemischtrennungsauswertung

Nach dem Aufstauen an der Staubarriere konnen die Partikel diese in einem
statistischen Prozess (siehe 2.2.3.2) Uberwinden. Die Intensitatsverlaufe werden mit
einem ImageJ-Makro (siehe 6.3) innerhalb eines schmalen Streifens im Scanfenster
parallel zur Flussrichtung ausgewertet und in Abhangigkeit von der Position im Kanal

und des verwendeten Filtersatzes dargestellt.

4.3.3.1 Trennungskriterium

Die Ablenkung der jeweiligen Partikelsorte in den oberen (1) oder unteren (2)
Stauraum (siehe Abbildung 58) wird als relativer Wert angegeben. Dazu wird das
Verhaltnis aus Gesamtintensitat in einem Stauraum zur Gesamtintensitat Gber beide
Stauraume im jeweiligen Fluoreszenzfilter gebildet. gl steht dabei fur die
Gesamtintensitat in Stauraum 1 im granen Filter. Der Anteil in Stauraum 1 berechnet

sich im grunen Filter wie folgt:

19 (4.7)
gl+g2

Ist ein Fluorophor lediglich in einem Stauraum, betragt dieses Verhaltnis 1 fur diesen
Stauraum und 0 fur den anderen. Falls beide eine gleiche Ablenkung erfahren, sind
diese Verhaltnisse fur beide Filtersatze im selben Stauraum gleich.

Als quantitatives Trennkriterium lasst sich daraus allgemein formulieren, je besser die

Trennung, desto grolRer ist die Differenz der relativen Intensitdten im selben
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Stauraum bei unterschiedlichen Filtersatzen. Somit ergibt sich als ein mogliches Mafl}

fur die Gite der Trennung das Trennungskriterium:

Tk =|G1-R1|=|G2-R2|. (4.8)

Tk liegt somit zwischen 0 und 1. Je naher an 0, desto schlechter ist die Trennung und

je naher an 1, desto besser.

4.3.3.2 Trennergebnis

Um das Trennergebnis darstellen zu kdnnen, werden erneut mehrere Einzelfotos zu
einem Gesamtfoto zusammengefiigt. Fur beide Filtersatze sind diese Fotos in
Abbildung 59 zu sehen.

Abbildung 59: Fotomontagen des Scanweges bei gleichen Bedingungen der 36 (links) und 24
nm Partikel (rechts), bei 7 V Gleichspannung und angelegten Driicken von 0,08 mbar an
Reservoir 1 und 0,15 mbar an Reservoir 2

Man erkennt, dass sich die 36 nm Partikel im grinen Filtersatz nahezu nur in
Stauraum 1 befinden und dort vor der Staubarriere des Staukreuzes aufgestaut
werden. Nur vereinzelt erkennt man wenige in Stauraum 2. Die 24 nm Partikel
befinden sich hingegen groftenteils in Stauraum 2, wahrend einige in den oberen (1)
abgelenkt werden. In beiden Staurdumen befinden sich die 24 nm Partikel eher im

unteren Bereich des jeweiligen Stauraums. Im Zusammenhang mit dem Histogramm
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dieser Partikel (siehe Abbildung 40) ist anzunehmen, dass die groRe Anzahl kleinerer
Partikel unbeeinflusst die Barriere passieren und deshalb die hohe Intensitat im
unteren Bereich von Stauraum 2 erklaren. Wenige groflere Objekte dieser
Partikelsorte werden aber abgelenkt, sodass sie Stauraum 1 im unteren Bereich
erreichen kdnnen.

An der Staubarriere sind auch die 24 nm Partikel etwas aufkonzentriert, da fur eine
gute Trennung die Spannung so gewahlt werden musste, dass alle Partikel sowohl
an der (Ablenkungs-) als auch an der Staubarriere beeinflusst werden.

