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1 Zielsetzung und Motivation

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit wissenschaftlichen Weiter- und Neuentwicklungen fiir
die  Mikrochip-Elektrophorese (MCE) welche durch Miniaturisierung aus  der
Kapillarelektrophorese hervorgegangen ist.

Der Trend der Miniaturisierung von Geréten fiir die chemische Analyse und Synthese ist seit
einiger Zeit ungebrochen, da die Verwendung geschrumpfter Analysesysteme interessante
Eigenschaften mit sich bringt. Auf der einen Seite sind das stark verkiirzte Analysenzeiten,
typischerweise im Bereich von einigen Minuten bis hinab zu Millisekunden und ein extrem
niedriger = Chemikalienverbrauch.  Andererseits ist der hohere Einfluss  von
Oberflacheneigenschaften auf die Trennleistung, wie auch die verminderte Trenneffizienz im
Vergleich zur Kapillarelektrophorese (CE) zu nennen. Weiterhin erdffnet die MCE die
Moglichkeit, hochintegrierte Systeme, welche eine Vielzahl von Prozessschritten und
Systemkomponenten (wie Probenaufbereitung, Derivatisierungsreaktionen,
Halbleiterlichtquellen oder optische Detektoren) auf einem wenige Zentimeter groen Bauteil
vereinen, zu entwickeln. Netzspannungsunabhingige Systeme konnen zur Vorort-Analyse
pharmazeutischer oder umweltchemischer Fragestellungen, zur Erforschung des Weltalls,
oder einfach parallelisiert und fiir das Hochdurchsatz-Screening genutzt werden. Heutzutage
werden mikrofluidische Chips als Systeme mit hohem Potenzial fiir die Proteomanalytik

angesehen'”.

Mikrofluidische Kandle fiir die MCE haben typischerweise Dimensionen zwischen zehn und
einigen hundert Mikrometern. Im Bereich der Mikrofluidik treten zwei Punkte in den

Vordergrund, welche in makroskopischen Systemen geringere Prioritét haben:

A) die Detektion kleinster Probemengen bei geringen Schichtdicken sowie
B) die Oberfldchenchemie der verwendeten Materialien durch ein hohes Oberfléche-zu-

Volumen-Verhiltnis.

A) In der instrumentellen Analytik steht das Auftrennen, Qualifizieren und Quantifizieren von
Stoffgemischen mittels Analysegerdten im Vordergrund. Hierfiir ist die Detektion — die
Generierung eines zur vorhandenen Analytmenge proportionalen elektrischen Signals — ein

wesentlicher Bestandteil. Besondere Anforderungen an die Detektion der aufgetrennten



Probezonen stellen das kleine Probenvolumen im Nanoliter-Bereich, die Kanalgeometrie
sowie der zweidimensionale Aufbau der Chips dar.

Die Fluoreszenzdetektion hat sich als optische Detektionstechnik in der Mikrofluidik
vornehmlich aufgrund ihrer hohen Sensitivitit durchgesetzt. Dabei wird tiblicherweise mit
Anregungswellenldngen im spektralen Bereich zwischen 330 und 900 nm gearbeitet. Hierfiir
ist eine Fluoreszenzmarkierung der Analyten die Regel. Diese Markierungsreaktionen sind
insbesonders fiir Biopolymere wie Proteine problematisch, da letztere selten stochiometrisch
derivatisierbar sind, sie ihre biologische Funktion durch die Fluoreszenzmarkierung verlieren
koénnen und sich ihre isoelektrischen Eigenschaften (z.B. die Léslichkeit) dndern’. Die
Senkung der Anregungsstrahlung zu Wellenldngen zwischen 200-280 nm (UVC-Bereich)
bzw. 280-330 nm (UVB-Bereich) stimuliert bei einigen Analyten die intrinsische oder native
Fluoreszenz. In der HPLC wie auch in der klassischen Kapillarelektrophorese (CE) wird die
native Fluoreszenz bereits als Detektionsmethode genutzt. Fiir die MCE ist dies bisher nicht
der Fall, da Mikrofluidikchips vornehmlich aus Materialien gefertigt werden, die im tiefen
UV  intransparent sind (Glas, Kunststoffe) und sich zudem kommerzielle

Fluoreszenzmikroskope mit Borosilikatglas-Optiken als Arbeitsplattformen etabliert haben.

Eine Moglichkeit zur Steigerung der Sensitivitit in der Fluoreszenzdetektion ist die Variation
der Exzitationsintensitit. Im tiefen UV-Bereich muss dieser besondere Aufmerksamkeit
gewidmet werden, da die eingestrahlten Wellenldngen energetisch im Bereich der
Bindungsenergien liegen. Studien zur Auswirkung der Anregungsintensitit bei 266 nm auf
die individuelle Nachweisempfindlichkeit einzelner Analyte in der MCE sind bislang nicht
durchgefiihrt worden. Ahnlich verhilt es sich mit der Detektion von Neurotransmittern oder
Proteinen mit Hilfe der intrinsischen Fluoreszenz. Eine Ausnahme sind die fingerprint-
Elektropherogramme lysierter Zellen von Hellmich et al., wobei nicht klar ist, ob ganze

Zellorganellen, einzelne Proteine oder andere Zellkomponenten detektiert wurden®.

Die zweiphotoneninduzierte Fluoreszenz ist eine Technik, fiir die bei der jeweils doppelten
Wellenldnge der konventionellen Anregung mit sehr hohen Intensitidten gearbeitet wird.
Daraus ergeben sich im Bezug auf die Detektion in mikrofluidischen Kanilen eine quasi-
zweidimensionale Anregung sowie die Moglichkeit in UVC-intransparenten Chipmaterialien
beispielsweise Proteine zu detektieren. Die Arbeit von Zugel et al. beschreibt einen on chip -

Enzymassay’, welcher mit der nativen zweiphotoneninduzierten Fluoreszenz in Quarzchips



detektiert wird. Hier kommt ein sehr komplexer Detektionsautbau zur Verwendung,

allerdings findet eine effiziente elektrophoretische Trennung von Proteinen nicht statt.

B) In makroskopischen Systemen ist das Verhéltnis von Oberfliche zu Volumen klein, daher
konnen die Adsorption von Molekiilen oder die Katalyse von Reaktionen an Oberflidchen oft
vernachldssigt werden. Mit zunehmender Miniaturisierung nimmt das Oberfliche /
Volumenverhéltnis zu, weshalb der Oberflaichenchemie in mikrofluidischen Systemen grofite
Aufmerksamkeit gewidmet werden muss. Einerseits kdnnen Analyten an den Oberflichen
adsorbieren und andererseits beeinflusst die chemische Oberflichenbeschaffenheit die

Trenneffizienz.

Gegenwirtig werden mikrofluidische Chips aus fertigungstechnischen Griinden iiberwiegend
aus wie Glas oder vergleichsweise hydrophoben Kunststoffen hergestellt. Diese sind aus
oberflaichenchemischer Sicht kaum fiir die effiziente elektrophoretische Trennungen stark
adsorbierender Analyte geeignet. So zeigen Proteine oftmals irreversible Wechselwirkungen,
weshalb in der CE wie auch in der MCE Oberfldchenbeschichtung zur Steigerung der
Hydrophilie eingesetzt werden. Unter Verwendung hydrophiler Polymere wie Poly-
ethylenglycol®, Polyacrylamid’ und insbesondere Polyvinylalkohol® als Beschichtungsmittel
lasst sich die Wandadsorption minimieren und zusétzlich der elektroosmotische Fluss
reduzieren. Beide Punkte haben hohere Trenneffizienzen zur Folge. Der direkten Fertigung
mikrofluidischer Chips aus diesen stark hydrophilen Polymeren steht deren Quellverhalten
bzw. deren Wasserldslichkeit im Wege, welches die Zerstorung mikrofluidischer Strukturen
mit sich bringt. Die Wasserloslichkeit von Polyvinylalkohol wurde bereits zur Herstellung
von Transfertemplaten zum Kopieren von mikrofluidischen Strukturen mittels HeiBpragen
genutzt9.

Interessante Polymere, welche wasserunlosliche Vorstufen von Polyvinylalkohol darstellen
sind das Polyvinylacetat und das Polyvinylbutyral. Diese sollten sich oberfldchlich zu
Polyvinylalkohol umsetzen lassen und aufgrund der kovalenten Bindung zum
Polymersubstrat eine wasserunldsliche, permanent-hydrophile Oberfliche ergeben. Uber die
Mikrostrukturierung dieser Polymere wurde in der Literatur bisher nichts verdffentlicht. Im
Zuge dieser Arbeit soll die Verwendbarkeit und Eignung von Polyvinylacetat und
Polyvinylbutyral zur Herstellung mikrofluidischer Chips und deren anschlieBender

Hydrophilierung im Hinblick auf den Einsatz in der MCE untersucht werden.
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2 Grundlagen

2.1 Elektrophoretischer Teil

Unter dem Begriff Elektrophorese werden analytische Verfahren zur Auftrennung geldster
oder dispergierter Analyten aufgrund der Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld
zusammengefasst. Diese Geschwindigkeit hangt von der Ladung des betrachteten Teilchens,
seiner Grofle und Form, seiner Umgebung, der Temperatur und — nicht zuletzt — von der

elektrischen Feldstarke ab.

Geladene Teilchen bewegen sich in Ldsung unter dem Einfluss eines elektrischen
Gleichspannungsfeldes mit unterschiedlicher Geschwindigkeit, weshalb sie sich iiber eine
definierte Trennstrecke in einzelne Zonen aufteilen. Zwischen den Elektroden ist eine
Elektrolytlosung, welche die Grundleitfdhigkeit iiber die Trennstrecke gewihrleistet und
weiterhin das elektrische Feld raumlich und zeitlich moglichst konstant hélt. Normalerweise
besteht diese aus Puffersystemen, um eine pH-Wert-Anderung durch Elektrolysereaktionen zu

unterbinden und damit die Ladung der Analyten konstant zu halten.

Fiir die Elektrophorese werden verschiedene Plattformen benutzt, dabei unterscheidet man

zwischen tragerhaltigen Verfahren und tragerlosen Verfahren:

Tragerhaltig (fruher Elektropherographie):
e Papierelektrophorese: Diese dlteste Methode benutzt angefeuchtete Papierstreifen als
Tragermaterial fiir die eigentliche Trennung.

e Gelelektrophorese (GE): Hier wird ein Gel (Polyacrylamid, Stirke, Agarose 0.4.) als
Medium fiir die Trennung der Analyten eingesetzt.

e Kapillargelelektrophorese (CGE): Eine gelgefiillte Kapillare mit einem
Innendurchmesser von 20-200 pm dient als Trennmedium.

Tréagerfrei:
e Kapillarzonenelektrophorese (CZE): Wiederum findet die Trennung in einer Kapillare
statt, diesmal ist sie jedoch ohne Tragermedium nur mit Elektrolytlosung gefiillt.
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e Mikrochipelektrophorese (MCE): Bei diesem hochminiaturisierten Verfahren sind
mikrofluidische Kanile in einem quasi-zweidimensionalen Chip integriert. Ubliche
Dimensionen sind 20-50 pm Kanalbreite und 5-40 pm Kanalhohe.

Vorteile der tragerbasierten Elektrophorese sind sehr hohe zu erreichende Effizienzen sowie
das Erhalten diskreter Banden, welche vereinzelt weiteranalysiert werden konnen. Nachteilig
sind die relativ geringen nutzbaren Trennpotentiale, da bei hohen Potentialen bedingt durch
den Ohmschen Widerstand iibermdflige Joulesche @ Wérme  entsteht, welche
Temperaturgradienten und damit konvektive Stromungen zur Folge hat. Diese Stromungen
wirken dem Trennprozess entgegen und verringern die Trenneffizienz.

Die Detektion in der Elekropherographie erfolgt meistens in einem getrennten Arbeitsschritt.
Nach der Auftrennung durchlaufen die Analyten einen Anfiarbeprozess und werden
anschlieend durch Remissionsmessungen der gebildeten Farbzonen quantifiziert. Dabei wird
die Probe beleuchtet und das diffus reflektierte Licht detektiert. Neben dem erhohten
operativen Aufwand stellt der Anfirbeprozess eine groBle Herausforderung fiir die

Reproduzierbarkeit der Quantifizierung dar'.

In tragerfreien Systemen ist die Messung hingegen bei hoheren Feldstirken moglich, was die
Analysenzeiten stark verkiirzt. Eine Voraussetzung hierfiir ist jedoch die Zonenstabilitét.
Ehemals wurde diese durch antikonvektive Zusdtze im Trennsystem gewéhrleistet, im Laufe
der Miniaturisierung und dem Einsatz von Kapillaren mit Innendurchmessern im um-Bereich

wurde diese Funktion durch Kapillarkrifte {ibernommen'’

. Eine weitere Folge der
Miniaturisierung ist ein grofleres Oberfldche-zu-Volumen-Verhiltnis, welches eine effiziente
Abfiihrung der Jouleschen Warme und damit hohere Feldstiarken ermoglicht, gleichzeitig aber
den Einfluss von Oberflicheneffekten (z.B. adsorptive Wechselwirkungen) in den
Vordergrund treten ldsst. Seit Beginn der achtziger Jahre wurde die Elektrophorese in noch

12,13

kleineren Quarzkapillaren '~ und seit Beginn der Neunziger schlieBlich in mikrofluidischen

Chips entwickelt'*"”.

Als Detektionsmethoden kommen in der Kapillarelektrophorese iiberwiegend (on column-)
Techniken aus der Hochleistungs-Fliissigkeitschromatographie zum Einsatz, wie die UV-
Absorptionsdetektion'®, die Leitfahigkeitsdetektion'’, die Fluoreszenzdetektion™ sowie Off-

column-Techniken wie z.B. die Massenspektrometrie®' 2.

12



In dieser Arbeit wurde ausschlielich mit Kapillarzonenelektrophorese (CZE bzw. CE) und
Mikrochip(zonen)elektrophorese (MCE) gearbeitet. Der apparative Aufbau der beiden
Techniken unterscheidet sich nur geringfiigig, aus praktischen Griinden ist aber die technische
Realisierung (z.B. der optischen Detektion) unterschiedlich. Die schematische Darstellung

eines klassischen Kapillarelektrophorese-Systems ist in Abb. 1 gezeigt.

Hochspannungs
-Netzteil

[RIEE
Ioi .

Detektor/Datenausgabe

Kapillare

Prohengefiilie

Thermostatiertes Gehiuse

Abb. 1 Schematischer Aufbau eines Kapillarelektrophorese-Systems

Fiir die Chip-Elektrophorese wird die Kapillare durch einen zweidimensionalen Chip ersetzt,
der zwei sich kreuzende Kanile trigt. In Abb. 2 ist die Fotografie eines mikrofluidischen
Chips aus Glas dargestellt. Die Bohrungen in der Deckplatte dienen als Puffer- bzw.
Probengefdfle und als Kontaktstellen zur mikrofluidischen Struktur. Die Trennstrecke dieses
Chips ist verglichen mit der Kapillare um ca. eine GroBenordnung kleiner”. Ferner ist eine
rasterartige Hilfsstruktur sichtbar, welche dem Hersteller ein Zusammenfiigen (bonding)
beider Glasplatten ohne Lufteinschliisse erleichtert.

Weiterhin wird in der MCE die Probe im Kreuzungsbereich elektrokinetisch aus einem zum
Trennkanal orthogonalen Analytfluss injiziert, wihrend in der CE ein schlichter Tausch der
Inlet-Losungen erfolgt. Fiir die Probeninjektion wird in der MCE daher ein Mehrkanal-
Netzteil oder ein schaltbares Hochspannungs-Widerstandsnetzwerk benotigt.

Drittens kann aufgrund der groBeren Wérmekapazitit des Mikrofluidik-Chips auf das
thermostatierte Gehéduse verzichtet werden, welches als Senke fiir die entstehende Joulesche

Wirme dient.
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Viertens gibt es Unterschiede in den Detektorlayouts. Auf mogliche Detektionstechniken fiir
die MCE und deren Aufbau wird in Kap. 2.3.3 auf Seite 29 nédher eingegangen.

Injektionskanal

Trennkanal

Abb. 2 Fotografie eines mikrofluidischen Glaschips flr die Elektrophorese

Wichtige Vorteile mikrofluidischer Bausteine im Gegensatz zu Kapillaren sind kiirzere

>, ein hohes Integrationspotenzial®® und

27-29

Analysezeiten®, geringere bendtigte Probemengen’
die einfach zu realisierende Parallelisierbarkeit (Multiplexing). Dem stehen eine
ungiinstigere Detektionsgeometrie, sowie bedingt durch die kiirzere Trennstrecke, geringere

Trenneffizienzen und kleinere Peakkapazitéiten, gegeniiber.

2.1.1 Grundlagen elektrokinetischer Erscheinungen

Die Zeit, die ein lon zur Bewegung iiber eine definierte Strecke im elektrischen Feld benétigt,
nennt man Migrationszeit t,. Diese Grofle wird analog zu der aus chromatographischen
Methoden bekannten Retentionszeit t, verwendet und dient unter definierten Bedingungen als

charakteristische Grof3e fiir ein bestimmtes lon.

Die Wanderungs- oder Migrationsgeschwindigkeit der Teilchen im elektrischen Feld ist
abhéngig von

1. Teilcheneigenschaften: Ladung, Grofle, Geometrie, pK-Werte

14



2. Losungsmitteleigenschaften: Viskositit, [onenkonzentration, pH-Wert,
Dielektrizitdtskonstante
3. duBeren Eigenschaften: Feldstdrke, Temperatur

Im Normalfall ist die Migrationsgeschwindigkeit unabhédngig von der Analytkonzentration im
Puffer. Eine Ausnahme stellt die Uberladung von elektrophoretischen Trennsystemen dar, die

es aus diesem Grund zu verhindern gilt.

Beim Anlegen eines elektrischen Feldes iiber eine Kapillare treten zwei sich iiberlagernde
Effekte auf, die eine Bewegung der Ionen bewirken: Die Elektrophorese und die

Elektroosmose.

2.1.1.1 Elektrophorese

Die Elektrophorese bewirkt eine Bewegung der ionischen Bestandteile zum Pol der
entgegengesetzten Ladung. Befindet sich ein geladener Analyt im elektrischen Feld, so wirkt

auf ihn die Beschleunigungskraft Fe:

5
F,=z%¢,*E [Gleichung 1] ;

wobei  z = Ladungszahl des lons
o= Elementarladung (1,6*10™"" [A*s])
E = Betrag der elektrischen Feldstéirke [V/m]

Die Stokes’sche Reibungskraft wirkt der elektrischen Beschleunigungskraft entgegen. Unter
der Annahme einer sphérisch symmetrischen Ladungsverteilung des lons gilt:
Fooes =0*m*n*r, *vy, [Gleichung 2] ;

wobei n~3,14159
1, = Radius des Teilchens [m]
1 = dynamische Viskositit [Pa*s]

Vep = elektrophoretische Wanderungsgeschwindigkeit [m*s™]

Nach einer Induktionsphase stellt sich zwischen diesen beiden Kriften ein

Gleichgewichtszustand ein. Es gilt:

ze _
FStokestelQZ*eO*E=6*”*U*ra*Vep<:>Vep= *E=k*E [Gleichung 3] ;
67nr,
wobei z = Ladung des Teilchens

e = Elementarladung Elektron [C]
E = Betrag der elektrischen Feldstirke [V/m]
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1 = dynamische Viskositét [Pa*s]
r = Teilchenradius [m]
ve,= elektrophoretische Wanderungsgeschwindigkeit [m*s™]

k = elektrophoretische Mobilitit [m’s' V™' ]

Dabei ist der Koeffizient k als elektrophoretische Mobilitdt ., definiert. Diese Gleichung

entspricht dem ersten Kohlrausch’schen Gesetz.

In realen Trennsystemen wirken neben der Reibungskraft noch weitere Kréfte auf die zu
trennenden Analyten ein. Beispielsweise liegt ein Analyt-Anion nicht isoliert vor, vielmehr ist
es von einer positiv geladenen Kationenwolke umgeben (Debye-Hiickel-Theorie). Diese
Wechselwirkung verringert die effektive Ladung des Anions durch Abschirmung und somit
die Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld. Weiterhin wird gendhert, indem eine
sphirisch-symmetrische Ladungsverteilung angenommen wird. Diese liegt streng genommen
nur im Gleichgewichtszustand ohne externes elektrisches Feld vor. Die durch ein angelegtes
elektrisches Feld getrennten Ladungszentren von Zentral-lon und Solvathiille streben
wiederum einen Gleichgewichtszustand an, was letztlich in der Abbremsung des
migrierenden Zentralions durch die lonenwolke resultiert. In der Theorie wird der
Ladungszustand eines gegebenen lons durch das Zetapotenzial der elektrischen Doppelschicht

beschrieben.

Die Helmholtz-Smoluchowski-Gleichung gibt eine quantitative Beschreibung der

elektrophoretischen Mobilitét des solvatisierten Zentralions und dem Zetapotenzial.

Moy == r o [Gleichung 4] ;

wobei g = Dielektrizititskonstante des Vakuums (8,854 [ A*s/ (V*m) ])
g, = Dielektritititskonstante des Elektrolyts [ A*s / (V¥m) ]
n = dynamische Viskositdt der Losung [Pa*s]

Cep = Zetapotenzial [V]

2.1.1.2 Elektroosmose

Die Elektroosmose ist ein Phdnomen, das parallel zu elektrophoretischen Effekten auftritt.
Beim Anlegen eines elektrischen Feldes, dessen Vektor in Richtung des Kapillarverlaufs
zeigt, wird eine Stromung induziert, die einer Nettobewegung aller Molekiile entlang der
Kapillare entspricht.
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Generell treten an Fest-zu-Fliissig-Phaseniibergdngen Wechselwirkungen zwischen beiden
Phasen auf. Dabei lagern sich geloste Stoffe oder Losungsmittelmolekiile selbst an der festen
Phase an. Die Silanolgruppen der Oberfliche einer Quarzkapillare liegen bei pH-Werten
ungleich des isoelektrischen Punktes teilweise geladen vor. Daraus resultiert fiir einen pH-
Wert > 2 eine negative Nettoladung der Kapillaroberfliche. Kationen sowie dipolare
Losungsmittelmolekiile lagern sich durch Coulomb-Kréfte an diese Festkorperoberfliche an
und bedecken diese mit einer starren Schicht. Zusammengenommen wird die geladene
Kapillaroberfliche mit angelagerten Gegenionen als elektrische Doppelschicht bezeichnet.
Mit steigendem Abstand zur Wand vergroBert sich die mittlere Entfernung der Kationen
(diffuse Schicht), bis sie den, flir eine gegebene lonenkonzentration charakteristischen Wert,
erreicht hat.

Legt man ein elektrisches Feld an, so bewegt sich die mobile wandnahe Ionenschicht, im
Falle von Quarzkapillaren und pH-Werten oberhalb des isoelektrischen Punktes, in Richtung
der Kathode. Dabei werden umliegende Losungsmittelmolekiile mitgerissen, was letztlich
eine Fliissigkeitsstromung in Kathodenrichtung zur Folge hat. Dieser elektroosmotische Fluss
(EOF) kann als elektrisch angetriebene Pumpe angesehen werden, die den elektrophoretischen
Massetransport der Analyten durch eine Kapillare {iberlagert.

Der EOF kann quantitativ durch die Helmholtz-Gleichung beschrieben werden.

*E*E
4*72-*77

EOF = [Gleichung 5] ;

wobei ¢ = Dielektrizitdtskonstante [ A*s / (V*m) ]
E = Betrag der elektrischen Feldstirke [V/m]
& = Zeta-Potenzial [V]
n~3,14159

n = dynamische Viskositdt [Pa*s]
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Abb. 3 Vergleich von elektrokinetischem und hydrodynamischem Strémungsprofil

In Quarzkapillaren nimmt der EOF sowohl mit steigendem pH-Wert, als auch mit
abnehmender Pufferkonzentration zu. Experimentell ist der Betrag des EOFs z.B. durch den
Zusatz von Neutralmarkern zur Probe bestimmbar.

Das resultierende Stromungsprofil des EOF ist stempelformig (Abb. 3A). Dieses tragt im
Gegensatz zum druckinduzierten Hagen-Poiseuille’schen-Stromungsprofil (Abb. 3 B)

weniger stark zur Zonenverbreiterung bei.

Einer quantitativen Beschreibung des Grenzflachenpotenzials zwischen Puffer und
Kapillarwand wird das Modell von Stern® gerecht. Das Potenzial sinkt in der starren Schicht
(Stern-Schicht) linear mit dem Abstand zur Phasengrenze, wie in Abb. 4 gezeigt. Diese diinne
Ionenschicht kann als stationér betrachtet werden.

Das Potenzial an der Scherfldche von starrer und diffuser Schicht wird &-Potenzial genannt.

Durch Stromungspotenzialmessungen ist es eine experimentell zugiangliche Grofe.

18



Gouy-Chapman-Schicht homogene Verteilung
(Losung)
5
=
E
¢-Potential "7 5" .
g
i
=}
5
=
5
=8
T
Gry  # B 2 oe
:é} L @ o e o @
’{;}{g & e i & P &
AR e S oe ® oo ©
2w ies = ® ®

Abb. 4 Phasengrenze Feststoff - Elektrolyt nach dem kombinierten Gouy-Chapman-Stern-Modell

Von der diffusen Schicht findet ein Ionenaustausch mit der Elektrolytlosung statt, wobei das
Potenzial quer zum Kapillarverlauf exponentiell sinkt. Dieser exponentielle Teil kann

angendhert werden durch die folgende Gleichung:

Up, =&*e™™ [Gleichung 6] ;

wobei Upo= Potenzial an der Grenzflache
& = Zeta-Potenzial
k= Debye-Lange (ein MaB fiir die Doppelschichtdicke)

x = Entfernung von der Wand

Im Folgenden wird der Einfluss des EOF auf elektrophoretische Trennungen diskutiert.

Bei der Trennung von kationischen Analyten verkiirzt der EOF in Quarzkapillaren
(kathodenseitige Detektion) bei pH-Werten > 2 die Analysenzeiten. Bei anionischen Analyten
hingegen erlaubt er {iberhaupt erst deren kathodische Detektion, sofern der EOF grof3er ist als
die elektrophoretische Mobilitdt (welche in Gegenrichtung wirkt). Ist der EOF kleiner, als die
elektrophoretische Mobilitdt der Analyten kann durch Umpolung der Spannungsquelle auf der

Anodenseite detektiert werden.
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Der EOF tragt zwar zum Massetransport in der Kapillare, nicht jedoch zur Auftrennung des
Analytgemisches bei. Daher ist die gezielte Unterdriickung des EOF besonders
wiinschenswert, wenn bei Kationen-Trennungen auf kurzen Trennstrecken hohe Auflosungen
erzielt werden sollen.

Ein weiterer Grund fiir die Unterdriickung des EOFs ist die bessere Reproduzierbarkeit der
absoluten Migrationszeiten. Diese resultieren zum einen aus Analytadsorption an den
Kapillarwénden, welche das &-Potenzial dndert. Zum anderen kommt es in unbehandelten
Kapillaren nach pH-Wert-Wechseln an fused-silica Oberflichen durch unterschiedliche
Protonierungsgrade der Silanolgruppen zu Hystereseerscheinungen®'. Diese bewirken, dass
die absoluten Analyt-Migrationszeiten von der Vorkonditionierung der Oberfldchen abhingig
sind, weshalb {iiblicherweise mit internen Standards gearbeitet wird, auf deren Migrationszeit
normiert wird.

Besser als diese Korrektur in der Datenauswertung wire die Sicherstellung eines
reproduzierbaren EOFs, was zudem auch einen positiven Einfluss im Hinblick auf die
Injektionen in der MCE hitte. Das ldsst sich durch Oberflichenmodifikation, also der
Beschichtung der Kapillarwédnde erreichen. Dabei unterscheidet man die dynamische und die
permanente Desaktivierung® der Oberfliche. Bei ersterer werden stark wechselwirkende
Substanzen als Pufferadditive verwendet, welche an der Kapillarwand adsorbieren und die
Silanolgruppen zeitlich begrenzt blockieren®”. Aufgrund des dynamischen Gleichgewichts
von Adsorption und Resorption hat sich der Begriff der dynamischen Belegungen
durchgesetzt. Dynamische Beschichtungen machen vor allem fiir Elektrophorese-Chips aus
organischen polymeren Materialien Sinn, da Oberflichenreaktionen (analog der Silanisierung
von Glas) aufgrund der chemischen Variabilitidt schwierig anzuwenden sind und weiterhin
mehrstufige Reaktionsprozesse der kostenglinstigen Massenfertigung entgegenstiinden.

Fiir die permanente Oberflichenmodifikation von Glas-Chips kdnnen die Silanolgruppen

33-35 36,37

derivatisiert™ ", die Glasoberfliche kovalent an Polymere gekniipft oder mit einem
Polymerfilm beschichtet werden. Bei der Beschichtung gibt es zwei Strategien: Entweder es
werden von vorneherein Elektrolyt-unlosliche Polymere verwendet, oder nach der
Beschichtungsprozedur mit wasserloslichen Polymeren werden die Schichten thermisch, bzw.

durch chemische Vernetzung®® immobilisiert.

Die rdumliche Trennung von Kapillaroberfliche und Elektrolyt durch die Beschichtung fiihrt
zu einer verminderten Dissoziation oberflichennaher Silanolgruppen und damit zu einer

Reduzierung des EOFs. Ein positiver Nebeneffekt ist das Verringern von Analyt-Wand-
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Wechselwirkungen, die insbesondere bei Proteinen auftreten. Diese multifunktionellen
Biopolymere treten leicht in Wechselwirkung mit der hydrophilen, meist anionischen
Kapillaroberfliche. Die Unterbindung von Analyt-Wand-Wechselwirkungen erhoht

besonders bei der Trennung basischer Proteine die Trenneffizienz drastisch®>’.

2.2 Bestimmung der Oberflachenhydrophilie

Die Benetzungsfahigkeit eines planaren Korpers mit einer Fliissigkeit ldsst sich quantitativ
durch Bestimmung des Kontaktwinkels charakterisieren. Als Modell diene eine
Substratoberflidche mit darauf befindlichen Fliissigkeitstropfen®’. Dieser ist nicht kugelformig
(wie es in der Schwerelosigkeit der Fall wire), sondern durch die Summe von Gewichtskraft,
Oberflachenspannung und Grenzflichenkraft zu einer mehr oder minder abgeflachten
Kugelkalotte verformt. Der Kontaktwinkel (unexakt oft auch als Randwinkel bezeichnet) liegt
— nach der Methode des liegenden Tropfens — zwischen dem Rand des Fliissigkeitstropfens
und der Oberflache. Er wird definitionsgemall zur Tropfenmitte hin bestimmt (gemil3 Abb.
1

5). Die Begriffsbestimmungen und die Methode sind in einer Europiischen Norm®

zusammengefasst.

/ Wassertropfen

Abb.5 Bestimmung des Kontaktwinkels nach der Methode des liegenden Tropfens (statisch)
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Die Grofe des Kontaktwinkels hingt u. a. von den Wechselwirkungen des Stoffes mit der
Oberfldache ab. Mittels der Youngschen Gleichung bzw. der Young-Laplace-Gleichung lisst
sich bei bekannter Oberflichenspannung der Fliissigkeit aus den Kontaktwinkeln die

Oberflachenenergie eines Substrates bestimmen:

0o — O, Oy — O,
0 = arccos —2—9 < cos(f) = —2—F

o o

& 0, =0 xcos(0) + o

0  Kontaktwinkel
6o Grenzflichenenergie der Oberflache
oor Grenzflichenenergie zwischen Festkorper und Oberflache

or Grenzflichenenergie der Fliissigkeit

Es gilt: Je kleiner der Kontaktwinkel, desto besser ist die Benetzung des Substrates, desto
hoher seine Hydrophilie — sofern Wasser als Testfliissigkeit verwendet wird. Das vollige
Zerlaufen der Fliissigkeit auf der Oberfldache wird als Spreiten bezeichnet.

Die freie Oberflichenenergie ist definiert als reversible Arbeit, die isochor und isotherm
aufgewendet werden muss, um eine gegebene Fliissigkeitsoberfliche zu vergrofern. Es gibt
zahlreiche mathematische Verfahren zur Bestimmung der freien Oberfldchenenergie aus den

Kontaktwinkeln, wie z.B.

a) das Verfahren nach Schultz***

b) das Verfahren nach Oss, Good und Chaudhury

c) das Verfahren nach Owens, Wendt, Rabel und Kaelble*
d) das Verfahren nach Wu®

e) das Verfahren nach Zismann,

Zur Vereinfachung wurden im Zuge dieser Arbeit nicht die freien Oberflaichenenergien selbst,
sondern lediglich die erhaltenen Kontaktwinkel im Rahmen ihrer Fehlertoleranzen verglichen.
Hierdurch konnen relative Aussagen beziiglich der Benetzbarkeit, also der Hydrophilie der

Oberfliache, erhalten werden.
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2.3 Detektion

Die Fluoreszenz zur Analytdetektion hat in den letzten Jahrzehnten vor allem in der Chemie,
Biologie und den Lebenswissenschaften ein breites Anwendungsspektrum gefunden.
Ausschlaggebend dafiir sind die hohe Sensititvitit einerseits und die hohe Selektivitit

andererseits.

Erstmals publiziert wurde das Phdnomen der Fluoreszenz im Jahre 1845 von Sir John
Frederick William Herschel. Als Fluorophor diente eine Chininsulfatldsung in weinsaurer
Losung”’. Die einseitige Bestrahlung dieser farblosen Losung mittels Sonnenlicht offenbarte
eine blduliches Schimmern, die Fluoreszenz. Die erste nutzbare Anwendung gab es ungefahr
ein Jahrhundert spéter als vom US-Verteidigungsministerium die Quantifizierung von
Malariamitteln (wie z.B. Chinin) in menschlichen Korperfliissigkeiten vorgenommen

4
wurde®®.

Die Anzahl an fluoreszenz-basierten Applikationen wie auch die Vielzahl und Qualitéit der
Instrumentierung wachsen stetig. Fluoreszenzmessungen haben andere hochempfindliche
Techniken wie beispielsweise die radioaktive Markierung zunehmend verdriangt. Heutzutage
wird die Fluoreszenzdetektion in der Praxis als leistungsfihige Detektionstechnik mit einer
Vielzahl von analytischen Trennverfahren gekoppelt. Im chemischen Laboratorium gehort sie

als hochselektive und -sensitive Methode gegenwirtig zu den Standardverfahren.

2.3.1 Grundlagen zur einzelphotoneninduzierten Fluoreszenz

Das Phidnomen der Lumineszenz beruht auf der Relaxation eines Elektrons aus einem
angeregten elektronischen Energieniveau in den elektronischen Grundzustand unter
Abstrahlung eines Photons. Typische Emissionswellenlingen liegen zwischen dem
ultravioletten und dem nahen infraroten Spektralbereich®. Tritt diese spinerlaubte Relaxation
innerhalb von 107'° - 107's nach der Anregung ein, so spricht man von Fluoreszenz, ist die
Zeitverzogerung lidnger und spinverboten von Phosphoreszenz. Der Quantensprung des
Elektrons ins hohere Energieniveau erfolgt iiblicherweise durch  Absorption

elektromagnetischer Wellen.
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In den folgenden Betrachtungen wird ausschlieBlich die Stokes’sche Fluoreszenz diskutiert,
welche in kondensierter Materie dominiert. Zur Verdeutlichung des Fluoreszenzphidnomens
sind die valenzelektronischen Energieniveaus zu betrachtender Molekiile in Abb. 6

dargestellt.

P, mil

v Z vy

o

I, T r

Abb. 6 Potenzialdiagramm eines Fluorophors mit Fluoreszenziibergang

Gemil dem Frank-Condon-Prinzip, welches auf der Annahme basiert, dass die Elektronen
aufgrund geringerer Masse ein im Vergleich zu den Atomriimpfen vernachldssigbares
Tragheitsmoment besitzen, kann die Promotion von Elektronen in energetisch hohere Orbitale
nur streng vertikal erfolgen. Der Vorgang der Photonenabsorption lduft innerhalb weniger
Femtosekunden ab. Das elektrische Kraftfeld der promovierten Elektronen ist nicht mehr mit
den trigen Atomriimpfen im Gleichgewichtszustand, dementsprechend setzt eine Rotations- /
Schwingungsrelaxation bis zum Gleichgewichtsabstand des angeregten Teilchens ein. Diese
Thermalisierung nimmt einige Picosekunden in Anspruch. Aufgrund der geringen Abstinde
beteiligter Energieniveaus werden keine elektromagnetischen Wellen im sichtbaren Bereich
emittiert.

Typischerweise liegt die Fluoreszenzlebensdauer elektronisch angeregter Fluorophore im
Nanosekundenbereich. Durch die Relaxation des angeregten Fluorophors in den
elektronischen Grundzustand wird sichtbare elektromagnetische Strahlung emittiert. Dieses
Emissionslicht ist somit zu groBBeren Wellenldngen, also niedrigerer Energie als das

Anregungslicht verschoben. Die Relaxation in den elektronischen Grundzustand gehorcht
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analog der Anregung dem Frank-Condon-Prinzip. Als Folge eines vertikalen Uberganges
vollzieht  sich die Lichtemission mit groerer Wahrscheinlichkeit in  ein
schwingungsangeregtes Niveau des elektronischen Grundzustands. Gewohnlich tritt
anschlieBend eine Rotations- / Schwingungsrelaxation in die thermische Gleichgewichtslage
der betrachteten Atome ein. Der gesamte Prozess kann nun von vorne beginnen.

In der Praxis sind Fluoreszenzspektren meist spiegelbildlich zu den jeweiligen
Absorptionsspektren. Dieser Sachverhalt ist eine Folge des Fluoreszenziiberganges in ein

angeregtes Schwingungsniveau des elektronischen Grundzustandes.

Die strahlungslosen Rotations- / Schwingungsrelaxationen, die pro durchlaufenem
Fluoreszenzprozess stattfinden, wandeln einen Teil der Anregungsenergie in thermische
Energie um. GemdB dem 1. Hauptsatz der Thermodynamik ist der Energieverlust der
Emissionsstrahlung gleich der thermischen Energie, sofern andere Prozesse vernachléssigt
werden. Die Differenz zwischen Agm und Agy. heiit Stokes’sche Verschiebung nach ihrem
Entdecker Sir George Gabriel Stokes’.

Laut der Regel von Kasha’' ist die Struktur eines Fluoreszenzspektrums von der
Anregungswellenldnge unabhéngig, sofern es nur ein angeregtes Energieniveau gibt. Die
effektivste Fluoreszenzanregung eines Molekiils 14sst sich bei einer Wellenldnge erzielen, die
kleiner ist als die des Fluoreszenzlichtes, und bei der der Absorptionsquerschnitt fiir die

Anregungswellenldnge maximal ist.

Eine wichtige GroBe fiir die Fluoreszenzdetektion ist die Effizienz eines Fluorophors,
Lichtquanten abzugeben. Die Fluoreszenzquantenausbeute @ ist definiert als Verhiltnis aus
der Anzahl emittierter und absorbierter Photonen. Sie kann beschrieben werden durch die
folgende Gleichung:

n r
O, == =7*[ [Gleichung 7] ;
rlAbsA F + kdunkel

wobei T" = Ratenkonstante der Emission
Kaunket =LOschrate = Summe aller Ratenkonstanten strahlungsloser
Prozesse

T = Lebensdauer

Sowohl Fluoreszenzwellenldnge, als auch Intensitéit sind abhidngig von duBeren Parametern

wie pH-Wert, lonenstirke des Puffers und Polaritit des Losungsmittels.
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Die Fluoreszenzintensitit als Funktion von der Fluorophorkonzentration kann analog zum
Boguer-Lambert-Beerschen Gesetz durch den folgenden Zusammenhang beschrieben werden

(Gesetz von Parker):

Fl =1,*k*g¢*(e*c*d) [Gleichung 8]

wobei FI = Fluoreszenzintensitét
I, = Intensitét des eingestrahlten Lichts
K = geometrischer Faktor
¢ = Fluoreszenzquantenausbeute
& = molarer dekadischer Extinktionskoeffizient
¢ = Fluorophorkonzentration

d = optische Schichtdicke

Als Mal fiir die Empfindlichkeit einer Messung wird das Signal-/Rauschverhéltnis (SNR)
angegeben. Dieses ist definiert als Quotient der mittleren Hohe des Nutzsignals (Analytsignal)
und der mittleren Hohe des Storsignals (Rauschen) der selben Quelle. Das Rauschen
entspricht der Standardabweichung des Nullsignals und wurde in der vorliegenden Arbeit per

Auswertesoftware bestimmt.

Die Nachweisgrenze (limit of detection, LOD) eines Stoffes ist die Konzentration, bei der
dieser Stoff reproduzierbar qualitativ nachgewiesen werden kann. In der analytischen Chemie
gilt ein Stoff als zuverlédssig nachgewiesen, wenn die Ungenauigkeit des Messwerts kleiner

als die dreifache Standardabweichung des Untergrundsignals (SNR > 3) ist.

2.3.2 Grundlagen zur zweiphotoneninduzierten Fluoreszenz

Die praktisch zeitgleiche Absorption zweier Photonen durch ein Molekiill wurde 1931
theoretisch beschrieben™, allerdings erst viel spiter (durch Entwicklung intensivster
Lichtquellen) experimentell bestitigt™. Die Anwendungsbereiche der
zweiphotoneninduzierten Fluoreszenz reichen von mikroskopischen Techniken, iiber 3-D
optische Datenspeicher™ bis hin zur Photoaktivierung bzw. den Transport pharmazeutischer
Wirkstoffe ™.

Der Mechanismus der zweiphotoneninduzierten Fluoreszenz (two photon excited TPE)
unterscheidet sich vom ,klassischen* Fluoreszenzmechanismus mit Einzelphotonenanregung
durch die Methode mit der das fluoreszierende Molekiil in den angeregten Zustand gehoben

wird. Wahrend bei der Einphotonenanregung (one photon excitation OPE) ein Photon zur
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Promotion des Elektrons erforderlich ist, sind es bei der TPE zwei Photonen, die zeitgleich
absorbiert werden (Abb. 7). Somit verteilt sich die fiir den Ubergang bendtigte Energie auf
zwei Photonen. Es existiert kein stabiler Ubergangszustand, die gestrichelte Linie stellt einen

virtuellen Zustand dar.

TPE OPE
3 3
2 2
S, s : S,
tinternal conversion
1 3 1 :
: ‘internal conversion
0 x 0 B
e
=
] o o -
>
n Z g =
é 1l ] []
~ ~ ~~
< g g =
"""""""" = £} =
=< < <
e
=
3o 3
~~
2 ﬁ 2
[£3)
S = Sy
1 : 1 :
internal conversion | internal conversion
0 X 0 L]
v]_ < V2 V3 > V4
v, =v,

Abb. 7 Gegeniiberstellung der Jablonski-Termschemen von TPE und OPE

Betrachtet man einen konkreten elektronischen Ubergang, der sich bspw. bei 280 nm mittels
OPE optimal zur Fluoreszenz stimulieren ldsst, so wird dieser durch Absorption zweier
Photonen bei 560 nm mittels TPE anregbar sein (Randbedingung: es werden nur Photonen
gleicher Energie betrachtet).