Die Intensitatsverlaufe in Abhangigkeit von der Position im Kanal und dem
verwendeten Filtersatz sind in den Diagrammen von Abbildung 60

basislinienkorrigiert dargestellt.
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Abbildung 60: Intensitatsverlauf im roten Filtersatz, 24 nm Partikel (oben) und im griinen
Filtersatz, 36 nm Partikel (unten)
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Ein Gemisch aus diesen beiden Partikelsorten lasst sich entsprechend der zuvor
ermittelten GrolRenverteilungen auftrennen. Die relative Intensitat der 36 nm Partikel
in Stauraum 2 betragt 97% (G1 = 0,97), wahrend 79% der Intensitat der 24 nm
Partikel im unteren Stauraum verbleiben (R2 = 0,79). Dieses etwas schlechtere
Ergebnis bei den 24 nm Partikeln kann mit den sich Uberlappenden Groéfien der

beiden Partikelsorten erklart werden.

Bei diesem Trennversuch ergibt sich ein Tk von 0,76. Da 0,00 keine und 1,00 eine
perfekte Trennung bedeuten wuirde, ist ein Wert von mehr als 0,50 als gut
einzustufen, mehr als 0,75 als sehr gut. Da ein Wert von 0,76 ohne experimentelle
Schwierigkeiten zu realisieren war, ist das Trennergebnis sehr gut.

Die gezielte Ablenkung und Auftrennung solch kleiner Partikel im
Durchflussexperiment konnte bisher von keiner anderen Gruppe gezeigt werden.
Mehrere Gruppen kénnen Polystyrenpartikel mit Durchmessern von 0,2 bis 6 um
beeinflussen. Hawkins et al. haben Polystyrenpartikel mit 2 und 3 ym Durchmessern
dielektrophoretisch trennen kénnen [1]. Ermolina und Morgan konnten zwar eine
dielektrophoretische Beeinflussbarkeit von Polystyrenpartikeln von 44 nm bis 1 um
zeigen, verwendeten daflir jedoch Elektroden und zusatzlich zur Gleichspannung
noch Wechselspannungen mit Frequenzen von bis zu 10 MHz [73]. Kang et al. hat
ebenfalls eine kontinuierliche Auftrennung von Polystyrenpartikeln zeigen konnen,
jedoch betrugen deren Durchmesser 5,7 und 15,7 ym [74]. Cummings und Singh
konnten sogar Polystyrenpartikel mit Durchmessern von 200 nm beeinflussen [75].
Jedoch wurden auch hier grofere Feldstarken verwendet (80 kV/m) und eine

Trennung erfolgte nicht.

Im Vergleich zu anderen Veroffentlichungen konnten hier weitaus kleinere Partikel
beeinflusst und sogar erfolgreich getrennt werden. Dies war sogar ohne
Wechselspannungen und auch nur mit geringen Gleichspannungswerten (teilweise
<1000 V/m (siehe Abbildung 59)) mdglich.
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4.4 Fangen von Proteinen

Um diesen Trennmechanismus auch auf biologische Nanopartikel, wie Proteine,
Ubertragen zu koénnen, soll hier gezeigt werden, dass auch Proteine

dielektrophoretisch manipulierbar sind.

4.4.1 Eigenschaften der Proteine

Da vermutet wird, dass die Polarisierbarkeit von der Gro3e der Proteine abhangig ist,
werden zwei verschieden groRe Proteine verwendet. Dabei werden die Proteine als
Quader angenahert und die Kantenldangen a, b, ¢ und das Molgewicht [76] in

Tabelle 6 angegeben.

Tabelle 6: Kantenldngen und Molgewichte der verwendeten Proteine

Protein Molgewicht [kDa] a [nm] b [nm] ¢ [nm]
R-Phycoerythrin 240 18,7 18,7 59
Streptavidin 67 5,8 5,8 18,6

Im Gegensatz zu den Polystyrenkigelchen passen die Proteine nicht optimal in die
jeweiligen Filtersatze, sondern sind ebenfalls in denen der anderen sichtbar. Dadurch

ist eine optische Diskriminierung nicht maoglich.