Die Ubergangswahrscheinlichkeit fiir das Elektron durch Absorption von zwei Photonen in
den angeregten Zustand zu gelangen ist relativ gering, zumal beide Photonen nahezu
zeitgleich absorbiert werden miissen, da andernfalls die absorbierte Energie eines Photons in
Schwingung und Rotation konvertiert wird und keine Promotion des Elektrons in den
angeregten Zustand erfolgen kann®®. Um dennoch die sehr unwahrscheinliche Absorption
zweier Photonen zu forcieren werden enorme Photonendichten benétigt, die sich durch eine
Fokussierung gepulster Laser auf einen sehr kleinen Punkt erreichen lassen™. Nur in der
Brennebene des Objektivs kann die TPE bedingt durch die hohe Photonendichte entstehen,
weshalb dieses Anregungsverfahren prinzipbedingt als quasi-zweidimensional anzusehen
ist®*®! (die ,,Hohe* der Fokalebene variiert je nach Aufbau in nm-pm Dimensionen). Im

Gegensatz zur TPE-Fluoreszenz wird bei der klassischen Fluoreszenzanregung mit
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fokussiertem Licht die Emission im gesamten Doppelkegel induziert, auch wenn in der
Fokusebene die hochste Anregungsintensitét herrscht. Dieser Sachverhalt ist schematisch in
Abb. 8 gegeniibergestellt, die Fotographien realer Anregungsvolumina finden sich in der

Literatur.

* Analyt

* OPE-Flucreszenz

* TPE-Fluoreszenz

Abb. 8 Doppelkegel bei der TPE-Fluoreszenz (links) und der OPE-Fluoreszenz (rechts)

Ein wesentlicher Unterschied der TPE im Vergleich zur OPE ist das Verhalten gegeniiber
variierenden Anregungsintensititen. Die Absorptionswahrscheinlichkeit zweier Photonen ist
vom Quadrat der eingestrahlten Lichtintensitit abhingig. Dementsprechend folgt auch die
Emissionsintensitit dieser Abhiangigkeit.

Die Fluoreszenzemission eines Molekiils erfolgt vom selben energetischen Zustand aus, egal
ob mittels TPE oder der korrespondierenden OPE angeregt wird. Daher ist anhand des
Emissionsspektrums nicht zu unterscheiden, welche Anregungsart gewéhlt wurde.
Andererseits sind die Auswahlregeln fiir Einzelphotonen- und Zweiphotonenabsorption
unterschiedlich, was n verschiedenen Einzelphotonabsorptions- und
Zweiphotonenabsorptionsspektren und unterschiedlichen Zweiphotonen-
Anregungsquerschnitten verschiedener Molekiile (Goppert-Mayer-Koeffizienten) resultiert.
Obwohl bereits fiir die TPE optimierte Laserfarbstoffe verfiigbar sind®*, wird in dieser Arbeit

zur Umgehung der Fluoreszenzmarkierung die Detektion nativer Analyten durchgefiihrt.
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Als bildgebendes Verfahren wurde die TPE in der Fluoreszenzmikroskopie erstmals in den
neunziger Jahren eingefiihrt® und eignet sich hervorragend zum Imaging zellulirer

64-66
Prozesse

. Der Grund ist die lokal begrenzte Anregung biologischer Proben und ein
geringeres Photobleichen als bei der OPE-Fluoreszenz. Es ist daher pradestiniert fiir 3D-
Aufnahmen von Objekten®”®® die beispiclsweise mit tomographischen Algorithmen

- 69
ausgewertet werden konnen””.

2.3.3 Detektionstechniken in der Mikrofluidik

Die Detektion in mikrofluidischen Bausteinen ist insbesondere im Hinblick auf geringste

Analytmengen und optische Schichtdicken im Bereich von 10-50 um eine Herausforderung.

73-78 79-82

Bislang sind Methoden optischer’"’? massenspektrometrischer”>"® oder elektrochemischer
Natur entwickelt worden, wobei bis heute fiir hochsensitive Anwendungen wie
Einzelmolekiildetektion die Fluoreszenz dominiert®®. Auch exotischere Techniken, wie z.B.
Raman-, Infrarot- oder die NMR-Spektroskopie sind gekoppelt mit der Mikrofluidik

. 84
eingesetzt worden™ .

Verbreitete elektrochemische Methoden sind die Amperometrie, die Voltammetrie und die
Konduktumetrie. Wéhrend in der Amperometrie der notwendige Strom zur Elektrolyse
redoxaktiver Spezies betrachtet wird, ist es in der Konduktometrie der elektrische Widerstand,
welcher sich beim Eintritt von Analytmolekiilen ins Detektionsvolumen andert. Beide
Techniken sind aufgrund des geringen instumentellen Aufwands sehr 6konomisch, bendtigen
allerdings Elektroden im oder nahe des mikrofluidischen Kanals®*®. Diese Elektroden lassen
sich verhiltnismiBig einfach in die Chipfertigung integrieren, was deren exakte
Positionierung vor jeder Messung zur Erhéhung der Reproduzierbarkeit’*” hinfillig macht.
Der Raumvorteil und die Robustheit dieser integrierten Elektroden sind zwei Griinde,
weswegen portable oder integrierte Analysenysteme hdufig mit elektrochemischen Detektoren
ausgestattet sind®*°'. Herausgestellt werden soll hier die steigende Popularitit der kapazitiv

gekoppelten Leitfihigkeitsdetektion®”

(capacitively coupled contactless conductivity
detection). Dabei liegt zwischen Elektroden und mikrofluidischem Kanal ein Dielektrikum.
Die wesentlichen Vorteile sind ein einfaches Detektorlayout, ein kleinerer Messhintergrund,
die Verwendbarkeit verschiedenster Chipmaterialien als auch von narrow-bore Kapillaren®.
Fiir Biopolymere mit niedriger elektrischer Leitfdhigkeit ist die Empfindlichkeit der

Leitfahigkeitsdetektion prinzipbedingt begrenzt, dieses Phdnomen wurde durch die indirekte
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Detektion, bei denen die Leitfahigkeit mit Eintritt des Analyten ins Detekorvolumen sinkt,

gezielt genutzt’>°.

Die Massenspektrometrie (MS) ist eine universell einsetzbare, destruktive Analysentechnik,
welche Strukturinformationen {iber den Analyten liefert. Sie wird standardmédBig in der
Fliissigkeitschromatographie zur Detektion genutzt, aber die Kopplung mit der CE ist ebenso
moglich. Dabei wird meistens ein Elektrospray-Interface verwendet, welches bei
Atmosphirendruck die Analyten verspriiht und ionisiert”’. Weil die erforderlichen Flussraten
fiir das Elektrospray hoher liegen als der EOF, wird iiblicherweise mit Hilfsfluss- Aufbauten
(,,Sheath flow**) gearbeitet. Diese bieten dariiber hinaus die Vorteile einer hdoheren
Ionisierungseffizienz (durch Zugabe von Methanol oder Acetonitril) und einer einfachen
Spraykontaktierung. Die  miniaturisierte  Variante des Elektrosprays, ist das
Nanoelektrospray’, welches mit Flussraten im Bereich von 25-50 nL/min arbeitet. Dieses
kann zur Kopplung mikrofluidischer Chips an die MS verwendet werden’. Der Aufbau
unterschiedlicher ~ Nanoelektrospray-Schnittstellen  reicht vom  Sprithen von der
Chipkante'*'"!, iiber externe Emitter'®*"'% bis hin zu monolithischen Spitzen. Letztere lassen
sich nahezu totvolumenfrei mit extrem kleiner Emitterfliche fertigen und kdnnen durch

107’108, Mikroabrasion durch Honen'” bzw. Fréisen“o, durch

lithographische Methoden
Ausziehen” oder durch Laserablation''' hergestellt werden. Das elektrische Spraypotenzial
wird entweder seriell iiber den Trennkanal’''?, oder extern bspw. iiber liquid junctions'",
ionenpermeable Membranen''* oder elektrisch leitfahige Beschichtungen an der Spitze''>'"’
angelegt. Die Kopplung der Mikrofluidik mit der MS wird oft als unelegant angesehen, weil
die Benchtop-Massenspektrometer verglichen mit Mikrofluidikchips vergleichsweise grof3
sind und wenig Miniaturisierungspotential haben. Trotzdem ist die MS eine sensitive
Detektionsmethode fiir die Mikrofluidik, die dariiber hinaus wertvolle Strukturinformationen

iiber die Analyten liefert.

Optische Detektionstechniken punkten gegeniiber den anderen Methoden in Bezug auf die
beriihrungslose und zerstérungsfreie Detektion aufgetrennter Analyten. In dieser Kategorie
miissen absorptionsspektroskopische und emissionsspektroskopische Methoden unterschieden
werden. Ersteren, beispielsweise der UV-Absorptionsdetektion, mangelt es derzeit fiir
optische Schichtdicken im Bereich von 10-50 pm an Sensitivitit'™®'" weshalb die Senkung
der Nachweisgrenze in der Absorptionsdetektion Gegenstand aktueller Verdffentlichungen

ist'?*'2_ Ein verwandtes photothermisches Verfahren, bei dem nicht die Extinktion sondern
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die Wiarmezunahme in der Probe registriert wird, ist die thermal lens detection. Auch dieser
Ansatz wurde bereits mit mikrofluidischen Bausteinen gekoppelt'>™'%.

Unter die emisionsspektroskopischen Verfahren fallen die Fluoreszenz, die Phosphoreszenz'*®
und die (Elektro)-chemilumineszenz'?’'*°. Der wesentliche Vorteil dieser Techniken liegt in
der hohen Empfindlichkeit, da keine Relativmessung (wie in der Absorptionsdetektion),
sondern eine Absolutmessung des Emissionslichtes stattfinden kann. Der Einsatz zur
Detektion nanolitergrof3er Probezonen in der MCE ist daher naheliegend.

Weitrdumig durchgesetzt hat sich die Fluoreszenzdetektion. Fiir die Anregung der

130-132

Fluoreszenz kommen als Lichtquellen Lampen , Laser' "

oder lichtemittierende
Dioden (LEDs)"”*"*® hiufig zum Einsatz. Lampen bieten den Vorteil der flexibleren
Wellenldngenwahl, mit Lasern lassen sich sehr hohe Sensitivititen erreichen und LEDs sind
sehr kompakte, stromsparende Lichtquellen. Als Detektoren werden meistens
Sekundarelektronenvervielfacher (photomultiplier tubes PMTs), Photodioden(arrays) oder
auch CCDs (charged-coupled devices) verwendet. Wéahrend der Vorteil von PMTs deren
hoher Verstiarkungsgrad ist, bieten CCDs die Moglichkeit einer ortsaufgeldsten Detektion
(Imaging) oder konnen hinter einem Monochromator zum Erhalt des Emissionsspektrums
genutzt werden. Bestrebungen LEDs zur Fluoreszenzanregung'>’, Photodioden zur

B89 5der beides'” auf einem Mikrofluidik-Baustein zu integrieren sind

Detektion
Gegenstand aktueller Veroffentlichungen. Miniaturisierte Alternativen zu PMTs auf
Halbleiterbasis mit enorm hohen Verstirkungsfaktoren stellen Lawineneffekt-Photodioden'*!
(APDs) bzw. Silizium-Photomultiplier'** (Sipm) dar. Diese sind besonders interessant im
Hinblick auf integrierte, portable Analysengerite, den Mikrototalanalyse-Sytemen'*

TAS).

(p-

Um in der Fluoreszenzdetektion moglichst hohe Empfindlichkeiten zu erzielen, sollte man
neben einem maximierten Fluoreszenzsignal einen minimierten Untergrund anstreben. Dieser
summiert sich iiberwiegend aus reflektiertem und zurlickgestreutem Anregungslicht des
Chips, Rayleigh-Streuung der Elektrolyten, Ramanstreuung des Losungsmittels, der
Autolumineszenz von Chips, Elektrolyten und optischen Bauteilen sowie dem elektrischen
Rauschen auf'**. Die Diskriminierung von Streulicht kann durch die Wahl hochwertiger
optischer Filter erfolgen.

Zur Maximierung des Fluoreszenzsignals sollten die Fluorophore einen groB3en
Absorptionsquerschnitt bei der Anregungswellenldnge, eine hohe Quantenausbeute fiir die

Emission sowie unter den Messbedingungen minimale Loschrate aufweisen. In der Praxis
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treffen diese Eigenschaften sehr selten auf relevante Analyten, wie z.B. Proteine zu (eine der
wenigen Ausnahmen ist das green fluorescent protein)'*. Daher werden

Fluoreszenzfarbstoffe auf die gewiinschten Eigenschaften hin optimiert und {ber

146-149 150

Kupplungsgruppen kovalent oder nicht-kovalent (z.B. interkalierend an DNA) " an die
Analyten gekoppelt. Der zusitzliche Derivatisierungsschritt wird aufgrund der hohen
erreichbaren  Empfindlichkeiten der Fluoreszenzdetektion in Kauf genommen.
Fluoreszenzfarbstoffe werden auf hohe Quantenausbeuten und Emission vorzugsweise im
roten visuellen Bereich, hohe Photostabilitdten und moglichst pH-unabhéngige Fluoreszenz
optimiert. AufBlerdem sind die Absorptionsmaxima oft auf die Emission géngiger
Laserwellenldngen abgestimmt. Hierdurch kann eine extrem hohe Sensitivitidt bis hin zur
Einzelmolekiildetektion erreicht werden'>.

Die Fluoreszenzmarkierung von Analyten ist mit einigen Nachteilen verbunden. So sind
neben dem erhohten Zeit- und Arbeitsaufwand nicht alle Molekiile stdchiometrisch
derivatisierbar, wie z.B. polyfunktionelle Proteine oder Molekiile ohne geeignete
Kupplungsgruppe. Weiterhin ist der Umsatz der Markierungsreaktion substratspezifisch, was
Quantifizierungsprobleme bei Stoffgemischen mit sich bringen kann. Als Drittes sei die
Verdnderung der biologischen Eigenschaften und der elektrophoretischen Eigenschaften (z.B.
von Proteinen) durch die Fluoreszenzmarkierung erwahnt.

Eine Moglichkeit, die Derivatisierung von Analyten zu umgehen ist die intrinsische
Fluoreszenzdetektion. Wéhrend im sichtbaren Spektralbereich nur wenige Analyten von
Natur aus fluoreszieren, nimmt die Anzahl nativer Fluorophore bei Senkung der
Anregungswellenldnge in den UV-Bereich zu. Im nahen UV kénnen z.B. schon einige
polyaromatischen Kohlenwasserstoffe zur nativen Fluoreszenz angeregt werden. Im tieferen
UV kann die Fluoreszenz von Tryptophan und weiterhin einiger kleiner Aromaten angeregt
werden. Somit wird fiir die OPE hiufig im Bereich zwischen 200-330 nm bzw. fiir die TPE

152

von 400 und 660 nm gearbeitet °~ um die native oder intrinsische Fluoreszenzemission zu

stimulieren. Erste Arbeiten auf dem Gebiet der OPE in der CE verdffentlichte Swaile et. al'>>.
Neben den Absorptionskoeffizienten sind meist auch die Quantenausbeuten nativer
Chromophore, verglichen mit kommerziellen Fluoreszenzmarkern geringer'>*. Eine
Ausnahme stellt das Tryptophan dar: Liegt es frei in Losung vor so betrdgt seine
Quantenausbeute ~ 0,15. Sofern das Tryptophan proteingebunden ist, steigt sie sogar bis ~ 0,5

an. Die native Fluoreszenzemission von, im fernen UV angeregten Molekiilen findet

ublicherweise ebenfalls im UV-Bereich statt.
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Zur Steigerung der Detektionsempfindlichkeit ist es nahe liegend, Laser als Anregungsquellen
zu nutzen, da deren hohe Strahlungsintensitit die kleinen Absorptionskoeffizienten und
Quantenausbeuten nativer Fluorophore teilweise kompensieren kann. Erste Publikationen mit
UV-LIF-Systemen in der CE gehen dabei auf Publikationen von Blaschke und Andresen
zuriick' ">, Weitere Vorteile bei der Benutzung von Lasern fiir die Anregung sind der
kollimierte Strahlenverlauf, der die Fokussierung des Anregungslichts auf die haarfeinen
Mikrokanile vereinfacht, und die hohe Monochromatizitit des Anregungslichtes gegeniiber
lampengestiitzten oder LED-basierten Systemen.

Als kommerzielle Lasersysteme mit Emissionswellenldngen im tiefen UV-Bereich fiir die
OPE in der Elektrophorese sind unter anderem (teilweise frequenzvervielfachte) Gaslaser (Ar-
Ionen 305 nmm, 275 nmlsg, 257 nmlsg, NeCu 249 nmwo, HeAg 224 nmm), Excimerlaser
(z.B. KrF 248 nm'®*, ArF 193 nm) oder Festkorper-Laser (z.B. Nd:YAG-Laser 266 nm)
eingesetzt worden. Fir die TPE werden ausschlieBlich gepulste Laser mit hohen
Pulsleistungen verwendet, das sind z.B. Ti:Saphir-, Farbstoff- oder Festkorperlaser.

Je tiefer die Anregungswellenlinge gewdhlt wird, desto mehr unterschiedliche
Verbindungsklassen konnen zur nativen Fluoreszenz angeregt werden (sinkende Selektivitét).
Eine wesentliche Herausforderung liegt daher in der Verfligbarkeit UV-transparenter und
nicht lumineszenter Werkstoffe flir alle Bauteile, welche im optischen Strahlengang liegen
(z.B. Linsen, Filter und Mikrofluidik-Chips). Je tiefer die Wellenlédnge gesenkt wird, desto
mehr steigt also auch die parasitidre Fluoreszenz, die es im Hinblick auf ein hohes SNR zu

unterdriicken gilt.
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3 Ergebnisse und Diskussionen

3.1 Native Fluoreszenzdetektion mit Einzelphotonen-Anregung

3.1.1 Einfluss der Anregungsleistung auf die

Detektionsempfindlichkeit

Zum Test, in welchen Grenzen das Gesetz von Parker auch bei der Fluoreszenzanregung mit
tiefer UV-Strahlung seine Giiltigkeit hat, wird in diesem Kapitel die Anregungsleistung fiir
diverse Analyten in weiten Bereichen variiert und die erreichbaren Empfindlichkeiten werden
betrachtet. Weiterhin wird die Detektionsperformanz eines Dauerstrich (cw-) und eines
gepulsten Lasers bei gleicher gemittelter Ausgangsleistung verglichen.

Hierfiir wird ein leistungsstarker 266 m Laser bendtigt, den die Firma Sony freundlicherweise
zur Verfligung gestellt hat. Der cw-Laser war urspriinglich zur ablativen Materialbearbeitung
kleiner Strukturen entwickelt worden (bspw. zur Herstellung von Glasmastern fiir die DVD-

19 Uber eine optische Faser ist

Herstellung) und liefert bis zu 120 mW cw-Ausgangsleistung
der Laser mit einem modularen Filterkubus ins Fluoreszenzmikroskop eingekoppelt. Alle
optischen Elemente des Aufbaus sind aus Quarz gefertigt. Durch die suboptimale
Fasereinkopplung und begrenzte Transmission der Faser betrdgt die maximal zur Verfiigung
stehende Anregungsleistung am Mikroskop-Objektiv (Perr) weniger als 10 % der
Laserausgangsleistung, namentlich 7400 pW.

Die Performanz dieses Aufbaus wird zunichst an einem Analyt-Standardgemisch bestehend
aus dem biogenen Amin Serotonin, dem [-Blocker Propranolol, einem Diol und der
Aminosdure Tryptophan erprobt. Dazu ist jeder Analyt bis zum LOD verdiinnt worden. Das
zugehorige Elektropherogramm in Abb. 9 zeigt, dass alle Verbindungen bis hinunter zum
nanomolaren Bereich detektiert werden konnen. Die Detektionslimits lauten 24 ng/mL fiir
Propranolol, 24 ng/mL (113 nM) fiir Serotonin, 80 ng/mL (475 nM) fiir das Diol und 80
ng/mL (392 nM) fiir Tryptophan.
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Abb. 9 Trennung und Detektion kleiner Aromaten am Detektionslimit: 113 nM Serotonin, 81 nM
Propranolol, 517 nM 3-Phenoxy-1,2-propandiol und 392 nM Tryptophan

1% bei denen ein gepulster 4 mW Laser zum

Verglichen mit vorher publizierten Ergebnissen
Einsatz gekommen war, entspricht das einer Empfindlichkeitssteigerung um den Faktor 17 fiir
Propranolol. Fiir die anderen Analyten liegt dieser Faktor niedriger, insbesondere fiir die
proteinogene Aminosdure Tryptophan. Obwohl die Anregungsleistung 18-fach erhoht ist,
nimmt die Sensitivitdt fiir Tryptophan nur um den Faktor 5 zu. Offensichtlich verliert das
Gesetz von Parker bei 266 nm und hohen Anregungsleistungen fiir Tryptophan seine
Giiltigkeit.

Um diesen Effekt zu verstehen, ist das System mit einem mechanischen Shutter zur
graduellen Abschwéchung der Anregungsintensitit nachgeriistet worden. Die Konzentration
der Analyten wird dabei auf je 10 pug/mL, fiir das Diol auf 20 pg/mL erhoht, um eine sichere

Peakzuordnung zu gewidhrleisten. Im Anschluss wird dieselbe Trennung bei diversen

Anregungsleistungen als Dreifachbestimmung durchgefiihrt.
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Abb. 10 Detektion kleiner Aromaten bei verschiedenen Anregungsintensitaten

Der Vergleich der erhaltenen Elektropherogramme des aromatischen Testgemischs (Abb. 10)
zeigt unterschiedliche Effekte auf die Detektierbarkeit einzelner Verbindungen. Zur besseren
Visualisierung ist das Elektropherogramm bei 50 uW um den Faktor 25 vergroBert. Wahrend
fiir Propranolol das SNR bei reduzierter Anregungsleistung wie erwartet sinkt (von 2730 auf
382) ist der Effekt fiir Tryptophan gegenteilig: Hier steigt die Nachweisempfindlichkeit bei
reduzierter Anregungsleistung um den Faktor 1,3.