4.4.2 Raumliche Manipulation

Zur Veranschaulichung des Verhaltens der Proteine im Mikrofluidikkanal werden
wiederum Aufnahmen des Injektionsverhaltens und des Verhaltens beim Anlegen
einer Gleichspannung entlang der Barriere gemacht. Da eine bessere
Beeinflussbarkeit bei groRerem Protein erwartet wird, wird zu erst R-Phycoerythrin

untersucht.
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Abbildung 61: Darstellung des Verhaltens von R-Phycoerythrin ohne Gleichspannung (links)
und mit 15 V (rechts), an Reservoir 1 liegen 0,13 mbar und an Reservoir 2 0,26 mbar an

Ohne Gleichspannung erkennt man in Abbildung 61 (links) keinerlei Beeinflussung
an der Barriere (blau). Nach dem Hinzuschalten einer Gleichspannung von 15 V sieht
man eine deutliche Ablenkung vor der Barriere (rechts) zur gegenuberliegenden
Kanalseite. Da das R-Phycoerythrin als grof3eres der beiden Proteine, genau wie die
Polystyrenpartikel (siehe 4.3.3.2), vor der Barriere abgelenkt wird, ist auch hier eine
Konzentrationspolarisation (siehe 4.3.2.1) zu vermuten.

Da die Proteine im Vergleich zu den Polystyrenpartikeln kaum geladen und kleiner
(siehe Tabelle 6) sind, scheiden elektrostatische AbstoRungseffekte am Ubergang
von Mikro- zu Nanofluidikkanal wahrscheinlich aus. Auch die negative DEP scheint
aufgrund der geringeren GroRe und Ladung unwahrscheinlich. Somit verbleiben
Umladungseffekte der lonenhille [72] und z.B. Effekte wie die Elektrokonvektion [68]
als mogliche Ursachen fur die Aufstauung durch die Konzentrationspolarisation.

Nach Uberschreitung eines kritischen Spannungswertes (siehe Abbildung 56),
konnte hier ebenfalls die Auswirkung eines expandierenden
lonenanreicherungsgebietes (siehe Abbildung 55) beobachtet werden. Dies stitzt
sowohl die Vermutung einer Konzentrationspolarisation als auch den Einfluss
dampfender Effekte, die das System ab einem bestimmten Spannungswert im ,over-
limiting“ Strombereich (siehe Abbildung 56) nicht mehr ausreichend regulieren

konnen.

Als nachstes wird das kleinere Protein Streptavidin untersucht.
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Abbildung 62: Darstellung des Verhaltens von Streptavidin ohne Gleichspannung (links) und
mit 4 V (rechts), wobei in beiden Fallen 0,13 mbar an Reservoir 1 und 0,20 mbar an Reservoir 2
anliegen

In Abbildung 62 erkennt man auf der linken Seite das unbeeinflusste Streptavidin,
das am unteren Kanalrand den Spalt passiert. Nach dem Anlegen einer 5 V
Gleichspannung wird das Protein vor der Barriere, rechts im Bild, parallel zur Barriere
abgelenkt. Auch hier bewirkt die Konzentrationspolarisation eine Ablenkung des
nahezu ungeladenen Proteins. Da dieses ungefahr 4mal leichter ist als das R-
Phycoerythrin (siehe Tabelle 6), scheint die Ablenkung nicht so grolRenselektiv wie
bei den Polystyrenpartikeln (siehe 4.3.3.2) zu sein, was ebenfalls gegen DEP spricht.
Der ,over-limiting“ Strombereich (siehe Abbildung 56) und das zugehorige
expandierende Anreicherungsgebiet (siehe Abbildung 55) mit der verbundenen
AbstoBung des Proteins von der Barriere hin zur Kathode ist auch hier zu

beobachten.

Lapizco-Encinas et al. konnten in ihrer erst kirzlich publizierten Arbeit mittels
nichtleitenden Pfosten BSA dielektrophoretisch fangen [77], jedoch nicht trennen.
Dafur wurden Pfosten in 1 cm hohen Kanalen verwendet. Es waren daflr
Feldstarken von mindestens 80 kV/m nétig. Gleichzeitig wurden Leitfahigkeiten von
ca. y~05 S/cm erreicht, was einem elektrischen Widerstand von R, ~2 Q/cm
entspricht und somit einer viel hoheren lonenkonzentration. Hier verwendete
Feldstarken und lonenkonzentrationen lagen teilweise deutlich darunter (siehe
Abbildung 62 und 4.3.2). Damit wird das Problem einer elektrochemischen