Zum genauen Studium der Effekte ist fiir die jeweiligen Analyten das SNR als Funktion der
Anregungsleistung  aufgetragen (Abb. 11). Die Fehlerbalken reprédsentieren die
Standardabweichungen aus drei Einzelmessungen. Die resultierenden Kurven zeigen fiir
kleine Leistungen einen linearen Bereich in dem Parkers Gesetz Giiltigkeit hat. Bei hoheren
Anregungsintensitdten ist der Anstieg der SNRs nicht mehr linear, was sich in dem Abflachen
der Kurve @uBlert. Fiir Tryptophan und Serotonin geht dieses Plateau sogar wieder in eine
negative Steigung iiber, was einer Abnahme der Detektionsempfindlichkeit entspricht. Die
Abflachung der Graphen ist auf Fluoreszenzsittigung und / oder Photobleaching — das sind

photochemische Reaktionen mit Zerstorung des chromophoren Systems — zurtlickzufiihren.
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Abb. 11 Signal-zu-Rauschverhaltnis kleiner Aromaten als Funktion der Anregungsintensitat

Der lineare Bereich ist in Abb. 12 vergroBert dargestellt. Fiir alle Verbindungen ist
einsetzendes Bleaching oberhalb von 100 puW Anregungsleistung ersichtlich. Die
unterschiedlichen Steigungen der Geraden zeigen den Gewinn an Detektionsempfindlichkeit
bei zunehmender Laserleistung an. Bringt man die Stirke des Photobleachings mit der
chemischen Struktur der Analyten in Korrelation, so scheinen die heterocyclischen
Indolsysteme anfilliger fiir Photobleaching zu sein als die homocyclischen Aromaten
Propranolol und 3-Phenoxy-1,2-propandiol. Insbesondere iiber Tryptophan, welches in
zahlreichen Peptiden und Proteinen als nativer Chromophor enthalten ist, gibt es
weiterfithrende Studien zu photoneninduzierten chemischen Reaktionen. Diese bewirken oft
die Zerstorung des chromophoren Systems, was die Fluoreszenzintensitit stark
verringert'*>'%,

Diese Daten zeigen die Notwendigkeit fiir die Optimierung der Anregungsintensitit fiir jeden
Analyten individuell, damit eine sensitive Detektion mittels intrinsischer OPE-

Fluoreszenzdetektion moglich ist.
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Abb. 12 Signal-zu-Rauschverhaltnis kleiner Aromaten als Funktion der Anregungsintensitat

(VergréRerung)

Gepulste Laser unterscheiden sich von Dauerstrichlasern gleicher gemittelter Ausgangsstérke
neben der zeitlichen Diskontinuitdt der Anregungsstrahlung durch eine wesentlich hohere
Energie pro Zeiteinheit wihrend des Pulses, ferner durch eine hohere Band- oder Linienbreite.
Wihrend letztere in diesem Experiment mit relativ langen Pulsdauern im ns-Bereich fiir die
sensitive Detektion eher zweitrangig ist, kann die hohe Intensitit wéhrend eines Pulses
ebenfalls zum Photobleaching und damit zu verminderter Detektionsleistung fiihren.

Der direkte Vergleich zwischen cw- und gepulstem Laser bei gleicher gemittelter
Anregungsleistung von 334 uW zeigt, dass die erreichbare Detektionsempfindlichkeit mit
dem gepulsten Laser um den Faktor 2,5 fiir Serotonin und 1,9 fiir Tryptophan geringer ist
(Abb. 13). Das Verhiltnis ,Laser aus / Laser ein“ ist fiir diesen experimentellen Aufbau
aufgrund einer Pulsdauer im Nanosekundenbereich sehr groB3. Daher liegen die Pulsenergien
so hoch, dass ein Photobleaching bereits stattfindet. Folglich scheint ein cw-Laser fiir diesen
Mess-Aufbau fiir die sensitive Detektion als geeignetere Anregungsquelle.

Hingegen bietet die Verwendung gepulster Laser vielfiltigste Moglichkeiten in Bezug auf
Optimierung bzw. Erweiterung des Aufbaus. So 6ffnet die gepulste Anregungsstrahlung die
Tore zur Multiphotonenanregung (sieche Kapitel 3.2, Seite 48), zu gated detection Techniken
(Hintergrunddiskriminierung) oder auch zur zeitkorrelierten Detektion mittels time-

correlated-single-photon-counting  (TCSPC).  Letzteres  verspricht  sowohl  eine
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Empfindlichkeitssteigerung als auch die vereinfachte Signalidentifizierung komplexer
Stoffgemische durch die Zuordnung von Fluoreszenzlebensdauern zum jeweiligen Signal.

Diese Erweiterungen sind mit cw-Lasern nicht ohne Weiteres implementierbar.

gepulster Laser

5 =
E E
16 S,/N = 968
80
Sy/N = 388 S,/N = 251
12 60
S,/N =488
L3 40
T T T T T T T 1 T T T T T T T T T
6 18 30 22 t[s] 6 18 30 42 t[s]

Abb. 13 Vergleich der Detektionsperformanz des cw- und des gepulsten Lasers

Eine wichtige Anwendung der intrinsischen Fluoreszenz ist die Detektion von Proteinen in
deren nativem Zustand'®'”’. Erstens mochte man oft die Faltung bzw. die biologische
Aktivitit der Analyt-Proteine erhalten, welche durch anhidngende Fluorophore gestort werden
kann. Zweitens ist das stochiometrische Labeling multifunktionaler Biopolymere nicht trivial,
denn oft entstehen Produktgemische. Diese unterschiedlich hiufig derivatisierten Proteine
weisen im Falle geladener Fluoreszenzfarbstoffe eine Verteilung {iber verschiedene
Nettoladungen auf, was sich in verbreiterten Probezonen und letztlich in einer verminderten
Trenneffizienz #uBert'’'. Durch native Fluoreszenzdetektion wird die Diskussion des
Multilabelings tiberfliissig gemacht.

Oft ist die Konzentration von Proteinen in Realproben relativ gering, weshalb Methoden mit
niedrigen Nachweisgrenzen in der Proteinanalytik von immenser Bedeutung sind. Daher ist es
naheliegend, auch im Bereich der Proteine mit hoheren Anregungsleistungen zu arbeiten, um
eine maximale Sensitivitit zu erhalten. Hierzu werden jeweils 500 pg/mL der proteolytischen
Enzyme Lysozym, Trypsinogen und Chymotrypsinogen (entsprechend 34, 21 und 19 uM) in

einem Quarzchip aufgetrennt und detektiert. Das Cytochrom C wurde dabei aus dem
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urspriinglichen Testgemisch® entfernt, da es nur einen Tryptophanrest enthilt, der zudem
durch die sterische Ndhe zum zentralen Eisenatom im nativen Zustand nahezu vollstindig
gequencht wird'”?. Zur Unterdriickung von signalverbreiternden Protein- / Wand-
Wechselwirkungen ist eine dynamische Kapillarbeschichtung mit HPMC zum Einsatz

13 Analog zu den Experimenten mit den Aromaten wird der Proteinstandard bei

gekommen
variierender Anregungsleistung vermessen, die erhaltenen Elektropherogramme bei 44 pW
und 5700 uW Anregungsleistung sind in Abb. 14 dargestellt. Die Steigerung der
Anregungsleistung um den Faktor 130 bewirkt ein 6,5 fach hoheres SNR fiir Lysozym. Im
Gegensatz zum freiem Tryptophan oben (vgl. Abb. 10), ldsst sich fiir proteingebundenes
Tryptophan durch Erhohung der Anregungsleistung die Nachweisempfindlichkeit steigern.
Eine mogliche Erkldrung fiir diese Beobachtung ist die unterschiedliche chemische
Umgebung von freiem und proteingebundenem Tryptophan, welche photochemische

174 Weiterhin konnen die unterschiedlichen pH-Werte der Puffer'®

Reaktionen beeinflusst
Auswirkungen auf das Photobleaching haben und / oder photostabilere native Fluorophoren

wie Tyrosin oder Phenylalanin tragen einen Teil zur Proteinfluoreszenz bei.

S,/N = 653

a

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

o 5700 pW

42 66 90 t[s]

Abb. 14 Detektion von Proteinen bei verschiedenen Anregungsintensitaten. a) 34 uM Lysocym, b) 21 uM
Trypsinogen, c¢) 19 puM Chymotrypsinogen.

40



Eine genauere Betrachtung der SNRs =zeigt auch im Falle der Proteine eine
Anregungsleistung, oberhalb derer keine weitere Steigerung der Sensitivitit stattfindet. Diese
lasst sich am lokalen Maximum in Abb. 15 zu ca. 1200 pW ablesen.

Bei dieser Leistung wird mittels einer Verdiinnungsreihe die Detektionsgrenze der Proteine
bestimmt. Das entsprechende Elektropherogramm ist in Abb. 16 gezeigt. Die kleinste
nachweisbare Konzentration (SNR 3) liegt bei jeweils 5 pg/mL, was 340 nM fiir Lysozym,
208 nM fiir Trypsinogen und 195 nM fiir Chymotrypsinogen entspricht. Damit kann das
Detektionslimit fiir Proteine im Vergleich zu fritheren Daten, welche mit einem gepulsten
Laser erhoben wurden'®, durch die Verwendung des stirkeren cw-UV-Lasers um den Faktor

2,5 verbessert werden.

2100

E‘ 4 Lysozym T
)
¥ 1800 B Trypsinogen .
1500 A Chymotrypsinogen x
2 3
1200 1
¥ 3
9200 T
600 *
300 % J:
0 T T T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000

Per [MW]

Abb. 15 Signal-zu-Rauschverhéltnis der Proteine als Funktion der Anregungsintensitat
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Abb. 16 Trennung und Detektion der Proteine am Detektionslimit

3.1.2 Applikationen

Um das Feld der akademischen Stofftrennungen zu verlassen und praxisrelevante Proben zu
analysieren, werden in diesem Kapitel zwei Applikationen von elektrophoretischen
Chiptrennungen mit nativer Fluoreszenzdetektion vorgestellt. Dazu werden Realproben
aufgetrennt und die Signalzuordnung mittels Standardaddition kéauflicher Reinstoffe
vorgenommen. An dieser Stelle soll eine qualitative Bestimmung geniigen, denn die
quantitative Elektrophorese und ihre Eigenheiten wurden bereits in einer Vielzahl von

Arbeiten ausfiihrlich diskutiert! 178,

3.1.2.1 Cavendish-Bananenextrakt

Neben Schokoladensorten mit hohem Kakaoanteil sind Dessertbananen im Volksmund
weitldufig als ,,Muntermacher bekannt. Der Ruf dieser klimakterischen Staudenfriichte ist

17 Zu den psychoaktiven

auf deren hohen Gehalt an Neurotransmittern zuriickzufiihren
Substanzen gehdren wunter anderem die biogenen Amine Serotonin (11,7 mg/kg
Frischgewicht), Dopamin (bis zu 100 mg/kg Frischgewicht), die Aminosduren Tryptophan

und Tyrosin, sowie das neurotoxische Isochinolin-Alkaloid Salsolinol (bis zu 30 mg/kg
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Trockengewicht)'®’. Letzteres hemmt das Enzym Monoamin-Oxidase, verlangsamt dadurch
den Abbau der biogenen Amine und erhoht folglich deren Wirkstéirke und -dauer'®.

Fiir die schnelle Bestimmung der in hoheren Dosen toxischen Substanzen ist es angebracht,
Nachweisverfahren fiir besagte Stoffe zu entwickeln. Die Strukturen der analysierten

Inhaltstoffe sind in Abb. 17 gezeigt.

HO
0

QTYLOH
Y I NH, BN NH,

1 Serotonin 4 L-Tryptophan
[0}
HO
o L
NH

HO 2 HO NH;
2 Dopamin 5 L-Tyrosin

HO

NH
HO

3 Salsolinol ¢

Abb. 17 Strukturformeln psychoaktiver Inhaltsstoffe einer Cavendish-Dessertbanane

Eine Extraktion ist aufgrund der komplexen Probenmatrix, welche Proteine, Kohlenhydrate
und Fette enthilt, unumgénglich. Zur Verbesserung der Nachweisgrenze kann dieser Schritt
zusitzlich mit einer Festphasenextraktion kombiniert werden'™. Da die Sensitivitit des
aufgebauten Systems zur direkten Bestimmung aus den Erstextrakten ausreicht, wird zur
qualitativen Bestimmung auf eine Aufkonzentrierung verzichtet. Der folgende Abschnitt
beschiftigt sich allein mit der Analytik; Informationen zur Probenpréparation konnen in
Kapitel 4.7.4.1 auf Seite 108 eingesehen werden.

Sowohl das Salsolinol als auch die biogenen Amine enthalten Indol- bzw Catechol-
Funktionalititen und weisen deshalb eine intrinsische Fluoreszenz bei Anregung im tiefen
UV-Bereich auf. Das macht sie geeignet fiir die native Fluoreszenzdetektion.

Die elektrophoretische Trennung wird in Boratpuffer durchgefiihrt, welcher eine sehr geringe
Hintergrundfluoreszenz bei 266 nm aufweist und damit eine ausreichende Empfindlichkeit

ermoglicht. Im Elektropherogramm in Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden
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werden. lassen sich fiinf Signale durch Standardaddition eindeutig zuordnen, wobei bei den
verwendeten Elektrophorese-Parametern fiir Dopamin und Salsolinol lediglich eine

Antrennung erzielt werden kann.

11 4 1 Serotomn
2 Dopamin

3 Salsolinol
10 - 4 Tryptophan
1 5 Tyrosin

9 20 mM Borat pH 9,2

Chip.: fused silica

Inj.: 0,68/2,0/0.75/0,0 [kV]

g - Tremming: 2,4/0,0/2,04/2,04 [kV]
2,3 Trennstrecke: 1.3 cm

Detektion: native LIF (@ 266 nm
1 Filter: DUG-11x Bandpass

I [mV]

6 T T T
0 0,1 0,2 0,3

t [min]

Abb. 18 Elektropherogramm der Bananeninhaltsstoffe extrahiert bei pH 5

Ein reproduzierbares, jedoch &duBerst schwaches Signal ist durch den schwarzen Pfeil
gekennzeichnet. Die Konzentration dieses Stoffes in der Probe nimmt zu, wenn die
Probenextraktion bei pH 3, anstelle von pH 5 durchgefiihrt wird (Fehler! Verweisquelle
konnte nicht gefunden werden.). Vermutlich ldsst sich das Molekiil bei der Extraktion
verschieden stark protonieren und reichert sich dementsprechend unterschiedlich in den
wissrigen Phasen an. Mangels geeigneter Standards konnte dieses Signal nicht eindeutig
zugeordnet werden. Es konnte sich jedoch um Noradrenalin handeln, welches bis zu 104 mg /

183

kg Frischgewicht in Bananen enthalten ist ™ und aufgrund des Katecholgeriistes ebenfalls

eine intrinsische Fluoreszenz aufzeigen sollte.
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Abb. 19 Elektropherogramm der Bananeninhaltsstoffe extrahiert bei pH 3

In der bei pH 3 extrahierten Probe konnen das Dopamin (2) und das Salsolinol (3) unter
gleichen Bedingungen nicht mehr angetrennt werden. Ein moglicher Grund ist die verstérkte
Extraktion von Matrixbestandteilen analog zur Anreicherung der unbekannten Verbindung,
welche die Trennung negativ beeinflussen. Daher muss die Trennstrecke erhoht werden (von
1,3 auf 6,7 cm), um eine Basislinientrennung zu erreichen. Es wird versucht, die hohere
Trennzeit durch die Erhhung der Riickspiilspannung auf 2,13 kV zu kompensieren, was aber
nur teilweise gelang. Es resultiert eine Trennung innerhalb von 50 Sekunden (Abb. 20). Die
schlechtere Detektionsempfindlichkeit ist auf die kleinere Injektionsmenge bei erhdhter

Riickspiilspannung zuriickzufiihren.
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Abb. 20 Optimierte Trennung der Bananeninhalttstoffe (pH3)

3.1.2.2 Basische Proteine des Eiklars

Die elektrophoretische Trennung von Proteinen ist eine hervorragende Methode zu deren
Auftrennung, Qualifizierung und Quantifizierung'**'*. Komplexe Protein-Realproben finden
sich beispielsweise in Zelllysaten. Diese beinhalten neben einer Vielzahl von Proteinen
chemisch duBerst vielseitige Probematrices (Kohlenhydrate, Lipide, DNA etc.), welche ohne
Aufreinigung, Anwendung zweidimensionaler Trenntechniken oder hochselektive
Detektion'’ bis dato nicht qualifiziert bzw. quantifiziert werden kénnen.

Eine einfachere proteinhaltige Realprobe ist das Eiklar des Hiihnereis, es besteht neben 90%
Wasser liberwiegend aus verschiedenen Proteinen, Kohlenhydraten und Mineralstoffen. Die
sehr einfach gehaltene Probenvorbereitung ist in Kap. 4.7.4.2 auf Seite 109 beschrieben und
besteht im Wesentlichen aus dem Verdiinnen von Eiklar mit Messpuffer. Im sauren pH-
Bereich wird eine elektrophoretische Trennung von basischen Proteinen eines Hiihnereiklars
im Mikrofluidik-Chip durchgefiihrt, analog zu der bereits von Gilges et al. in der CE
publizierten®. Fiir diese Trennung (Abb. 21) ist eine thermisch immobilisierte
Polyvinylalkoholbeschichtung zum Einsatz gekommen, die Protein-Wand-Wechselwirkungen

188

auf ein Minimum reduziert *. Die einzelnen Signale bzw. Signalgruppen konnen mittels der

Addition kduflicher Standards (Lysozym, Conalbumin bzw. Ovalbumin) zugeordnet werden.
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2 Conalbumin
3 Ovalbumin

40 mM Phosphat pH 3, PVAI-Belegung
. Chip.: fused silica
1 Inj.: 1,35/3,50/1,50/0 [kV]

5
E 2 Tremnmg: 2,0/0/1,50/1,50 [kV]
Trennstrecke: 3,1 cm
Detektion: native LIF @ 266 nm
Filter: DUG-11x Bandpass
-/
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Abb. 21 Trennung von basischen Proteinen des Hihnereiklars

Dabei ist es bemerkenswert, dass die Trennung des Ovalbumins in einer ganzen Signalgruppe
resultiert. Dies ist durch die unterschiedlichen Glykoformen des Proteins zu erkldren, bei
denen ein oder mehrere Zuckerbausteine kovalent an den Proteingrundkdrper gebunden sind.

Uber elektrophoretische Auftrennung von Eiklarproteinen — im leicht basischen pH-Bereich
und unter Verwendung von polysiloxanbelegten Kapillaren — wurde bereits in den neunziger

Jahren berichtet'®’.
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3.2 Native Fluoreszenzdetektion mittels Zweiphotonenanregung

Neben der klassischen Fluoreszenzanregung mit einem absorbierten Photon (OPE = one-
photon-excitation) gibt es auch die Mdglichkeit, durch Absorption von zwei oder mehr
Photonen einen elektronisch angeregten Zustand zu erreichen, aus dem eine
Fluoreszenzrelaxation eintreten kann. Die Wahrscheinlichkeit fiir diese praktisch zeitgleiche
Absorption der Photonen ist gering und nimmt mit x" ab (n = Anzahl zu absorbierender
Photonen). Daher beschrinken sich die folgenden Betrachtungen ausschlieBlich auf die
Zweiphotonenanregung (TPE = two-photon-excitation). Als zusitzliche Vereinfachung
werden nur Photonen gleicher Energie betrachtet, da ansonsten der apparative Aufwand zur

Triggerung von Laserpulsen unterschiedlicher Wellenldnge groBer ist.

Ein wesentliches Merkmal der zweiphotonenangeregten Fluoreszenz verglichen mit der OPE
fiir die native Detektion biologisch relevanter Analyten sind hohere Anregungswellenldngen
bei hoheren Intensititen. Diese entsprechen — vorausgesetzt der gleiche elektronische
Ubergang wird betrachtet — genau dem doppelten der Wellenlinge, die fiir die entsprechende
OPE-Fluoreszenzanregung nétig wire. Dadurch ergeben sich fir die TPE geringere
Anforderungen an die spektralen Eigenschaften der Werkstoffe fiir Filter, Chips und
Objektive.

In Abb. 22 sind die Transmissionsspektren gidngiger Chipmaterialien gegeniibergestellt. Und
zusitzlich zwei Emissionswellenldngen gingiger Laser (OPE: frequenzvervierfachter
Nd:YAG bei 266 nm; TPE: frequenzverdoppelter Titan-Saphir-Laser bei 420 nm)

eingezeichnet.
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266 nm

fused silica
PDMS
Borosilikatglass
PMMA

Abb. 22 Transmissionsspektren géngiger Chipmaterialien

Diese Chipwerkstoffe sind offensichtlich bei Wellenldingen im optischen Bereich
transparenter als im tiefen UV Spektralbereich. Geht man allein nach der Transmission, so ist
bei 266 nm praktisch nur fused silica und allenfalls PDMS verwendbar, wohingegen bei 420
nm alle Materialien fiir das Anregungslicht transparent sind. Da absorbierte Photonen (unter
anderem) in Fluoreszenzlicht konvertiert werden konnen, spielt dieser Sachverhalt bezogen
auf die Eigenfluoreszenz eine Rolle.