Erwarmung des gesamten Systems, was zu einer Denaturierung der Proteine flihren

kdénnte, vermieden.
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Ansonsten sind bisher nur kontinuierliche Proteinauftrennungen  durch
elektrophoretische Krafte bekannt. Liu et al. haben in ihrer Veréffentlichung [78] mit
Elektrophorese und verschiedenen Mikrofiltern BSA und HBB (Betahamoglobin) von
einander getrennt. Die bendétigten Elektroden und Mikrofilter sind jedoch aufwendig in
der Herstellung. Neutrale Proteine lassen sich noch durch ihre teilweise
unterschiedlichen pH-Werte auftrennen. Dabei wird ausgenutzt, dass Proteine je
nach pH-Wert eine unterschiedliche Nettoladung haben. Erzeugt man nun in einem
Kanal einen pH-Gradienten und legt ebenfalls ein elektrisches Feld an, kann so
ebenfalls eine Auftrennung erfolgen, wie Song [79] und Han [80] in ihren
Veroffentlichungen zeigen.

Eine Auftrennung, weder im Einzel- noch im kontinuierlichen Experiment, durch die
beschriebene Konzentrationspolarisation (siehe 4.3.2.1) konnte bis zur Abgabe
dieser Diplomarbeit in keiner weiteren Publikation gefunden werden. Somit ist das
Ergebnis eine neue Methode, um Nanopartikel kontinuierlich und einfach auftrennen

zu kdnnen.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Die Aufgabe dieser Arbeit bestand darin, eine 3-dimensionale Mikrofluidikstruktur
mittels Softlithographie herzustellen (siehe 3.2). Mit dieser sollten anschliellend

Proteine im Durchflussexperiment manipuliert werden.

Mit Hilfe der beschriebenen Mehrschicht-Lithographie (siehe 3.2) lie3 sich eine
Kanalgeometrie (siehe Abbildung 23) realisieren, die zur dielektrophoretischen

Auftrennung von Nanoobjekten im Durchflussexperiment geeignet ist.

Dabei war die Realisierung einer sehr geringen Durchflusshéhe an einer Barriere in
einem Mikrofluidikkanal von entscheidender Bedeutung, um eine Manipulation (siehe
4.3.2, 4.3.3 und 4.4.2) zu ermdglichen. Der Lithographieprozess mit SU-8-Lack
ermoglicht dabei Spalthohen von unter 100 nm (siehe Abbildung 21).

Bedingt durch die limitierende Stabilitat des h-PDMS liel3 sich eine Durchflusshdhe
von 520 nm, bei einer Gesamtstrukturhdhe von 6 pm und einer Kanalbreite von 200
Mm (siehe Abbildung 23), frei hangend erzielen. Das ergibt einen bisher in keiner
Veroffentlichung gefunden Wert des Breite-zu-Hohe-Verhaltnisses von 540:1 (siehe
4.1.1).

Durch das Hindurchpumpen von Polystyrenpartikeln mit 500 nm Durchmesser auf
der gesamten Kanalbreite, konnte gezeigt werden, dass trotz des Fehlens von

Stutzpfosten, die Barriere nicht nennenswert durchhangt.

Mit diesem Kanaldesign konnen Polystyrennanopartikel mit Durchmessern von 24
und 36 nm an der Barriere (siehe Abbildung 23) nur durch hydrodynamischen Antrieb
und Gleichspannung beeinflusst werden (siehe 4.3). Da die klassisch zu erwartenden
dielektrophoretischen Krafte aber keine Beeinflussung erlauben wirden (siehe
4.3.2), musste eine andere Erklarung gefunden werden.

Der physikalische Erklarungsansatz dieser Arbeit (siehe 4.3.2.1) beruht dabei auf
vielen Veroffentlichungen, die den Effekt der Konzentrationspolarisation aufgrund
Uberlappender Debyeschichten in kleineren Kanalen ebenfalls beschreiben [69, 70].
Ein Zusammenhang zwischen Kanalhdhe und lonenkonzentration konnte ebenfalls
gezeigt werden (siehe Abbildung 51). Die Ursache der Konzentrationspolarisation

konnte dabei theoretisch und anschaulich hergeleitet werden (siehe 4.3.2.1). Nach
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dem Erreichen einer gezielten Beeinflussbarkeit der Polystyrenpartikel am Spalt
(siehe 4.3.2), konnte ebenfalls eine sehr gute kontinuierliche Trennung eines
Gemisches der verschiedenen Polystyrennanopartikel gezeigt werden (siehe
4.3.3.2). In Ubereinstimmung mit den Veroffentlichungen zur
Konzentrationspolarisation konnte eine Abstof3ung der Nanopartikel von der Barriere
beim Uberschreiten einer kritischen Feldstéarke beobachtet werden (siehe Abbildung
55). Zusatzlich wurden verschiedene Mdglichkeiten, die die positive Ruckkopplung
des Systems stabilisieren kdonnten angefuhrt und teilweise erklart (siehe 4.3.2.2).
AulRerdem wurden die moglicherweise wirkenden Krafte infolge der
Konzentrationspolarisation diskutiert (siehe 4.3.2.3).

Zum Schluss lieR sich die gezielte Beeinflussung auch auf verschiedene Proteine
Ubertragen. Diese konnten durch Anlegen eines elektrischen Gleichspannungsfeldes,

vor der Barriere abgelenkt und abgestof3en werden (siehe 4.4.2).

Sowohl die Polystyrenpartikel als auch die Proteine lieken sich mit diesem
Kanaldesign gezielt beeinflussen. Mit Hilfe einer optimierten Struktur (siehe

Abbildung 63) musste die Trennung noch besser sein.

Neue Herausforderungen der Nanofluidik

Als zukunftiger Weg ist die Steigerung der Sensibilitat der Trennung und Konstanz
der Messparameter anzusehen. Mit kleineren Spalthbhen musste z.B. eine noch
bessere Trennung erzielt werden.

Sowohl die Durchflusshéhenbeschrankung durch das PDMS (siehe 3.3), als auch die
variierenden Kanaleigenschaften legen einen Wechsel des Kanalmateriales nahe.
Dadurch sollten kleinere Spalthhen und konstantere Kanaleigenschaften realisiert
werden konnen. Kanalstrukturen aus stabileren Materialien konnten kleinere
Spalthéhen und konstantere Kanaleigenschaften liefern.

Eine mogliche Methode der Erzeugung solch kleiner Spalthohen wird von J. Han et
al. gezeigt [81]. Die Kanalstruktur wird mit einem Standard-Photolithographie-
Prozess auf einem Siliziumsubstrat erzeugt und mit einem Deckglaschen zur offenen
Seite abgeschlossen.

Weiterhin ist eine Optimierung der Barrierenform maoglich (siehe Abbildung 63).
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Stromlinien: Elektrisches Feld
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Abbildung 63: verbesserte Barrierenstruktur in der Seitenansicht

Mit Hilfe einer in Flussrichtung asymmetrischen Barrierenform wird ein Zurtcklaufen
des bereits getrennten Analyten hinter der Barriere verhindert, wie es bei manchen
Versuchen zu beobachten war (siehe Abbildung 45). Gleichzeitig wird eine verstarkte
dielektrophoretische Kraftwirkung erzielt, deren Auswirkung zur Klarung des

eigentlichen Trennmechanismus beitragen kann.

Weiterhin bleibt in zuklnftigen Experimenten zu klaren, welcher der hier diskutierten
Effekte infolge der Konzentrationspolarisation fur die Beeinflussung und Trennung
verantwortlich ist (siehe 4.3.2.3). Dabei scheint die dampfende Komponente der
Autoprotolyse des Wassers einige Erklarungsansatze zu liefern (siehe 4.3.2.2 und
4.3.2.3).

Dafur sind neue Experimente mit unterschiedlichen Parametern nétig. Zum einen
musste der abstolRende Effekt bei verschiedenen lonenkonzentrationen weiter
untersucht werden. Ob und wie sich dabei die kritische Feldstarke andert, ist dabei
eine zentrale Frage. Gleichzeitig konnte so die dielektrophoretische Auswirkung an
der Barriere untersucht werden. Es ware zu erwarten, dass die Beeinflussbarkeit mit
steigender lonenkonzentration abnimmt, da die Debyelange des Systems kleiner
wird.