Ein 3-dimensionales Fluoreszenzspektrum eines fused silica-Chips ist in  Abb. 23 (oben)
gezeigt. Es besteht aus nebeneinander liegenden Emissionsspektren der jeweiligen
Anregungswellenlinge (mit 5 nm Bandbreite). Bei den mit einem * versehenen
Signalgruppen handelt es sich um Licht héherer Ordnung des Beugungsgitters — sie sind
durch das Spektrometer bauartbedingt und miissen ignoriert werden. Beim Betrachten der
Abbildung wird der Zusammenhang zwischen sinkender Anregungswellenlinge und
steigender Autofluoreszenz besonders deutlich. Die Draufsicht im unteren Teil der Abbildung
zeigt die maximale Fluoreszenzintensitit in einem Emissionsbereich zwischen 410 und 450

nm.
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Abb. 23 3d-Fluoreszenzspektrum eines fused silica-Mikrofluidikchips

In Abb. 24 sind die Emissionsspektren gingiger Chipmaterialien bei 265 nm
Anregungsstrahlung iibereinandergelegt. Eine Anregung bei 210 nm anstelle von 265 nm
verdndert geringfiigig die Intensitdt der Spektren, jedoch nicht ihr Erscheinungsbild. Daher
konnen die bei 265 nm gewonnen Daten auf die TPE (entsprechend 210 nm) iibertragen
werden. Die Signale bei 420 sowie 450 nm sind systembedingt und kdnnen ignoriert werden.
Das PDMS weist eine so hohe Fluoreszenz auf, dass durch Verminderung der
Photomultiplier-Beschleunigungsspannung um den Faktor 12 herunterskaliert werden musste.
Das liegt an der deutlich hoheren Probendicke, verglichen mit den anderen Materialien. Das
Emissionsmaximum von PDMS liegt bei 294 nm. PMMA weist eine hohe Emission bei 307
nm auf, ein kleineres lokales Maximum liegt bei 393 nm. Ursache fiir diese Fluoreszenz sind
technische Additive, wie bspw. Radikalinitiatoren. Die Emission von fused silica ist
wiederum am geringsten.

Eine OPE-Detektion in einem PMMA, PDMS oder Borosilikat-Chip ist nicht moglich, da
PMMA das Anregungslicht absorbieren wiirde und die Fluoreszenz der anderen
Chipmaterialien um ein Vielfaches hoher ist als die native Fluoreszenz der zu betrachtenden
Analyten. Durch die ungiinstigen Verhéltnisse der optischen Schichtdicken (30 pum
Kanalhohe zu 2000 pm Materialdicke) werden die optischen Anforderungen an

Chipmaterialien zudem weiter erhdht.
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Abb. 24 Eigenfluoreszenz verschiedener Materialien bei 265 nm Anregungsstrahlung

Ein anderer Vorteil der TPE gegeniiber der OPE ist die zweidimensionale
Emissionsanregung, welche unter Verzicht konfokaler Mikroskopelemente prinzipbedingt
erfolgt. Aufgrund der geringen Ubergangswahrscheinlichkeit fiir Zweiphotoneniibergiinge ist
die benotigte hohe Photonendichte nur in der Brennebene des Objektivs gewéhrleistet. Diese
quasi-zweidimensionale Anregung reduziert abermals den Fluoreszenzhintergrund des
Chipmaterials und etwaiger Verunreinigungen auf den Chip-Oberflidchen, setzt jedoch eine
sorgfiltige Justierung der Fokalebene auf dem Chipkanal in z-Richtung voraus. Im
kegelformigen Fokus des Objektives wurde die Hohe der Brennebene experimentell auf < 4

um bestimmt.

Der Epifluoreszenz-Aufbau des verwendeten Systems (im Kap. 4.1.3 beschrieben) ist
verglichen mit dem OPE-Aufbau durch einen Graufilter zur Abschwéichung des
Anregungslichtes (anstelle der variablen Lochblende) und einen grinen Laser zur
Ausleuchtung des Mikrokanals anstelle der Lampe(n) modifiziert. Die Detektion erfolgt
bildgebend mit Hilfe einer CCD-Kamera statt einer Sekundirelektronenvervielfacher-Rohre.

Der =zur Verfiigung stehende Titan-Saphirlaser wird auf 840 nm justiert und
frequenzverdoppelt, was in 420 nm Anregungsstrahlung fiir die TPE resultiert. Eine

alternative Moglichkeit wire die Dreiphotonenanregung mittels 840 nm Anregungsstrahlung,
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diese wurde bereits zur Tryptophandetektion, allerdings nicht in einem Mikrofluidik-Kanal,

genutzt1 90191,

Zum grundlegenden Test der TPE wird ein fused silica-Chip verwendet, dessen Mikrokanal
mit konzentrierter Tryptophanlosung gefiillt wird. Im Anschluss wird der Kanal mittels des
griinen Lasers auf den CCD justiert abgebildet, um danach mit 420 nm Licht zur Fluoreszenz
stimuliert zu werden (Abb. 25). Links ist der illuminierte Kanals fiir die Justierung und rechts
das Emissionslicht des Tryptophans deutlich als heller Punkt erkennbar. Um die TPE iiber den
Zeitraum einer elektrophoretischen Chip-Trennung (ca. 200 Sekunden) stabil zu halten, ist es
notig, die Anregungsleistung des 420 nm Lasers durch einen Graufilter zu reduzieren, da sich

andernfalls die Fliissigkeit in der Fokalebene zu stark erhitzt und storende Gasblasen bilden

Lichtmikroskopische TPE-Fluoreszenz
Aufnahme

kann.

mikrofluidischer Kanal gefiillt

. s Fokalebene
mit 1 mg / mL Tryptophanlosung

Abb. 25 Links: Lichtmikroskopische Aufnahme eines, mit Tryptophanldsung gefiillten Kanals. Rechts:

Zweiphotoneninduzierte Fluoreszenz in der Fokalebene

Zur Realisierung des ndchsten Schrittes, einer elektrophoretischen Trennung mit
anschlieBender TPE-Detektion tryptophanhaltiger Proteine, muss eine dynamische
Kanalbelegung zur Unterdriickung adsorptiver Protein-Wand-Wechselwirkungen verwendet
werden. Aus diesem Grund wurde dem  Puffer vor der Trennung

Hydroxypropylmethylcellulose als dynamisches Belegungsmittel beigemengt.
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Die schnelle Trennung und TPE-Detektion der Proteine im FS-Chip ist in Abb. 26 dargestellt.
Alle Proteine sind bei je 333 pg / mL mit zufriedenstellendem Signal / Rausch- Verhiltnis
detektierbar. Die Detektionsempfindlichkeit kann durch Verwendung eines sensitiveren
Detektors, bspw. eines PMT, weiter gesteigert werden. Wie bereits im Kapitel 3.1.1 (Seite 34)
gezeigt, sind die getrennten Proteine mit niedrigeren Nachweisgrenzen (jeweils 5 pg/mL)
auch mittels OPE detektierbar. Eine prinzipiell hohere Detektionsempfindlichkeit der OPE
gegeniiber der TPE ldsst sich daraus aber nicht ableiten, da erstens das TPE-Setup nicht auf
Sensitivitdt optimiert wurde und zweitens die zur TPE korrespondierende Wellenldnge bei
210 nm fernab vom Absorptionsmaximum der Proteine bei 280 nm liegt.

1
2

1 Lysozym
2 Trypsinogen
3 Chymotrypsinogen

jeweils 333 pg/mL

Fluoreszenz @ 270nm-370nm

VVWWWMMN'\«W

0 5l0 1;)0 1!;0 t [S]

Abb. 26 Trennung und TPE-Detektion von drei proteolytischen Enzymen in einem fused silica Chip

Um die Mdoglichkeiten der TPE-Fluoreszenzdetektion weiter auszuschdpfen ist der néchste
logische Schritt eine Trennung in Okonomischeren Alternativen zu teueren FS-Chips.
Naheliegend ist dabei eine Trennung in Borosilikatglas-Chips, welche unterhalb von 300 nm
intransparent sind, jedoch das Stokes-verschobene Emissionslicht der Analyten passieren
lassen. Optimal wiren native Chromophore, die mittels OPE nur unterhalb von 300 nm
angeregt werden konnen und ein Fluoreszenzmaximum oberhalb von 300 nm haben.
Gliicklicherweise fallen eine Vielzahl kleinerer, intrinsischer Fluorophore in diese Gruppe.

Ein Testgemisch bestehend aus Serotonin, einem chiralen Diol und der Aminoséure
Tryptophan ist in einem herkdmmlichen Glas-Chip elektrophoretisch getrennt worden, somit

war erstmals die Detektion der TPE-Fluoreszenz unmarkierter, kleiner Aromaten in einem
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kommerziellen Borosilikatglas-Chip moglich (Abb. 27). Die gesamte Trenndauer liegt
unterhalb von 50 s. Aufgrund der Datenaufnahmerate von 1,25 Hz bedingt durch die
langsame Samplinggeschwindigkeit der CCD-Kamera erscheint die Basislinie etwas
verrauscht. Um hier Abhilfe zu schaffen, wére ein schnellerer Detektor (z.B. ein
Photomultiplier, eine Avalanche-Photodiode oder — bildgebend — cine intensified bzw.
electron-multiplying CCD) von Vorteil. Dennoch konnten Nachweisempfindlichkeiten im
Bereich von 10-50 pg/mL erzielt werden. Zur weiteren Optimierung der Empfindlichkeit
sollte in Zukunft die halbierte Wellenlinge des Anregungslichtes auf das

Absorptionsmaximum der Analyten abgestimmt werden.

OH
% 1 2 O\A/OH
0 N, 2 3-Phenoxy-1,2-propandiol
g N 50 pg/mL
=
L COOH
OH 3 Tryptophan
1 Serotonin 3 4 NH, 12,5 pg/mL.
12,5 pg/mL N
H
0 20 40 60 t[s]

Abb. 27 Trennung und Detektion kleiner Aromaten in einem Borosilikatglas-Chip

Um einen direkten Vergleich zwischen der Detektionsperformanz in Borofloat- bzw. fused
silica-Chips zichen zu konnen, sind in Abb. 29 die entsprechenden Elektropherogramme
gezeigt. Die leichten Unterschiede der Migrationszeiten in beiden vermessenen Chips sind auf
unterschiedliche Oberflicheneigenschaften und daher abweichende elektroosmotische Fliisse
zurlickzufiihren.

Das SNR ist in fused silica-Chips um einiges hoher. Das liegt darin begriindet, dass das
Borosilikatglas oberhalb 300 nm wie ein Hochpassfilter fiir das Emissionslicht agiert.
Folglich werden von der nativen Fluoreszenz kleiner Chromophore, wie dem Diol, alle
Wellenldngen < 300 nm absorbiert, was dessen Emissionsintensitdt vermindert. Die

Fluoreszenz der Analyten mit (groBerem) Indolgrundgeriist, welches erst oberhalb 300 nm
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emittiert, wird weniger durch Absorption des Chipmaterials abgeschwicht, als die des Diols

mit phenolischem Fluorophor.
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Abb. 28 Native Fluoreszenzspektren aromatischer Analyten bei 220 nm Anregungsstrahlung

Die Emissionsspektren der drei Analyten in Messpuffer sind in Abb. 28 dargestellt. Da eine
Anregung mit dem Fluorometer bei 210 nm gerdtebedingt nicht moglich ist, wurde das
Spektrum bei 220 nm aufgenommen. Die Emissionsmaxima liegen fiir das Diol bei 296 nm,

fiir Serotonin bei 340 nm und fiir Tryptophan bei 357 nm. Der verwendete Emissionsfilter

transmittiert im Bereich von 265-385 nm.

Der Messuntergrund in Abb. 29 setzt sich aus der Summe von Autofluoreszenz und
zuriickgestreutem Anregungslicht zusammen. Besonders der Fluoreszenzhintergrund ist beim
Borosilikatglas im direkten Vergleich zu fused silica erhoht. Durch die Anwendung einer
gated detection, das ist eine Technik mit der die Fluoreszenzquanten erst nach Abklingen der
Hintergrundfluoreszenz akquiriert werden, konnte die Sensitivitit gesteigert werden. Eine
weitere interessante Maoglichkeit zur Signalidentifizierung bietet die zeitaufgeloste
Fluoreszenz. Durch die Zuordnung der jeweiligen Abklingzeit zu einzelnen Analytsignalen

konnte dasSystem um eine zusitzliche Dimension erweitert werden.
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Abb. 29 Vergleich der Detektion kleiner Aromaten in fused silica und Borosilikatglas-Chip

Ein zusitzlicher Schritt in Richtung 6konomischer Chipmaterialien zielt auf die native TPE-
Fluoreszenz in polymeren Mikrofluidik-Chips ab. Polymerchips lassen sich in kleinen
Stiickzahlen mittels Softlithographie oder Heiflpridgen, wie auch in sehr grofen Stiickzahlen
mittels Spritzguss, deutlich 6konomischer herstellen als Flusssaure-geitzte Glas-Chips.

Da die oben gezeigten Testgemische zu einem nennenswerten Teil unterhalb von 360 nm
emittieren, konnten sie nicht in einem PMMA-Chip gemessen werden (Absorptionsspektrum
PMMA s. Abb. 22, S.49). Das Tryptophan mit der lingsten Emissionswellenldnge ergibt ein
detektierbares Signal. Um dennoch das Prinzip zu demonstrieren, wird anstelle einer
elektrophoretischen Trennung der Kanal eines PMMA- Mikrofluidik-Chips mit konzentrierter
Tryptophanlosung gefiillt und die Datenaufnahme gestartet. Nun wird der Kanal mittels eines
Mikromanipulators mehrmals durch den Brennpunkt bewegt, wo die TPE stattfindet. Das

resultierende Signal ist als Funktion der Zeit in Abb. 30 zu sehen.
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Abb. 30 TPE-Fluoreszenzsignal eines tryptophangefillten PMMA-Chips beim Heriberfahren tiber den
Kanal

Die Signalzunahme der PMT-Spannung, wenn der Lichtstrahl auf den Kanal trifft, ist deutlich
zu erkennen. Dieses Experiment zeigt die Grenzen verwendbarer Materialien flir die native
TPE- Fluoreszenzdetektion. TPE ermdglicht zwar die Detektion in Chips, welche fiir das
OPE-Anregungslicht intransparent sind, jedoch ist die Transparenz der Chipwerkstoffe im
Emissionsbereich der Verbindungen eine notwendige Bedingung. Daher ist die Detektion
intrinsisch fluoreszierender Analyten in einem gegebenen Polymer auf native Chromophore
mit Emissionswellenldngen im transmittierenden Bereich des jeweiligen Polymers begrenzt.
Folglich konnten Polymere verwendet werden, die neben dem sichtbaren auch im gesamten
UVA-Bereich (315-380 nm) transparent sind. Hier wiirden sich hochreines PMMA,
Cycloolefin-Copolymere'*?, Perfluoropolymere'”*'**, Polyvinylalkohol (Abb. 58, S. 88) oder

siloxanbasierte Polymere'*” anbieten.
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3.3 Systemimmanente funktionale Polymere fir die Chip-

Herstellung

Mikrofluidische Bausteine lassen sich aus sehr unterschiedlichen Materialien, wie Glas,
organischen Polymeren, Silicium oder Keramiken herstellen. Polymere Materialien haben
gegeniiber Glas als Chipsubstrat einige Vorteile. Zum einen sind die Materialkosten fiir
Polymere geringer als die fiir Glas und die chemische Vielfalt an kommerziell verfiigbaren
Polymeren mit unterschiedlichen Eigenschaften ist deutlich héher. Zum anderen ist die
Mikrostrukturierung von Polymeren einfacher zu vollziehen als die von Glas, da auf zeit- und
kostenintensive Atzprozeduren mit gasformigem, geldstem oder in situ gebildetem
Fluorwasserstoff verzichtet werden kann und eine Vielzahl alternativer Bonding- und
Strukturierungstechniken, wie z.B. die Softlithographie, das HeiB3prigen, das Spritzgiefen,
das Thermoformen oder die Laserablation zur Verfiigung stehen'*".

Die Chipherstellung aus industriell verfiigbaren Polymeren'’, wie z.B. Polydimethylsiloxan
(PDMS), Cycloolefincopolymer (COC) oder Polymethylmethacrylat (PMMA) hat sich in
Verbindung mit schnellen, einfach zu realisierenden Strukturierungstechniken fiir die
Herstellung geringer Stiickzahlen fiir Versuchszwecke durchgesetzt (rapid prototyping). Die
Zeit- und Kostenersparnis fiir die Kleinserien-Fertigung von Polymer-Chips liegt gegenwiértig
etwa eine Grofenordnung niedriger als die fiir Glas. Weiterhin sind bereits kommerzielle

Einweg-Mikrofluidik-Chips fiir Spezialanwendungen auf dem Markt.

Polymere haben zwei erhebliche Nachteile gegeniiber Glas, ndmlich deren geringere
chemische Inertheit und deren Hydrophobizitit. Wéhrend Glas bedingt hydrophile
Oberflacheneigenschaften aufweist und nur fiir anspruchsvolle elektrophoretische Trennungen
(von z.B. Proteinen) durch Derivatisierung oder Beschichtung hydrophiliert werden muss, ist
eine Oberflichenmodifikation nahezu aller fiir die Chipfertigung genutzten Polymere

198-200

unabdingbar Diese modifizierten Kanaloberflichen erleichtern das Befiillen

mikrofluidischer Kanidle mit wiéssrigen Losungen und verringern Analyt-Wand-

Wechselwirkungen, welche der Trenneffizienz abtriglich sind. Die Oberflichenmodifikation

201-204 205-207

kann auf physikalischem oder chemischem Wege erfolgen und ist insbesondere fiir

effiziente Trennungen in der Mikrochipelektrophorese von Bedeutung”™>'°.
Als dynamische Beschichtungsmittel werden stark hydrophile Polymere wie
Polyethylenglycole (PEGs), hydroxylierte Cellulosederivate oder Polyvinylalkohol (PVAI)

eingesetzt, welcher sich in der Kapillarelektrophorese als ideales Material zur Beschichtung

58



von Kapillarinnenwénden etabliert hat. Es liegt auf der Hand, Mikrofluidik-Bausteine direkt
aus diesen hydrophilen Polymeren herzustellen. Weil stark hydrophile Polymere jedoch ein
ausgeprigtes Quellverhalten und oft eine gute Loslichkeit in wiéssrigen Medien zeigen, sind

bisher keine derartigen Arbeiten publiziert worden.

In diesem zweigeteilten Kapitel werden zunéchst funktionale Polymere zur Chipherstellung
untersucht, deren Oberfliche sich durch die Spaltung funktioneller Gruppen zu PVAI
konvertieren ldsst. Die PVAI-Oberfliache sollte eine permanente Hydrophilie aufzeigen und
aufgrund der kovalenten Bindung an das Polymersubstrat wasserunldslich sein. Die
Eigenschaften dieser hydrophilierten Mikrofluidik-Bausteine werden im Hinblick auf die
Mikrochip-Elektrophorese evaluiert.

Einen Schritt weiter geht der zweite Teil des Kapitels, in dem ein Verfahren zur Fertigung
von Chips in Schichtbauweide vorgestellt wird. Diese ,,Sandwich-Chips* bestehen aus einer,
mittels Heillpragen oder Softlithographie strukturierten Polymerschicht, die zwischen zwei

Glassubstraten liegt und erlauben die direkte Herstellung hydrophiler Chips aus PVAL

3.3.1 Vollmaterial-Chips

3.3.1.1 Hydrophilieren der Oberflachen

Als funktionale hydrophile Polymere finden Polyvinylacetat (PVAc) sowie Polyvinylbutyral
(PVBu) der Firma Wacker Anwendung. Diese wasserunloslichen Polymere sollten sich durch
Spaltung des Esters, bzw. der Acetal-Funktionalitit gemi3 Abb. 31 zu hydrophilem PVAI

umsetzen lassen.

Zur relativen Bestimmung der Hydrophilie der Materialien werden Kontaktwinkelmessungen
auf der Substratoberfliche von Polymerstiicken durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wird ein
System zur Aufnahme der Kontaktwinkel aufgebaut und an einem kommerziellen

Kontaktwinkelmessgerit validiert (Kap. 4.4 auf S. 103).
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Abb. 31 Strukturen der Polyvinylester

Generell kann die Esterspaltung sdurekatalysiert (reversibel) als auch durch Basen
(irreversibel) erfolgen. Die irreversible Variante erscheint im Hinblick auf eine hohere
Ausbeute an Hydroxylgruppen sinnvoller. Dafiir werden Alkalimetallhydroxide, Ammoniak
oder tertidfre Ammoniumhydroxide verwendet. Weiterhin werden zwei plasmabasierte
Verfahren zur Spaltung oberflichennaher Gruppen getestet, die zunédchst diskutiert werden
sollen.

Da Plasmen eine Vielzahl geladener Teilchen mit hohen Uberschussenergien enthalten,
konnten im Plasma oberflichennahe funktionelle Gruppen des Polymers zu polaren Gruppen,
wie z.B. Carbonsduren, Hydroxylgruppen, Aldehyden, Ketonen oder Aminogruppen

21! Es sind zwei Varianten im Einsatz: Ein Niederdruckplasma und die

umgewandelt werden
Behandlung mit einem Plasma-Jet eines kapazitiv gekoppelten Atmosphédrendruck-Plasmas.
Die Behandlung im induktiv gekoppelten Niederdruck-Plasma erfolgt in einer kommerziellen
Plasmaanlage der FH Regensburg. Ein Vergleich von Plasmen der zur Verfiigung stehenden
Prozessgase (N2, O,, Ar) zeigt, dass Stickstoff die grofite Kontaktwinkelabnahme bewirkt. In
Abhéngigkeit der eingekoppelten Leistung werden nach 10 Minuten Behandlungszeit im
Stickstoff-Plasma die jeweiligen Kontaktwinkel bestimmt und aufgetragen (Abb. 32). Die

Fehlerbalken entsprechen dabei der Standardabweichung.
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Abb. 32 Abnahme der Kontaktwinkel in Abh&ngigkeit der induktiv eingekopplten Leistung der

Niederdruck-Plasmabehandlung mit N,

Die Abnahme der Kontaktwinkel durch die Plasmabehandlung von 74,3° + 3,1 auf 30° + 3,2
fir PVBu und von 65,0° + 2,1 auf 33,8° + 1,7 fiir PVAc ist offensichtlich. Der
Hydrophilierungseffekt ist bei hohen Plasmaleistungen am grofiten, jedoch begrenzt die als
Begleiterscheinung auftretende Erwdrmung der Polymere die verwendbare Maximalleistung
auf 450 Watt. Unmittelbar nach der Behandlung bei dieser Leistung ist das PVAc bereits
plastisch verformbar, d. h. die Temperatur de Chips kommt in den Bereich des
Glasiibergangspunktes.