Um die Autoprotolyse-Theorie zu Uberprifen, waren Farbstoffe denkbar, die auf

unterschiedliche Konzentrationen von Hydronium- und Hydroxidionen reagieren.
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Diese mussten beim Injizieren in dieses Kanaldesign im Spalt eine erhdhte

Hydroniumionenkonzentration nachweisen kdnnen.

Falls sich die Unterschiede in der lonenkonzentration bestatigen (siehe Abbildung
49), sind Kanalstrukturen denkbar, die gezielt Reaktionen katalysieren kdnnen, die
eine erhohte Konzentration an Hydroniumionen bendtigen. Im Falle einer postiv
geladenen Kanaloberflache konnte entsprechend eine erhohte
Hydroxidionenkonzentration in einem Nanokanal genutzt werden.

Aulerdem ist mit dieser Methode eine Mischung verschiedener Nanopartikel
vorstellbar, was aufgrund des streng laminaren Verhaltens in Mikrofluidikkanalen
(siehe 2.2.1.2), welches Mischen lediglich durch Diffusion (siehe 2.2.3.1) ermoglicht,
interessant ist.

Spater liegt die Aufgabe darin, dieses Prinzip genau steuerbar auf beliebige
beeinflussbare Nanokomponenten anwenden zu kdénnen, um u.a. so unter moglichst
geringem Material- und Zeitaufwand, Trennungen beliebig beeinflussbarer
Komponenten oder Katalysen geeigneter Reaktionen, in ein Nanofluidiksystem zu

implementieren.
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6 Appendix

6.1 Profilometeraufnahmen der SU-8-Schichten
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Abbildung 64: Profilometeraufnahmen der SU-8-Schichten, 480 nm (oben), 260 nm (mitte) und
525 nm (unten)
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6.2 36 nm Polystyrenpartikel
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Abbildung 65: AFM-Aufnahmen der 36 nm Partikel mit Markierung der vermessenen Partikel
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Tabelle 7: Partikelhéhen aus den Aufnahmen in Abbildung 65

Partikelnr. | Héhe [nm] | Partikelnr. | H6he [nm]
1 37,5 16 31
2 38 17 31
3 29 18 30
4 26 19 40
5 35 20 42
6 36 21 36
7 39 22 28
8 36 23 38
9 40 24 41

10 40 25 49
11 47 26 32
12 38 27 44
13 39 28 43
14 39 29 35
15 45 30 23

6.3 ImageJ Makro zur Fluoreszenzintensitatsauswertung

run("Clear Results");
list = #Bildanzahl#;
makeRectangle(0, 118, 160, 10);
run("Set Measurements...", " mean redirect=None decimal=6");
for (i=0; i<list; i++)
{run("Measure");
run("Next Slice [>]");

}
run("Input/Output...", "jpeg=75 file=.dat");
saveAs("Measurements"”, "#Ausgabepfad#.dat");

Die in # eingefassten Abschnitte sind dabei anzupassende Werte.

82



Abbildungs- und Variablenverzeichnis

Abbildungs- und Variablenverzeichnis

Mikrofluidikdesign zur Auftrennung von Nanopartikeln...........cccccvvviviiiiiiiiiiiiiiiiinnnn. 1
Bildung einer Peptidbindung aus zwei verschiedenen Aminosauren [20]................... 4
Darstellung der Sekundar- (unten) und der Tertiarstruktur (oben) [21].........ccccoeeee. 5
Protein, bestehend aus vier Polypeptidketten..............oooiiiiii e 6
Veranschaulichung der ViskOSitat [23]......ccoviiiiiiiiiiiee e 7
Hagen-Poiseuille Profil zwischen zwei parallelen Platten.............ccccccoiiiiiiiinieenn, 9
Potentialverlauf an geladener Oberflache ..., 11
Potentialverlauf zwischen zwei geladenen Wanden ..............cccccvviviiiiiiiiiiiiiiiiiieennn. 13

Vergleich zwischen Flussprofil verursacht durch EOF und Druckunterschied [35]... 15

Auswirkung eines aulderen elektrischen Feldes auf einen Mikrofluidikkanal [36] ..... 16