Die tempordre Abnahme des Kontaktwinkels geht mit der Zunahme der Hydrophilie der
Oberfldache einher und beruht auf der lonenimplantation, dem Absputtern oberflachlicher
Verunreinigungen sowie in geringem Malle der Generierung polarer funktioneller Gruppen
(z.B. Amino-, Carbonyl- oder Carboxylfunktionen). Die Erzeugung einer hohen
Hydroxylgruppendichte an der Oberfliche, welche eine permanente Hydrophilie bewirken
sollte, erfolgt offensichtlich nicht. Das Ansteigen der Kontaktwinkel bei
Radiofrequenzleistungen oberhalb von 350 Watt ist auf die Aufrauung der Oberfliche durch
Plasmaétzen zuriickzufiihren und tritt insbesondere im Sauerstoff-Plasma in den Vordergrund.
Die Kontaktwinkelmessung zur Bestimmung der Hydrophilie biiit beim Vergleich von
Oberflichen mit stark unterschiedlicher Rauigkeit an Aussagekraft ein, da das

Benetzungsverhalten auch durch die Oberflichentopologie beeinflusst wird.
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Die zweite Plasma-Variante, mit der eine hydrophile Oberfliche erzeugt wird, ist die
Behandlung der Polymere mit einem kapazitiv-gekoppelten Gleichspannungs-Plasma. Die
unter Atmosphirendruck arbeitende Plasma-Quelle*'? ist schematisch sowie als Fotografie in
Abb. 33 a bzw. b dargestellt. Der Plasmastrahl wird durch Feldiiberh6hung an einer
Wolframspitze, liber die ein Gasfluss laminar stromt, erzeugt. Im Bereich der Spitze entsteht
eine Glimmentladung in der durch ElektronenstoBionisation Stickstoffmolekiile ionisiert
werden. Diese Ionen werden mit dem Gasstrom aus der Quelle gefiihrt, was in einem nahezu
potenzialfreien und kalten Plasma-Jet resultiert. Mit dem Plasma-Strahl werden PVAc, PVBu
und zum Vergleich ein elastomeres Silikon (PDMS), welches ebenfalls zur Herstellung
mikrofluidischer Chips verwendet wird, fiir jeweils 10 Sekunden behandelt. Auch in diesem
Experiment kann eine Verringerung der Kontaktwinkel von 65,0° £ 2,1 auf 45,5° + 2,1 fiir
PVAc bzw. von 74,3° + 3,1 auf 45,8° + 2,2 fiir PVBu erreicht werden, allerdings nimmt diese
Hydrophilie nach kurzer Zeit wieder ab, was auf einen nicht-permanenten Oberfldcheneffekt
hinweist (Abb. 33 c¢). Diese Abnahme ist unter dem Namen hydrophobic recovery
insbesondere fiir PDMS, aber auch fiir andere Polymere bekannt, und ist bis heute nicht
komplett verstanden. Eine Teilerkldrung liefert die vorhandene Kettenmobilitidt der
Polymermolekiile, durch die polare Gruppen teilweise ins Innere des Polymersubstrates

diffundieren konnen.
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Abb. 33 Hydrophilierungsversuch mit einer kapazitiv gekoppelten Atmosphérendruck-DC-Plasmaquelle.

A Schematischer Aufbau; B Photographie des Plasma Jets; C Kontaktwinkelzunahme im Zeitraum nach

der Behandlung

Mit beiden Plasma-basierten Verfahren erfolgt eine kurzzeitige Aktivierung der
Polymeroberflachen, jedoch keine die permanente Hydrophilierung. Da eine permanente
Hydrophilie im Hinblick auf die Reproduzierbarkeit fiir elektrophoretische Messungen
wesentlich ist, sind sowohl das induktiv gekoppelte Nierderdruckplasma, als auch das
kapazitiv gekoppelte Atmosphirendruckplasma als Vorbehandlungsschritt fiir die MCE kaum

geeignet.

Als nasschemische Hydrophilierungsmittel fiir PVAc kommen eine Esterhydrolase,
Ammoniak sowie Alkalilaugen zum Einsatz. Die enzymatische Spaltung mittels einer
Esterase aus Schweineleber fiihrt nach 24-stiindiger Inkubation nicht zu einer hydrophileren
Oberfldche. Die zu spaltenden Estergruppen des Polymers kommen aufgrund der kovalenten
Bindung zur Substratoberfliche offensichtlich nicht in die katalytisch aktive Kavitit des
Proteins. So zeigt die Behandlung des Polymers mit Enzym keinen Effekt.
Ammoniaklésungen und noch mehr fliissiges Ammoniak unter erhohtem Druck wirken als
Weichmacher fiir PVAc. Sie diffundieren in das Polymer hinein und erhéhen dessen

plastische Verformbarkeit, dieser Prozess geht mit einer leichten Triilbung des Materials
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einher. Bei der Behandlung mit fliissigem Ammoniak verdampft zudem beim Entspannen des
Autoklaven das Ammoniak schlagartig und schaumt das erweichte Polymer auf.

Die Behandlung mit jeweils 10 M KOH bzw. NaOH bewirkt schlussendlich eine signifikante
Abnahme der Benetzungswinkel (Abb. 34 A). Nach 46 Stunden Behandlungszeit ist die

Reaktion beendet. Die Behandlung ist von einer leichten Triibung der Oberflache begleitet

(Abb. 34 B, C).

P — .
wi |

10 N KOH 46 Std. S m——

10 N KOH 46 Std.

Abb. 34 Behandlung von PVAc mit konzentrierter Alkalilauge: A Kontaktwinkeldnderung; B Tribung
der behandelten Seite; C 40x VergrolRerung der behandelten Oberflache durch einen Rotfilter

Diese Triibung geht nur mit einem minimalen Anstieg der Autofluoreszenz des Polymers
einher (Abb. 35) und sollte nach dem Ubertragen der nasschemischen Hydrophilierung in den
Kanal die Detektion kaum nachteilig (durch Streuung) beeinflussen. Die basisch behandelten
PV Ac-Oberflichen sind langzeitstabil (keine Kontaktwinkelzunahme binnen 6 Monaten),
eine hydrophobic recovery wie bei den plasmenbasierten Verfahren ist nicht zu beobachten.
Eine mogliche Erklarung ist eine hohe Hydroxylgruppendichte, die die Ausbildung von H-
Briickenbindungen der Polymerstringe untereinander ermdglicht und so den erzeugten PVAI-
Film stabilisiert. Zur weiteren Klidrung der Oberflichenchemie werden XP-Spektren der

Polymere in Kap. 3.3.1.2 auf S. 66 diskutiert.
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Abb. 35 Vergleich der Eigenfluoreszenz bei 266 nm von unbehandeltem PVAc (griin) und
basenbehandeltem PVAc (blau)

Zur Hydrophilierung des PVBu miissen zyklischen Acetalgruppen abgespalten werden. Da
Acetale als Schutzgruppen fiir Alkanole in der organischen Synthese in homogener Losung
iiblicherweise sdurckatalysiert gespalten werden?”, ist auch die Spaltung auf der
Polymeroberfliche im sauren Milieu naheliegend. Es werden konzentrierte und
halbkonzentrierte Séduren, wie Salzsdure, Schwefelsdure, Salpetersdure, Essigsdure,
Ameisensdure und Perchlorsdure getestet. Das PVBu 16st sich in den Mineralsduren zu stark
viskosen Losungen. Ameisen- und Essigsdure verursachen eine starke Quellung und damit ein
Aufweichen der Polymeroberfldache. Einzig 23 %ige Perchlorsdure greift das Polymer nicht

sichtbar an und erwirkt eine Kontaktwinkeldnderung von 74,3° & 3,1 auf 40,0° + 1,4.

In Abb. 36 ist die Ubersicht der verschiedene Hydrophiliermethoden gegeben. Unbehandeltes
Polyvinylbutyral ist weniger hydrophil als unbehandeltes PVAc, was im Einklang mit der
langeren apolaren Kohlenwasserstoffkette der Butyralgruppe steht. Als Erwartungswert einer
kompletten Konversion zu Hydroxylgruppen ist ein diinner, thermisch immobilisierter PVAI-

Film mit einem Kontaktwinkel von 21,0° ebenfalls dargestellt.
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Abb. 36 Ubersicht tiber einige Hydrophilierungsmethoden fiir PVAc und PVBu

3.3.1.2 Charakterisierung der Oberflachen mittels XPS

Als analytische Methode zur Untersuchung der chemischen Reaktionen beim Hydrophilieren
der Polymeroberflichen ist die rontgeninduzierte Photoelektronenspektroskopie (XPS) das
Mittel der Wahl. Diese oberflichensensitive Methode erlaubt einen empfindlichen Nachweis
spezifischer chemischer Bindungen durch deren charakteristische Bindungsenergien.

Wichtig fiir eine sinnvolle Diskussion dieser Spektren ist, dass man sich die
Herstellungsprozesse der Polymere vergegenwirtigt: Das PVAc wird industriell direkt durch
radikalische Polymerisation von Vinylacetat synthetisiert, demnach enthilt es ausschlieBlich
Estergruppen. Demgegeniiber steht das PVBu, dessen Produktion dreistufig durch Umsetzung
von PVAc zu PVAI (Esterspaltung) und Acetalisierung der Hydroxylgruppen mit
Butyraldehyd in homogener Phase erfolgt. Folglich sind neben Acetalgruppen zusétzlich nicht
umgesetzte Hydroxyl- bzw. Acetatanteile vorhanden (vgl. Abb. 31 auf S.60).

Im Folgenden werden die XP-Spektren der mit Kohlenstoff bzw. Sauerstoff
korrespondierenden Energien diskutiert, zunidchst von PVAc und im Anschluss die von

PVBu.
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Abb. 37 XP-Spektrum der Kohlenstoff-Bindungsenergien von unbehandeltem PVAc und mit KOH
hydrophiliertem PVAc

Fir PVAc ist in Abb. 37 der fiir Kohlenstoffatome relevante Energiebereich des XP-
Spektrums vergrofert dargestellt. Dabei wird unbehandeltes, 4-stiindig und 46-stiindig
behandeltes Material gegeniibergestellt. Die Intensitéit des Signals bei 289,2 eV, welche der
Kohlenstoff-Energie der funktionellen Estergruppe (-CO-O-) entspricht, nimmt mit
zunehmender Behandlungsdauer ab (19,6 : 7,1 : 1,8 % relative Peakfldache). Da im Zuge der
Esterhydrolyse Essigsdure abgespalten wird, nimmt analog auch die Anzahl an
Methylgruppen ab, welche ausschlieBlich als Acetylreste im Polymer enthalten sind (285,5
eV). Betrachtet man das Spektrum der Ols-Energien von Sauerstoff (Abb. 38), so ist durch
die Hydrophilierung eine Verringerung der Signalbreite von 6 eV auf 5 eV festzustellen
(534,4 eV). Diese Reduzierung ist auf die Abspaltung des Carbonylsauerstoffs und die
Konversion des Briickensauerstoffs der Carboxylgruppe zu einheitlich gebundenen
Hydroxylsauerstoffen zuriickzufiihren. Die gezeigten XP-Daten bestditigen die These, dass
oberflichennahe Estergruppen des PVAc basenkatalysiert in Hydroxylgruppen umgewandelt

werden, was auch die beobachtete Kontaktwinkelabnahme erklart.
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Abb. 38 XP-Spektrum der Sauerstoff-Bindungsenergien von unbehandeltem und hydrophiliertem PVAc

Fiir das PVBu ist die Aussagekraft der XP-Spektren weniger eindeutig und zudem ist die
Auswertung komplexer, da schon das Ausgangsmaterial herstellungsbedingt Acetyl-,
Hydroxyl- und Acetal-Gruppen enthélt. Die Konversion des Acetals zu Hydroxylgruppen
sollte mit der Abspaltung von Butyraldehyd einhergehen und zur Abnahme von Methyl- und
Methylengruppen sowie der Zunahme von Hydroxylresten fithren. Die zugehorigen XP-
Spektren sind in Abb. 39 dargestellt.

Die quantitative Auswertung der Daten in Abb. 40 zeigt durch die Behandlung mit
Perchlorsdure eine signifikante Abnahme von Methylgruppen sowie eine Zunahme von
Methylengruppen. Stiinde die Methylgruppenabnahme im Einklang mit der Abspaltung des
Acetals, dann wire ebenso eine Abnahme von Methylengruppen zu erwarten. Offensichtlich
findet keine (entropisch ungiinstige) Spaltung des zyklischen Acetals statt, vielmehr ist die
Spaltung vorhandener Acetatreste im Polymer eine mogliche Schlussfolgerung.

Fir die beobachtete Zunahme an Methylengruppen fehlt demgegeniiber eine schliissige
Erklarung. Die Abnahme der Signalbreite im Sauerstoff-Spektrum analog dem PV Ac ist nicht
zu beobachten, was auf keine Hydroxylgruppen-Bildung hindeutet. Die makroskopisch
beobachtete = Abnahme der Kontaktwinkel des PVBu, welche durch die
Perchlorsédurebehandlung erzielt werden kann, ist dem Anschein nach auf die Diffusion der

Saure in das Material zuriickzufiihren (Quellung).
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Abb. 39 Gegentiberstellung der XP-Spektren von unbehandeltem und mit HCIO,-behandeltem PVBu

funkt. Gruppe Lage [eV] rel. Peakfldche [%]

unbehandelt
-CH2- 2850 495
-CH3 2844 15,0
>CH-O- 2834 23,4
-O-CH-0O- 2821 96
-CO-0- 280,7 2,5
46 Std. HCIO,
-CHz2- 2850 60,3
-CH3 2843 82
>CH-O- 2834 24,0
-O-CH-O- 2821 59
-CO-0O- 280,7 1,7

Abb. 40 Quantitative Auswertung der Kohlenstoffspektren aus Abb. 39

Zusitzliche Signale im XP-Ubersichtsspektrum, die auf HCIO, als Quellmittel hindeuten sind
nicht zu identifizieren. Eine mogliche Erkldrung ist, dass XP-Spektren im Hochvakuum
aufgenommen werden und die HCIO4 vor der Datenaufnahme aus dem Polymer desorbiert

wird.
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3.3.1.3 Chips und Befullung

Die Herstellung von Vollmaterial-Chips wurde in Kooperation mit dem Microfluidic
ChipShop in Jena aus pulverférmigem Polymermaterial durchgefiihrt. Erste PVAc-Chips
hatten fertigungsbedingt opake Deckelplatten (Abb. 41 A, B), welche die
Fluoreszenzdetektion durch Lichtstreuung stark behinderten. Weiterhin hatten die
Vialbohrungen  durch  Unterschneidungen  extrem  grole  Totvolumina.  Eine
lichtmikroskopische Aufnahme zeigt die schlechte optische Qualitidt und stark deformierte
Kanédle im Kreuzungsbereich (Abb. 41 C). Diese Nachteile wurden durch Modifikation der
Herstellungsschritte beseitigt, so dass letztlich Chips mit transparenten Deckelplatten,
totvolumenfreien Vials und geraden Kanilen zur Verfiigung stehen (Abb. 41 C-F). Der
Einschluss von Partikeln und Luftblasen konnte ebenfalls verringert, aber nicht gédnzlich

beseitigt werden.

OTA0 2L ~1- 7032 —af

Abb. 41 A,C PVAc-Chip der ersten bzw. letzten Generation; B,D Zugehdérige Aufnahmen des

Kreuzungsbereichs; E PVBu-Chip; F Dimensionszeichnung des Kanalprofils

Weiterhin ist auf den Fotografien deutlich der Einschluss von Luftblasen bzw. Partikeln
erkennbar. Eine lichtmikroskopische Inspektion der Chips sowie das wissrige Befiillen der
Mikrokandle mittels Unterdruck bestitigen diese Beobachtung. In jedem verfligbaren Chip
sind fehlerhafte Stellen. Diese werden in 3 Gruppen kategorisiert, vgl. Abb. 42:
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A sich von den Wénden ablosende Partikel
Dieser treten insbesondere im Bereich der Probegefille (Vials) auf und konnen durch
sorgfiltiges Spiilen weitgehend minimiert werden. Dennoch ist komplettes Entfernen

nicht immer moglich, so dass einige Chips verstopfen und unbrauchbar werden.

B eingebondete Partikel
Sofern Partikel zwischen beiden Platten ohne Kontakt zu einem der Kandle
eingeschlossen sind, erhoht sich lediglich durch Autofluoreszenz der
Detektionshintergrund. Partikel mit direktem Kontakt zum Kanal resultieren in kleinen

Totvolumina und erschweren das blasenfreie Befiillen der Chips.

C Luftblasen mit Offnung zum Mikrofluidikkanal
Diese erschweren die blasenfreie Befiillung der Chips erheblich und vermindern
weiterhin durch grofle Totvolumina die Trenneffizienz. Zudem erhéht sich aufgrund
von Streueffekten der Detektionshintergrund. Je nach GroB3e des Totvolumens machen

diese Fehlstellen den Chip unbrauchbar (mittleres Bild, unten).

Abb. 42 Fehlerhafte Stellen der Mikrofluidik-Chips: A sich lésende Partikel; B eingebondete Partikel; C

Luftblasen (Totvolumina)
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Der nichste Schritt ist die Ubertragung der nasschemischen Hydrophilierung in die
mikrofluidischen Kanéle der Chips (HClO4-Behandlung fiir PVBu und Basenbehandlung fiir
PVAc). Dazu wird die Hydrophilierfliissigkeit mittels Uberdruck durch das Vial am Ende des
Trennkanals gespiilt, bis in jedem der {ibrigen Vials ein kleiner Fliissigkeitstropfen sichtbar
wird. AnschlieBend werden eventuell vorhandene Luftblasen im Kanal mittels der
Durchlichtmikroskopie ausfindig gemacht und mittels Uberdruck aus dem Kanal gespiilt. Die
aufgefiillten Vials werden mit Tesa-Film als Staub- und Verdampfungsschutz fiir die gesamte
Hydrophilierdauer verschlossen. Das permanente Hydrophilieren von PVBu innerhalb des
mikrofluidischen Kanals gelingt nicht, da sich die mit Perchlorsdure befiillten Kandle nach
kurzer Zeit von selbst verschlieen. Anscheinend tritt hier eine leichte Quellung des Materials
auf, die ausreicht um den Mikrokanal zu blockieren. Dementsprechend konnen die in Kapitel
3.3.1.5 durchgefiihrten elektrophoretischen Trennungen nur in unbehandeltem PVBu
durchgefiihrt werden.

Fiir die Hydrophilierung von PV Ac mittels Base wird nach Ablauf der gewiinschten Zeitdauer
die Lauge mittels Uberdrucks aus dem Kanal gespiilt und dieser im Stickstoffstrom
getrocknet. Bei der folgenden Erstbefiillung des Kanals mit Wasser ist kein Uberdruck
notwendig, da die hydrophilen Kanalwinde eine Befiillung durch Kapillarkraft ermoglichen.
Da sich zundchst der Kanal nur einige Zentimeter befiillte, bis er komplett verstopft war, wird
die Erstbefiillung videomikroskopisch unter Phasenkontrastbeleuchtung dokumentiert. In
Abb. 43 A-C sind Momentaufnahmen von der Erstbefiillung eines 46 Std. Stunden mit Base
behandelten Chips gezeigt. Dabei sind die Photos in chronologischer Reihenfolge sortiert. In
A sieht man bereits hell erscheinende Partikel in der Fliissigkeit, welche sich hinter dem
Meniskus sammeln. Mit fortschreitender Befiillung nimmt die Anzahl der Partikel nach C hin
zu. Bild D zeigt schlieBlich die lichtmikroskopische Aufnahme der verstopften Stelle, an der
die Partikel aggregiert sind und irreversibel den Kanal verstopfen. Um dieses Verstopfung zu
verhindern, muss die Erstbefiillung sequentiell geschehen. Dazu wird zwischendurch die
Fliissigkeit mit darin enthaltenen Partikeln immer wieder abgesaugt, ehe es zur Aggregation
kommen kann. Dafiir werden 4 pL. Wasser in das Vial am Ende des Trennkanals gegeben,
welches in den Kanal lauft und sofort wieder abgesaugt wird. Dieser Vorgang wird
wiederholt, wobei die Zeit bis zum Absaugen nach und nach verldngert wird. Sobald das
Kreuz erreicht ist, kann dieses aufgrund der kiirzeren Kanallinge komplett gespiilt werden.
Die Erstbefiillung eines 46 Stunden behandelten PVAc-Chips (starke Partikelbildung bei
langer Behandlungsdauer) beansprucht iiber 1 Stunde. Im Anschluss kann der Chip getrocknet

und gelagert werden.
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Abb. 43 Erstbefiillung eines 9 Std. mit KOH hydrophilierten Mikrokanals

Zur Vorbereitung elektrophoretischer Messungen muss der Chip mit Puffer befiillt werden.