Mdglichkeiten zur Erzeugung inhomogener elektrischer Felder [38] ........................ 17
Veranschaulichung der Polarisierbarkeit eines Kugelchens und eines Proteins....... 18
Veranschaulichung der Gleichverteilung unterschiedlicher Partikel [44] .................. 20
Veranschaulichung eines statistischen Entkommens aus einer Potentialmulde....... 21
schematische Darstellung eines Wassermolekulls [50]........cccooviiiiiiiiiiiieiiiceeeiiinn, 22
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Wassermolekulen [50] ..........ccccceeeeeenen. 22
Autoprotolysereaktion des WaSsSErsS .........coevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 22
Jablonski-Diagramm zur Erlauterung der Fluoreszenz [52] ...........ceeeiiiiiiiiiieiiinnnnnnn. 24
Veranschaulichung der Stokes Verschiebung [55] .....ccoooovviiiiiiiiiiiiiiee e 25
Wafer mit erster diinner Lackschicht ... 28
70 NM SU-8-SChiChL ... et e e e e eeeannnes 29
Wafer mit zweiter Lackschicht, die die Aussparung fur die Barriere enthalt ............. 30
Skizze der Kanalstruktur mit Benennung der einzelnen Strukturbestandteile........... 32
Stanzaufbau mit StaNZMaSKE ...........ueiii 32
Skizze zur Veranschaulichung des Stanzapparaturprinzips ..........coeeevvcciiniieeeneeeenns 33
Skizze der PMMA-HEREIUNG ......uuiiiiiiii e 34
Skizze in Aufsicht zur Veranschaulichung der Reservoire im Chip........cccccooeevveeeen. 34
Versuchsaufbau mit Fluoreszenzmikroskop und Messaufbau..............ccccvvvueeee.n. 35
Veranschaulichung des Prinzips eines Fluoreszenzmikroskops [59].........ccccceevveeeen. 36
Skizze des Verlaufs des KanalverschlUuSSes..........ccoovviiiiiiiiiiiii e 39
Ergebnisse des Vergleichs von PDMS und h-PDMS [64]......ccoiieiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeans 41
PDMS-DoppelSChiChL ........oiiiiiieeeee e e e e e eeaaaas 41

83



Abbildungs- und Variablenverzeichnis

Kanaldesign fur Ersatzschaltbild...............oooooiiiiiii e 43
Ersatzschaltbild des Kanals aus Abbildung 33 ..., 43
durch eine Barriere deformierte Feldlinien in einem Mikrofluidikkanal...................... 44
Simulation des negativen Gradienten des quadrierten elektrischen Feldes ............ 45
Verlauf der elektrischen Feldlinien im Bereich des Spaltes in Draufsicht ................. 46

Ablenkung parallel zur Barriere bei Anliegen eines aulieren elektrischen Feldes .... 46

AFM-Aufnahme der 24 nm Partikel ... 47
GroRenverteilung der 24 nm Partikel......... ... 48
AFM-Aufnahme der 36 nm Partikel ... 49
Groldenverteilung der 36 nm Partikel ..o 49
Injektionsverhalten der 24 nm und der 36 nm Partikel..............oooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnn. 51
Ablenkung der 24 nm PartiKel............coooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 52
Veranschaulichung des Zurucklaufens des Analyten hinter der Barriere ................. 53
Potentialverlauf entlang der Teilchenbahn bei negativer DEP................c.c.ooooi. 53
Vergleich der 36 nm Partikel bei angelegter Gleichspannung ............ccccooevvvieeee.... 54
Potentialverlaufe bei unterschiedlichen Kanalhdhen ..., 57
lonenkonzentrationen in Abhangigkeit von Kanalhdhe und Position im Kanal ......... 58
Skizze zum lonenanreicherungseffekt ... 60
lonenkonzentration der Gruppen in Abhangigkeit von der Kanalhoéhe...................... 61
Filmausschnitt wahrend der SpannungserhOhUNg.............ooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 63
Verhalten der 24 nm Partikel nach Erhéhung der Gleichspannung.......................... 63
Verhalten der 36 nm Partikel nach Erhéhung der Gleichspannung............cccccee...... 63
Skizze des anzunehmenden Wachstums des lonenanreicherungsgebietes ............ 64

experimentelle Beobachtungen in Abhangigkeit von der anliegenden Feldstarke.... 64