Grundsitzlich lassen sich die hydrophilen Kanéle einfacher und schneller mit wéssrigen

Losungen befiillen als die hydrophoben. Die Menisken, welche sich wéhrend der Befiillung

- unbeh. PVAc

|
|
|
|
|
4 Std. KOH |
|
|

9 Std. KOH |

16 Std. KOH

1
26 Std. KOH :

|
|
46 Std. KOH 1
|
|

Abb. 44 Benetzung unterschiedlich lang hydrophilierter PVAc-Mikrokanalwande
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herausbildenden, sind in Abhdngigkeit der Behandlungsdauer mit Base in Abb. 44 dargestellt

(markiert durch schwarze Linien).

Wie schon bei den Kontaktwinkelmessungen im Makroskopischen zeigen sich auch auf der
mikroskopischen Skala starke Adhédsionskréifte an der hydrophilierten Oberflache. Je ldnger
die Behandlungsdauer ist, desto hoher ist die Affinitdt wissriger Losungen zur Wandung.
Auch die Zeitdauer zum Zuriicklegen einer bestimmten Wegstrecke nimmt mit der
Hydrophilierzeit ab, wie in der rechten Abbildungshilfte gezeigt ist (5-fach Bestimmung; als
Fehlertoleranz ist die Standardabweichung angegeben).

Sofern wéhrend der Hydrophilierung ungewollte Luftblasen im Kanal auftreten, sind dort
weniger hydrophile Bereiche des Polymers vorhanden. Es ist eine besondere
Herausforderung, zur Vorbereitung einer Messung diese noch hydrophoben Stellen blasenfrei

mit Puffer zu benetzen. Dies gilt im Speziellen fiir die in Abb. 42 gezeigten Problemstellen.

Zusammenfassend kann die basische Esterhydrolyse von PVAc als oberflichennahe
Grenzflachenreaktion des Systems fest / fliissig in den mikrofluidischen Kanal transferiert
werden. Dabei ist der Erstbefiillung aufgrund sich von den Wénden ablosender Partikel

besonderer Beachtung zu schenken, was einmalig intensive Spiilschritte notwendig macht.

3.3.1.4 Optische Charakterisierung

Um herauszufinden, in welchen Wellenldingenbereichen die Polymerchips fiir die
Fluoreszenzdetektion nutzbar sind, werden UV/Vis-Transmissionsspektren aufgenommen,

welche im Vergleich zu fused silica und PMMA in Abb. 45 dargestellt sind.
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Abb. 45 Transmissionsspektren einiger Mikrofluidik-Chips aus unterschiedlichen Materialien

Das Polyvinylbutyral ist von der Transmission her in etwa mit PMMA vergleichbar, wenn
auch die relative Transmission aufgrund einer schwachen bréunlichen Verfiarbung geringer
ist. Diese beiden Polymere konnen im visuellen Bereich eingesetzt werden. Im nahen UV sind
sie nur eingeschrankt nutzbar. Unterhalb von 340 nm geht die Transmission gegen Null, so
dass eine Verwendung im tiefen UV nicht moglich ist, da sdmtliche Anregungsstrahlung
absorbiert wird. Das Polyvinylacetat ist bei kleinen Wellenldngen durchléssiger, jedoch liegt
auch hier die Transmission < 300 nm unterhalb von 50 %.

Die Transmissionsspektren geben Auskunft iiber die theoretische Verwendbarkeit der
Polymere, jedoch wird die praktische Nutzbarkeit durch die Autofluoreszenz der Materialien
weiter eingeschrdankt. Zu deren Charakterisierung sind fiir PVAc und PVBu die 3-D
Fluoreszenzspektren in Abb. 46 dargestellt (die mit einem * markierten Signalgruppen sind
systembedingt und konnen ignoriert werden). Fiir beide Polymere ist eine hohe
Autofluoreszenz bei einer Anregungsstrahlung im UV-Bereich ersichtlich (400
Intensitdtseinheiten fiir PVAc; 800 Intensititseinheiten fiir PVBu). Die zugehdrigen
Emissionsmaxima liegen bei 350 bzw. 400 nm. Unter gleichen Bedingungen liegt die
Autofluoreszenz von fused silica Chips unterhalb von 20 Einheiten. Folglich sind die
Polyvinylester fiir die klassische Fluoreszenzdetektion im tiefen UV iiberhaupt nicht — und im

nahen UV allenfalls das PVAc — verwendbar.
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Betrachtet man die chemischen Strukturen der Polymere (vgl. Abb. 31 auf S.60), so ist die
Eigenfluoreszenz erst bei niedrigeren Anregungswellenldngen zu erwarten, da keine -C=C-
Doppelbindungen enthalten sind. Zur Herstellung von Polymeren werden jedoch Additive,
wie Radikalstarter, Massenregler etc. zugesetzt, welche vermutlich die Ursache fiir die hohe
Autofluoreszenz sind. Eine wesentliche Abnahme der Eigenfluoreszenz und damit die
Anwendbarkeit bis in den UV-Spektralbereich ist durch die Verwendung hochreiner

Polymermaterialien zu erwarten.

Ex. Wavelength [nm?mJ 600

800

600
Int. 400
200

Abb. 46 3-D Fluoreszenzspektren von PVAc und PVBuU

3.3.1.5 Experimente in hydrophilen Kanalen

Zur Charakterisierung der Eigenschaften fiir die MCE werden hydrophilierte und
unbehandelte Chips miteinander verglichen. Geeignete Testgemische dafiir sollten sowohl
eine hohe Trenneffizienz als auch eine empfindliche Detektion ermodglichen und dariiber
hinaus eine hohe Langzeitstabilitidt aufweisen. Die Zusammenstellung solcher Testgemische
ist aufgrund der enormen Temperaturempfindlichkeit von PVAc (Glasiibergangstemperatur
ca. 44 °C) sowie der marginalen Losemittelbestéindigkeit eine besondere Herausforderung.

Die hohe Temperaturempfindlichkeit des PVAc &uflert sich im schnellen Verstopfen der
Mikrokanile, sofern die Joulesche Wiarmeentwicklung zu hoch ist. Um zu sehen wie sich die

thermische Schiadigung im Detail &duflert werden rasterelektronenmikroskopische
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Querschnittsaufnahmen eines intakten (Abb. 47 oben) und eines thermisch geschéddigten
Chips (unten) gemacht. Bei dem defekten Chip ist offensichtlich das Polymermaterial der
Deckelplatte mit dem Kanalboden verklebt, was zur Verstopfung des Chips fiihrt. Die Kanile,
welche mittels Heiprdgen mit einem Si-Master hergestellt wurden, tragen an der Oberfléche
vermehrt Si-Atome welche durch den Prageprozess auf die Polymer-Oberfliche gebracht
wurden. Die Dichte der Si-Atome ist an der Beriihrungsfliche erhoht, was in der EDX-
Aufnahme unten rechts gut ersichtlich ist.

Aufgrund der Temperaturempfindlichkeit des PVAc muss die Joulesche Wiarmeentwicklung
auf ein Minimum reduziert werden. Das gelingt durch Senken der lonenstérke des Puffers und
durch die Reduzierung der elektrischen Potenziale. In den vorhandenen PV Ac-Chips sind bei
Ionenstirken unterhalb von 10 mM und Stroémen unter von 3 pA reproduzierbare Messungen
ohne Schidigung der Kanile moglich. Solch geringe lonenstirken vermindern jedoch die
elektrophoretische Trennleistung. Weiterhin zeigt das PVAc-Material eine enorme
Empfindlichkeit gegeniiber organischen Solventien, welche ein Aufquellen des Materials
hervorrufen. Dies hat wiederum die Verstopfung der Kanile zur Folge. Organische
Losungsmittel sind in geringem Mafle in den Testgemischen enthalten, da die Farbstoffe fiir
die Fluoreszenzderivatisierung in Dimethylsulfoxid bzw. Aceton geldst werden miissen. Die
Analyten werden nach der Derivatisierung im Vakuum eingeengt und in Wasser resolvatisiert,

um eine lingere Verwendbarkeit der Chips sicherzustellen.

Abb. 47 Querschnittsaufnahmen eines intakten (oben) und eines thermisch geschadigten Mikrokanals
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Im Zuge dieser Arbeit werden zwei Testgemische eingesetzt. Das erste besteht aus einfach
fluoreszenzmarkierten Diaminen und einem Rhodaminfarbstoff und ist in Abb. 48 dargestellt.
Die rot markierten Gruppen sind an 4-Fluor-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol als Fluorophor
gebunden. Die Fluoreszenzanregung des Gemischs erfolgt bei 450-480 nm, dabei liegt das
Emissionsmaximum etwa bei 520 nm. Diese Analyten werden im sauren Milieu bei pH 3
getrennt. Aufgrund der aliphatischen Aminogruppen bzw. des positiv geladenen Stickstoffs in
der Rhodaminstruktur liegen alle Analyten als Kationen vor, was mittels eines Neutralmarkers

experimentell bestétigt werden konnte.

Die elektrophoretische Trennung des Testgemischs in einem Glaschip weist gute
Trenneffizienzen und Signalhdhen auf (Abb. 49, links oben). Die Peakzuordnung erfolgt
dabei durch Standardaddition. Eine Messung mit gleichen Parametern in einem
unbehandelten PVAc-Chip offenbart eine leicht verminderte elektrophoretische Auflosung.
Hier zeigt insbesondere das Rhodaminsignal ein sichtbares Tailing. Die Hydrophilierung des
PVAc bewirkt eine weitere Reduzierung der Auflosung und nicht — wie erwartet — eine
Erhohung der Trennleistung. Ferner bringt die Hydrophilierung der Chips ein stirkeres
Tailing des Rhodaminssignals mit sich. Offenbar tritt eine erhdhte Wechselwirkung

zwischen Rhodamin und der behandelten Kanalwand ein.

NO,
N
~ / Putrescein
N 1
- NH
Nitrobenzoxadiazol (NBD) NH,
2

3 Rhodamin 123

Abb. 48 Inhaltsstoffe des kationischen Testgemisches mit Fluoreszenz im gelb-griinen Spektralbereich
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Nach jeder Messung fluoreszieren die Kanalwinde schwach, was auf an der Wand adsorbierte
bzw. ins Polymermaterial diffundierte Analyten hindeutet. Bei lédnger als vier Stunden
hydrophilierten Chips nimmt die Stabilitét der Kanédle wéahrend der Messung so stark ab, dass
keine reproduzierbare Probeninjektion und damit auch keine elektrophoretische Trennung

mehr moglich ist.

Glas 2,5 Std. NaOH PVAc

T T T T T T T T T
oz 08 10 14 18 22 26 30

unbeh. PVAc 4 Std. PVAc NaOH

T~

|||||

Abb. 49 Elektropherogramme des kationischen Testgemisches in Glas, unbehandeltem und behandeltem
PVAc

Dieses Ergebnis soll mit einem weiteren, anionischen Testgemisch abgesichert werden. Das
Testgemisch besteht aus zwei Cy5-markierten Monoaminen und einem Alexa Fluor 647-
markierten Peptid. Die Strukturformeln der Analyten sind in Abb. 50 dargestellt, wobei die
Strukturformel von AF-647 im Detail nicht bekannt ist.
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3 Bradykinin

Abb. 50 Anionisches Testgemisch mit Fluoreszenzemission im roten Spektralbereich

Sicher ist aber, dass beide Fluoreszenzfarbstoffe des Testgemischs zur Erhohung der
Wasserloslichkeit mehrere, stark saure Sulfonylgruppen enthalten. Aus diesem Grund sind
alle derivatisierten Analyten anionisch. Die Emissionswellenldngen der Fluorophore liegen im
roten Spektralbereich. Das Elektropherogramm auf einem Glaschip ist in Abb. 51 dargestellt.
Die Hauptsignale sind nahezu basisliniengetrennt, allerdings ist neben dem grof3en
Dodecylamin-Signal (3) eine Verunreinigung (1) erkennbar, die vom Histamin lediglich

angetrennt werden kann.
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Abb. 51 Elektropherogramm des anionischen Testgemischs auf einem Glas-Chip
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Abb. 52 Elektropherogramm des anionischen Testgemischs auf unbehandeltem und behandeltem PVAc

Die in unbehandelten bzw. hydrophilierten PV Ac-Chips erhaltenen Elektropherogramme sind
in Abb. 52 dargestellt. Die elektrophoretische Auflosung ist in unbehandeltem PVAc
gegeniiber Glas deutlich vermindert, so dass nur zwei Signalgruppen erkennbar sind. Im

dargestellten Elektropherogramm ist ein leichtes Nachlaufen von Probe in den Trennkanal
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ersichtlich, welches sich im Anstieg der Basislinie gegen Ende der Messung duf3ert. Durch die
Hydrophilierung von PVAc nimmt die Signalbreite verglichen mit unbehandeltem PVAc
weiter zu. Hier kann jeweils nur eine Signalgruppe detektiert werden, die im Falle von 46
Stunden behandeltem PVAc eine deutlich erhohte Migrationszeit zeigt und zudem stark
verbreitert ist. Es handelt sich dabei hochstwahrscheinlich um die Signale 1 und 2, was jedoch
aufgrund der mangelnden Stabilitdt der Kanile nicht sicher durch Standardaddition bestitigt
werden kann. Die Substanzen 3 und 4 werden entweder durch ihren anionischen Charakter bei
der elektrokinetischen Injektion diskriminiert oder sie haben eine sehr geringe Mobilitét und

migrieren nicht innerhalb der 9-miniitigen Messzeit bis zum Detektor.

In Abb. 53 sind die Migrationszeiten bis zur ersten Signalgruppe in unterschiedlich lang
hydrophilierten PVAc-Chips dargestellt. In Rahmen der Fehlertoleranzen kann hier ein

linearer Anstieg angenommen werden.

7 A

t [min]

1] 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Hydrophilerdaver [Std.]

Abb. 53 Auftragung der Migrationszeiten bis zur 1. Signalgruppe gegen die Hydrophilierdauer des
jeweiligen PVAc-Chips

Die steigenden Migrationszeiten konnen im Wesentlichen zwei Ursachen haben: Die
Reduzierung des elektroosmotischen Flusses oder chromatografische Effekte.

Fiir eine Abnahme des elektroosmotischen Flusses in den hydrophilierten Kanélen spricht die
folgende These: Das Verschwinden der Signale 3 und 4 zeigt, dass die elektrophoretische

Mobilitidt, welche vom Injektionskreuz / Detektor weggerichtet ist, gegeniiber der
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elektroosmotischen Mobilitdt in Richtung Kreuz / Detektor an Einfluss gewinnt. Weiterhin
deutet auch die Tendenz steigender Migrationszeiten der Signalgruppe 1-2 auf eine Abnahme
des elektroosmotischen Flusses hin.

Eine weitere Ursache konnten chromatografische Effekte sein, bei denen die Analyten an den
Winden retardiert werden. Chromatografische Wechselwirkungen stehen im Einklang mit der

beobachteten Signalverbreiterung durch die Hydrophilierung.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass durch die Verwendung von hydrophilierten
PV Ac-Chips die elektrophoretische Auflosung nicht wie erwartet gesteigert werden kann.
Vielmehr verdndert sich das Material aus elektrophoretischer Sicht zum Nachteil: Verldngerte
Migrationszeiten, die Nicht-Detektierbarkeit der stark anionischer Verbindungen und
verbreiterte Probezonen legen einen reduzierten elektoosmotischen Fluss und das Auftreten

chromatografischer Wechselwirkungen nahe.

3.3.2 Fertigung von Sandwich-Chips

Dieses Kapitel beschreibt die Fertigung mikrofluidischer Chips in Schichtbauweise. Damit
sollen einige Nachteile polymerer Vollmaterial-Chips, wie z.B. der langsame
Wiérmeabtransportwdhrend der Messung, der hohe Autofluoreszenzhintergrund und die
schlechte mechanische Stabilitéit beseitigt werden. Mikrofluidik-Chips in Sandwichbauweise
bestehen aus einer diinnen Polymerschicht, die zwischen zwei Substratplatten, z.B. aus Glas

oder fused silica, sitzt (Abb. 54).
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Abb. 54 Schematischer Aufbau eines Sandwich-Chips

Die Strukturierung des mikrofluidischen Kanals erfolgt in eine polymerbeschichtete
Bodenplatte. Darauf wird eine ebenfalls beschichtete Deckelplatte gelegt und beide Platten
miteinander verbunden (Bonding). Durch diesen Aufbau wird im Gegensatz zu Vollmaterial-
Chips die Dicke der Polymerschicht um ein bis zwei Grofenordnungen reduziert, was sich
giinstig auf den Detektionshintergrund und die Ableitung Joulescher Wéarme auswirken soll.
Die Wirmeleitfihigkeit von Polymeren ist deutlich geringer als die von Glas*'* (0,3 - 0,5
W*m K bzw. 1,5 W*m K.

Ein weiterer positiver Aspekt des Sandwich-Aufbaus ist die Mdglichkeit, quervernetzbare,
stark hydrophile Polymere wie PVAI oder PEG zur direkten Chipfertigung zu verwenden.
Diese sind aufgrund ungiinstiger fertigungstechnischer Eigenschaften nicht fiir klassische

Herstellungsverfahren von Vollmaterial-Chips zugénglich.

In Abb. 55 sind die Arbeitsschritte zur Fertigung heiBgeprigter Sandwich-Chips mit
unbeschichteter Deckelplatte dargestellt: das Herstellen eines gleichmédBig dicken
Polymerfilms, dessen Trocknung und Strukturierung sowie das Bonding von Boden- und

Deckelplatte. Diese werden im Folgenden diskutiert.
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2. Film trocknen

3. Film HeiBpragen

Abb. 55 Arbeitsschritte zur Herstellung heiRgepréagter Sandwich-Chips

3.3.2.1 Erzeugung dunner Schichten

Zur Erzeugung der Polymerschichten werden zwei unterschiedliche Techniken getestet: Das
spin coating, welches iiberwiegend in der Halbleiterindustrie angewandt wird, und das
Rakeln, welches aus der Lackierungstechnik stammt. In Kooperation mit dem Arbeitskreis
Scheer der Bergischen Universitidt Wuppertal wird zunichst die Schichterzeugung mittels spin
coating durchgefiihrt. Bei diesem Verfahren befindet sich eine drehbare Scheibe unterhalb des
zu beschichtenden Substrats. Auf das schnell rotierende Substrat wird Polymerlosung
getropft, die durch die Zentrifugalkraft abgeschleudert wird und einen gleichméBig diinnen
Polymerfilm zuriicklisst. Ublicherweise werden so wenige um dicke Schichten erzeugt. Das
spin coating ist nicht zur Herstellung gleichméBiger Schichten mit der von uns benétigten
Schichtdicken von > 200 um geeignet. Diese sind erforderlich, da durch den
Trocknungsprozess eine Materialschrumpfung®® auftritt und der trockene Polymerfilm
mindestens 50 um Stérke fiir die Strukturierung aufweisen muss.

Das Aufziehen mit einem Edelstahlrakel liefert hier deutlich bessere Ergebnisse. Mit diesem
Verfahren konnen homogene Schichten mit Dicken bis 1500 um auf DIN A4 Blatt grof3e
Substrate aufgebracht werden. Der Wahl von Losungsmittel und Trocknungsparametern muss
bei Schichten dieser Dicken grofle Beachtung geschenkt werden, da sonst die Ausbildung

einer homogenen, spiegelglatten = Polymerschicht durch  Entnetzungph@nomene,
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Oberflaichenverwerfung oder Hautbildung gestort wird. Géngige Losemittel wie Aceton,
Ethanol, Ethylacetat, oder Diethylether verdampfen unter Standardbedingungen viel zu
schnell und bilden so ungleichméafige Polymerbeschichtungen. Daher wird auf Losungsmittel
mit héherem Dampfdruck wie Dimethylformamid (fiir PVAc) und Octanol (fiir PVBu)
zuriickgegriffen, welchen etwas Diacetonalkohol zur Verhinderung des zu schnellen

Antrocknens der Filmoberfldche zugesetzt ist*!

. Da auch die Geschwindigkeit der Trocknung
einen Einfluss auf die Filmqualitdit hat, wird die sehr langsam mit stufenweiser
Temperaturerh6hung getrocknet. Exemplarisch ist in Abb. 56 A die Photographie einer
binnen weniger Stunden getrockneten PV Ac-Schicht gezeigt. Darauf bilden sich wihrend der
Trocknungsphase unvermeidliche Differenzen der Oberflichenspannung, welche in
Oberflachenstrukturen dhnlich einer Orangenschale resultieren (sog. orange peel effect). Die
Ausweitung der Trocknungsdauer auf mehrere Tage bei ansonsten gleichbleibenden

Bedingungen resultiert hingegen in einer spiegelglatten Polymerschicht (Abb. 56 B).

Abb. 56 Effekt der Trocknungsgeschwindigkeit auf die Oberflachentopologie eines PVAc-Films; A zu
schnelle Trocknung; B adaquate Trocknungsgeschwindigkeit

Die getrockneten Polymerfilme sollen mittels HeiBBprdgen mikrostrukturiert werden. Fiir
dieses Verfahren wird eine invertierte Struktur des gewiinschten Chiplayouts bendtigt, die
iiblicherweise durch photolithographische Mikrostrukturierung aus Si-Wafern erhalten wird.
Si-Master konnen zwar direkt zum Prigen der Polymer-Schichten mit einer Presse eingesetzt

werden, dies ist jedoch aufgrund der kurzen Lebensdauer der Master extrem unwirtschaftlich.
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Zur Erhéhung der Standzeit des Pridgemasters wird daher {iblicherweise die galvanische
Abscheidung von Chrom oder Nickel auf dem strukturierten Silicium oder auch auf Mastern
aus Photolack durchgefiihrt (sog. LIGA-Verfahren®'”: (Tiefen-) Llthographie, Galvanik und
MikroAbformung). Um das kosten- und zeitintensive LIGA-Verfahren zu umgehen, wird
mittels der zweifachen softlithografischen Abformung der Si-Struktur mit PDMS eine exakte
Kopie erstellt (soft double inversion)*'®. Diese PDMS-Kopien mit invertierten
Kanalstrukturen eignen sich hervorragend als Heifpragemaster, sind schnell und 6konomisch
herzustellen und aufgrund elastomerer Materialeigenschaften unzerbrechlich.