Nettoionenstrome durch das Kanalsystem ... 65
Skizze zur Veranschaulichung der Gemischtrennungsauswertung...............c.ccc...... 68
Fotomontagen des Scanweges bei 7 V Gleichspannung .............ccccevviiiiiiiiienieeenn, 69
Intensitatsverlauf im roten und im granen Filtersatz ..., 70
Darstellung des Verhaltens von R-Phycoerythrin ..., 73
Darstellung des Verhaltens von Streptavidin.............ccoooeiiiiiiiiece e 74
verbesserte Barrierenstruktur in der Seitenansicht............................l 78
Profilometeraufnahmen der SU-8-Schichten ..., 80
AFM-Aufnahmen der 36 nm Partikel mit Markierung der vermessenen ................... 81

84



Abbildungs- und Variablenverzeichnis

Tabelle 8: verwendete Variablen

a Proportionalitatsfaktor
A Plattenflache

A Kanalquerschnittsflache

b Kanalbreite

c Lichtgeschwindigkeit

dKap Kapillardurchmesser

dt Zeitintervall

D Diffusionskonstante

D, hydraulischer Durchmesser
e Euler'sche Konstante

e, Elementarladung

E Energie

E, Elektrische Energie

E,. Kinetische Energie

E Elektrisches Feld

f. Reibungskoeffizient

F Faradaykonstante

I—:’ Kraftbetrag

EDEP Dielektrophoretische Kraft
I—:' | Elektrostatische Kraft

e
E Elektrophoretische Kraft
ep

E, Stokes’sche Reibungskraft
h Kanalhdhe

h,, Planck’sches Wirkungsquantum
| lonenstarke

| lonenstréme

Bjerrumlange

Kg Boltzmann-Konstante
Ko ik (T) Reaktionsrate
lonenprodukt des Wassers
W50
k Kramers Rate

Kramer
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K(a)) Clausius-Mosotti-Faktor
I Kanalsegmentlange
L Kanallange
m Masse
M, Stoffmengenkonzentration
M Gleichgewichtsionenkonzentration
*o
N, Avogadro-Konstante
Normaldruck
Po
Ap Druckunterschied
B Dipolmoment
q Punktladung
q’ Zweite Punktladung
r Abstand zu Oberflache
I Sphéarenradius
R, Elektrischer Widerstand
R Gesamtwiderstand
G
Molare Gaskonstante
(molar gas)
R?2 Korrelationskoeffizient
Re Reynoldszahl
S Abstand zur Ladung
S, Grundenergieniveau
So.. Angeregtes Energieniveau
t Zeit
T Temperatur
Tr Trennungskriterium
U Spannungsabfall
U, Geasmtspannung
y Geschwindigkeit
\7 . Elektroosmotische Geschwindigkeit
€0
\‘/ Elektrophoretische Geschwindigkeit
ep
y Absolute Geschwindigkeit
Vges
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Reaktionsgeschwindigkeit

hin/ riick

Vi Geschwindigkeit einer Platte
Vin Thermische Geschwindigkeit
U, Kanalumfang

W, Potentialbarriere

WDEP Dielektrophoretisches Potential

Raumkoordinate

Position im Kanal

lonenwertigkeit

Plattenabstand

Griechische Symbole

(04 Polarisierbarkeit

X Leitfahigkeit

&, Vakuumdielektrizitdtskonstante

&, Relative Dielektrizitatskonstante des Mediums
£, Relative Dielektrizitatskonstante des Partikels
¢ Elektrisches Potential

b Oberflachenpotential

n Viskositat

K Chemischer Gleichgewichtskonstante

A Wellenlange

Ao Debyelange

/lr,];q Nichtgleichgewichts Debyelénge

Heos Elektroosmotische Mobilitat

Hep Elektrophoretische Mobilitat

L lonenmobilitat

T Kreiszahl

0 Dichte

o Standardabweichung

) Frequenz

¢ Zetapotential
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Symbole

\Y Divergenz

v Gradient

| | Betragszeichen
J’ Integral

< > Mittelwert

[ ] Konzentration
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