Mittels einer selbstgebauten Spindelpresse kann der PDMS-Master in das auf
Glasiibergangstemperatur erwdrmte Polymer gedriickt werden. Dabei priagt sich die
Mikrostruktur in die Polymerschicht ein. Entscheidend fiir ein exaktes Abformergebnis des
PDMS-Priagewerkzeugs sind die Parameter Temperatur und Druck, welche separat auf ein
gutes Prégebild hin optimiert werden miissen. Bei zu hoher Temperatur oder zu hohem Druck
entsteht durch die Deformierung der Polymerschicht bzw. des PDMS-Masters ein verzerrtes
Abbild der Struktur. Daher wird die Glasiibergangstemperatur nur um wenige °C
tiberschritten und mit 10 Nm ein moderates Anzugsdrehmoment auf die Spindelpresse
gebracht. Das Entfernen des PDMS-Masters nach dem Erkalten des Presslings ist auch bei
komplexeren Strukturen absolut unproblematisch, was die Abformung eines Reaktionschip-
Layouts in PVBu, das neben einfachen Kanilen aus zwei Mikromischern besteht, zeigt (Abb.

57).
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Abb. 57 Reaktionschip-Layout (links) und Abformung durch HeiBprégen (rechts) in einem ca. 100 um
dicken PVBu-Film

Die Dicke des Polymerfilms betrdgt in diesem Beispiel etwa 100 um, die Strukturhdhe ca. 20
um. Die saubere Abformung der versetzt stehenden Sdulen am Eingang des Mikromischers ist
offensichtlich. Diese Sédulenmischer sind im Hinblick auf abreilende PDMS-Riickstinde
aufgrund der hohen Oberfliche die kritischsten Bereiche. Ahnlich gute Abformergebnisse

lassen sich auch in PV Ac-Schichten erzielen.

Das Heillpragen von PV Al erfordert Temperaturen knapp unterhalb von 200 °C. Diese fiihren
zu einer honigfarbenen bis braunlichen Verfiarbung des Polymerfilms (s. Abb. 61 A, S. 93),
die insbesondere bei Zutritt von Sauerstoff eintritt. Die zugehorigen Transmissionsspektren in
Abb. 58 zeigen bei den thermisch behandelten PVAI-Schichten die Abnahme der
Transmission im UV-Bereich um bis zu 30 %. Der Grad der Verfarbung hidngt dabei von
Temperatur und Dauer des Erhitzens ab. Potenziell sind die nicht immobilisierten PVAI-
Schichten bis 250 nm transparent, was sie im Gegensatz zu PVAc oder PVBu fiir die native

Fluoreszenzdetektion interessant macht (vgl. Abb. 45 auf S. 75).
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Abb. 58 Transmissionsspektren von PVAI-Schichten
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3.3.2.2 Softlithografische Mikrostrukturierung (nur PVALI)

Um die Problematik der Transmissionssenkung von heillgeprigtem PVAI zu umgehen muss
eine alternative Strukturierungsmethode, angewandt werden. Die Softlithogratfie, wie sie
tiblicherweise zum Strukturieren von Silikonen oder Acrylaten angewendet wird, wire eine
gute Alternative. Voraussetzung dafiir ist allerdings das Aushirten fliissiger Edukte, welches
tiblicherweise durch Polymerisation oder Polykondensation vollzogen wird.

Hier wird das Eintrocknen einer PVAI-Losung zum Aushérten wihrend der Strukturierung
genutzt. Bestehende Arbeiten liber das Mikrostrukturieren von PVAI nutzten das Polymer als
wasserlosliches Templat. Hier wurde mittels Spin-Coating ein Si-Master mit PVAI
beschichtet und der Film nach einem Trocknungsschritt abgezogen, wiederum als

Softlithographie-Master genutzt anschlieBend mit Wasser abgelost. So konnten

219 1220

mikromechanische Struktureng, Mikro-Nadeln®~ und auch Nanostrukturen aus Metal
gefertigt werden.

Durch Modifikation dieses Verfahrens kann sowohl auf den Spin-Coating Schritt als auch auf
die Verwendung des Si-Wafers verzichtet werden: etwas PVAI-Losung wird auf einer
Glasplatte verteilt und darauf ein PDMS-Master gelegt. Durch langsames Trocknen kann das
DMSO durch den PDMS-Master diffundieren, welcher fiir das Losungsmittel schwach

permeabel ist*!

. Es resultiert ein strukturierter, fest mit der Glasplatte verbundener PVAI-
Film, dessen Mikrofotografie in Abb. 59 zu sehen ist. Anfangs blieben beim Abziehen des
PDMS-Masters in den Kanalstrukturen PDMS-Reste hidngen, was zur Zerstorung des Masters
fiihrte. Diese PDMS-Riickstdnde wurden mit Toluol aufgequollen (PV ALl ist Toluol unldslich)
und so vom PVAI entfernt. Das Erhohen der Trocknungsdauer und das vorsichtige Abziehen
des PDMS-Masters erlaubt jedoch dessen mehrfache Verwendung und macht das Ablosen mit

Toluol unnétig.
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Abb. 59 Mikrophotographie einer softlithografisch abgeformten PVAI-Struktur

Auch die softlithographische Abformung eines komplexeren Reaktionslayouts ist mit dieser
Methode moglich. Wie oben beschrieben, ist in diesem Experiment ebenfalls der PDMS-
Master einfach und riickstandsfrei vom getrockneten PV Al zu entfernen (Abb. 60).

Abb. 60 Softlithografisch strukturiertes Reaktionslayout in PVAI

Die softlithografisch strukturierten PV Al-Filme sind hochtransparent aber noch wasserloslich.
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Diese miissen durch einen weiteren Schritt immobilisiert werden, um die Struktur vor dem
Aufquellen in wissrigen Elektrolyten zu schiitzen.

Das physikalische Immobilisieren von PVAI durch Tempern ist seit langerer Zeit bekannt,
durch die Entstehung kristalliner Bereiche im Polymer wird die Wasserloslichkeit signifikant

222,223

herabgesetzt Die thermische Immobilisierung wird fiir die permanente PVAI-

Beschichtungen von CE-Kapillaren und Mikrofluidik-Chips genutzt®.

Alternative Immobilisierungsverfahren sind chemischer Natur, und basieren auf der
Umsetzung des PVAI mit einem niedermolekularen, bifunktionellen Bindungspartner. Dabei
kann entweder eine intramolekulare Ringbildung eines Makromolekiils, oder aber eine
intermolekulare Verkniipfung — die Quervernetzung — eintreten®**. Fiir PVAI bieten sich zur
chemischen Quervernetzung Terephtaldehyd, Glutaraldehyd, Epi-Chlorhydrin, 1,3-
Butadiendioxiran oder Glutarsduredichlorid an. Bis auf Terephtaldehyd werden alle
genannten Substanzen getestet, sowohl durch Zugabe des Quervernetzers zur PVAI-Losung
vor dem Auflegen des PDMS-Masters als auch durch ein nachtrigliches in Kontakt bringen
des bereits getrockneten PVAI-Films mit dem Quervernetzer. Die direkte Zugabe der
Quervernetzer zur PVAI-Losung kann nur in miBigen Konzentrationen erfolgen, damit die
Losung nicht augenblicklich geliert und so eine vollkommene Abformung unmdéglich macht.
Am Ende der Trocknungsphase wird durch Aufquellversuche mit Wasser getestet, ob eine
Immobilisierung stattgefunden hat. Dies ist leider nicht im zufriedenstellenden MaR} der Fall.
Entweder ist durch die Zugabe der Reagenzien die Abformung gestort, es ist keine sichtbare
Quervernetzung erfolgt oder der PDMS-Master wird irreversibel mit dem PVAI-Film
verbunden und kann nicht zerstérungsfrei abgeldst werden.

Auch die nachtrigliche Immobilisierung der fertig strukturierten PVAI-Filme mittels
Quervernetzer-Dampfen, oder dem Eintauchen des strukturierten PVAI-Films in den
Quaervernetzer ergibt keine zufriedenstellenden Immobilisierungsergebnisse.

Daher wird eine physikalische Immobilisierung verwendet, die durch Erhitzen des PVAI-
Films erfolgt. Um die unerwiinschte Verfirbung des Polymers wéhrend des Erhitzens zu
verhindern (vgl. Abb. 61 Al), wird das Substrat in der auf 140-160 °C geheizten, offenen
Spindelpresse in einem evakuierten Exsikkator abgekiihlt. Der Ausschluss von Luftsauerstoff
im Rezipienten unterbindet die Gelb- bzw. Braunfirbung der PVAI-Filme. Durch diesen
Immobilisierungsschritt werden hydrophile, wasserunlosliche PV Al-Schichten von hoher

Transparenz erhalten.
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Die beschriebene Strukturierungsmethode liefert hochtransparente PV AI-Filme, die fest mit
einem Glassubstrat verbunden sind. Damit ldsst sich die Verfiarbung der PVAI-Schichten,
welche beim Heillpragen aufgrund der hohen Temperaturen eintritt, verhindern. Allerdings ist
ein weiterer Arbeitsschritt — die thermische Immobilisierung — erforderlich, um ein
Aufquellen des Polymers in wéssrigen Elektrolyten zu verhindern. Diese Immobilisierung
erfolgt bei niedrigeren Temperaturen als der Heilprigevorgang und kann unter

Sauerstoffausschluss ohne Verfarbung des Materials durchgefiihrt werden.

3.3.2.3 Deckelplattenfertigung & Bonding

Zum VerschlieBen der Mikrostrukturen muss eine Deckelplatte, welche die
Zugangsbohrungen trigt, fest mit der Bodenplatte verbunden werden. Diesen Vorgang
bezeichnet man als Bonding. Das Bonding kann durch verschiedene Verfahren,
beispielsweise thermisch oder durch das Kleben mit Adhédsiven erfolgen. Im Optimalfall
erhdlt man nach der Prozedur fest miteinander verbundene Platten unter Erhalt der
Mikrostrukturen.

Dafiir miissen beide Polymerfilme jeweils eine gleichméBige Dicke, wie auch eine extrem
planare Oberfliche ohne Partikeleinschliisse haben. In der Theorie des Thermobondings
werden die zu bondenen Substrate aufeinandergelegt, positioniert, in einer Heiflpresse bis

knapp unter den Glasiibergangspunkt erhitzt und langsam abgekiihlt*’

. Wichtig ist hierbei
eine homogene Druckverteilung auf das Substrat, welche durch die exakt parallele Anordnung

der Pressplatten erreicht werden kann.

Fiir erste thermische Bondingversuche der Sandwich-Chips kommt eine Eigenbau-
Spindelpresse zum Einsatz. Diese ist beheizbar und kann mit einem ausldsenden
Drehmomentschliissel auf einen reproduzierbaren Pressdruck eingestellt werden. Die ist eine
Optimierung des Drucks erfolgt bei einer Bondingtemperatur 10 °C unterhalb des
Glastibergangspunktes. Zu niedrige Anpressdriicke fithren nicht zu einer stabilen Verbindung
beider Polymerschichten, wogegen zu hohe Anpressdriicke die Mikrostrukturen verschlieen
konnen. Dieser Effekt ist in Abb. 61 Al sichtbar, wo ein mit 25 Nm gebondeter PVAI-Chip
zu sehen ist. Unverschlossene Bereiche der Mikrokanéle sind als horizontale Linien in der
Ausschnittvergrolerung erkennbar. Ferner ist wieder eine Dunkelfirbung des Filmes

besonders in den Randbereichen zu ersichtlich.
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Die Eigenbau-Spindelpresse hat eine freischwingend hdngende, obere Pressenplatte, die zur
homogenen Druckverteilung wenig geeignet ist. Legt man das zu pressende Substrat nicht
absolut mittig in die Presse, kann sich die obere Pressplatte schrig stellen. Die Fotografie des
Bondingexperiments (Abb. 61 A2) zeigt deutlich, dass die Schichten nur im oberen Bereich
des Chips gebondet sind (zur Visualisierung ungebondeter Bereiche Hohlrdume mit griiner
Fluoresceinlosung gefiillt). Die Schwingachse der Pressplatte war bei diesem Experiment

parallel zum Chip positioniert.

Neben der ungeeigneten Presse ist die Herstellung gleichméBig beschichteter Deckelplatten
keineswegs trivial. Das Honen oder das Wasserstrahlschneiden der Zugangslocher in eine
polymerbeschichtete Deckelplatte bringt eine betridchtliche Partikelfracht mit sich. Diese
Partikel setzen sich in der Polymerschicht fest und konnen unmoglich wieder riickstandslos
entfernt werden. In der Schicht verbleibende Partikel verhindern aber den Bondingprozess.

Die umgekehrte Fertigungsreihenfolge, das Bohren der Locher vor dem Beschichten, ist eine
andere Moglichkeit. Das Beschichten der durchbohrten Platte durch Aufrakeln bringt kein

gutes Ergebnis, da die Locher als Fehlstellen wirken. So entstehen Verwerfungen um die

Abb. 61 Bondingversuche an softlithographisch strukturierten PVAI-Chips (A) bzw. 100 pm dicken
Testschichten (B)
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Bohrungen aufgrund der Kantenflucht*°

, was letztlich in ungleichmifligen Schichtdicken
resultiert. Eine homogene Schichtdicke ist aber fiir ein gelungenes Bonding besonders
wichtig, da Bondingfehler um die Vials ein flichiges Verbinden beider Substrate verhindern
und somit keine funktionstiichtigen Chips erhalten werden. Eine Alternative, die durchbohrten
Deckelplatten mit diinneren Polymerfilmen zu beschichten, ist das spray coating. Bei diesem
Verfahren werden verdiinnte Polymerlosungen mit einer Airbrush-Pistole auf die
durchbohrten Deckelplatten  gespriiht. Unter optimalen Bedingungen bilden die
mikroskopisch feinen Tropfchen beim Trocknen einen geschlossenen Polymerfilm. Auch hier
kann wihrend der Trocknung die Kantenflucht auftreten, diese sollte aber aufgrund der
deutlich geringeren Filmdicke kaum ins Gewicht fallen. Das spray coating kann im Rahmen
dieser Dissertation nicht mehr detailliert behandelt werden, erste Ergebnisse zeigen aber, dass

die Konzentration der Polymerlosung, die Losungsmittelzusammensetzung und die

Einstellung des Zerstaubungsgrades einen gro3en Einfluss auf die Filmqualitét haben.

Um eine Dunkelfirbung des PVAIl beim Bonding zu verhindern, wird anstelle des
thermischen Bondings das solvent-assisted bonding angewendet, welches bei
Raumtemperatur an nicht immobilisierten PVAIl-Schichten durchgefiihrt werden kann. Es
funktioniert mit einem Wasser- oder DMSO-Film, welcher die PVAI-Schicht oberflachlich
aufweicht und klebrig macht. Damit die nur 20 um tiefen Mikrostrukturen nicht verschlossen
werden ist es unabdingbar, diesen Losungsmittel-Film so diinn wie mdglich zu halten und
weiterhin homogen auf das strukturierte Substrat aufzutragen. Dies kann in einfacher Weise
durch Kondensation von Luftfeuchtigkeit bzw. DMSO-Dampfen auf gekiihlte Substrate
geschehen. Das Verfahren wird auf unstrukturierten Substraten (10 x 10 cm) getestet. Die
Verwendung einer kommerziellen, hydraulischen Presse mit absolut parallelen Pressplatten
sowie das Anlegen eines Anpressdrucks von 15 kN fiihrt zu fest verbundenen Glasplatten bei
Raumtemperatur. In Abb. 61 Bl bzw. B2 ist das Verfahren mit Wasser, bzw. DMSO als
Weichmacher gezeigt. Prinzipiell 148t sich mit dieser Mehode ein fldchiges Bonding
durchfiihren, wenn auch eingebondete Partikel lokale Bondingfehler zuriicklassen. Diese sind
gut an den Newtonschen Interferenzringen erkennbar, welche konzentrisch um die
eingebondeten Fehlstellen liegen. Diese Interferenzringe entstehen in ungebondeten
Bereichen durch die Interferenz des Lichts mit einem Spalt zwischen beiden Platten, dessen
Hohe in der Groflenordnung der Lichtwellenlédngen liegt. Offensichtlich ist Wasser besser als
DMSO fiir dieses Bondingverfahren geeignet, was durch den hoheren Dampfdruck und damit

eine dickere aufkondensierte Schicht erkldrt werden kann. Somit steht ein taugliches
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Bondingverfahren fiir nicht immobilisierte PVAI-Filme zur Verfiigung. Erste Bondingtests
mit strukturierten Substraten stehen noch aus, wobei der Pressdruck auf kleinere

Substratoberfldchen in Chipgréfle angepasst werden muss.

Wenn es zukiinftig gelingt, durchbohrte und gleichmidfig mit PVAI beschichtete
Deckelplatten herzustellen kann im Anschluss das wasserunterstiitzte Bonding und eine
thermische Immobilisierung der PVAI-Chips durchgefiihrt werden. Damit konnten erstmals
funktionsfahige Mikrofluidik-Chips aus PVAI erhalten werden. Verwendet man fused silica
statt gewoOhnlichem Glas als Trigermaterial, so konnten diese Bausteine die native
Fluoreszenzdetektion hocheffizient getrennter Proteine in hydrophilen Polymerchips

ermoglichen.
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4 Experimenteller Teil

4.1 Elektrophorese-Systeme

4.1.1 MCE-System fur die Fluoreszenzdetektion im visuellen

Bereich

Das verwendete Messsystem basiert auf einem inversen Fluoreszenzmikroskop (IX-50,
Olympus, Hamburg). Als Lichtquelle ist ein Hg-Hochdruck-Brenner installiert, bei dem
Anregungs- und Emissionswellenldngen fiir die Fluoreszenzdetektion mittels Filterkuben
eingestellt werden konnen. Am seitlichen Optik-Port sitzt eine variable Apertur (Viewfinder,
Till Photonics, Grifeling) sowie ein Photomultiplier-Modul (7711-03, Hamamatsu,
Herrsching am Ammersee. Die Apertur dient zur Definition eines Viereckigen
Detektionsbereichs, der mit einer am viewfinder befindlichen, IR-sensitiven CCD-Kamera auf
den Kanal justiert wird. Ein Durchlichttubus und eine weitere CCD-Kamera mit
Videoaufzeichnung gehoren ebenso zur Ausstattung. Die Mikrofluidik-Chips werden in eine
Platte aus frasbarer Keramik (Vitronit, Vitron GmbH, Jena) auf den x/y-Verschiebetisch des
Mikroskops gelegt. Die Keramik hat einen hohen Ohmschen Widerstand, und eine sehr
geringe Eigenfluoreszenz oberhalb 400 nm. An einer Seite der Keramik ist ein Reed-Relais
als Sicherheitsschalter aufgeklebt. Eine Elektrodenplatte aus geschwirztem PMMA mit
eingelassenem IR-Hochpassfilter iiber dem Kanal wird mittels zweier Fiihrungsstifte auf den
Chip gelegt, so dass die Elektroden aus Platindraht mit den Probengefid3en einen elektrischen
Kontakt herstellen. Ein Magnet, der am Rand dieser Elektrodenplatte befestigt ist, schaltet das
Relais der Vitronit-Platte, welches mit dem Interlock-Schaltkreis der bipolaren 2x4-Kanal
Spannungsquelle (HCV 40M-10000, FuG, Rosenheim) verbunden ist.

Es wurden Borosilikatglas-Chips des Typs X-8030 (Micronit, Enschede, Niederlande) im
einfachen Kreuzdesign verwendet. Die Gesamtlinge des Trennkanals betrdgt 85 mm, die des
Injektionskanals 8 mm. Die Kanalhohe ist 30 um, die Kanalbreite 50 um. Die Dicke eines

Chips betrdgt 1,8 mm. Der Aufbau des Systems ist schematisch in Abb. 62 skizziert.
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Abb. 62 Aufbau des 1X-50 basierten MCE-Systems mit Viewfinder
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4.1.2 MCE-System fir die intrinsische OPE-Fluoreszenzdetektion

Dieses System basiert auf einem kommerziellen Fluoreszenzmikroskop der neueren
Generation (IX-71, Olympus, Hamburg). Zur Implementierung der Fluoreszenzdetektion mit
Anregung im tiefen UV-Spektralbereich wurde es in Kooperation mit der Firma Thalheim
Spezialoptik (Pulsnitz) modifiziert (Abb. 63). Hierzu ist ein Kubus anstelle eines
herkommlichen Mikroskopobjektivs installiert, welcher einen dichroitischen Spiegel, je einen
Anregungs- und Emissionsfilter sowie ein Quarzobjektiv fiir die Epi-Fluoreszenzdetektion
enthdlt. Ein weiterer optischer Filter (DUG 11x, Itos, Mainz) kann bei Bedarf in den
Emissionsstrahlengang eingeschwenkt werden. Unter Umgehung weiterer
Mikroskopkomponenten — wie Standard-Filterkuben oder Linsen — wird das Fluoreszenzlicht
iiber einen Spiegel im Hauptgehduse des Mikroskops auf den unteren, hinteren Port reflektiert
und durch eine zylindrische Quarzlinse auf die Photokathode des Photomultiplier-Moduls (H
7711-03, Hamamatsu, Herrsching am Ammersee) fokussiert. Zur Aufnahme von
Fluoreszenzspektren kann hier alternativ auch ein fasergekoppeltes USB-Spektrometer (USB-
2000, Sentronic, Dortmund) angebracht werden. Es besteht weiterhin die Moglichkeit, das
Fluoreszenzlicht durch die Mikroskopokulare (mit eingebautem UV-Sperrfilter) oder mit
Hilfe einer CCD-Kamera (GR-DV 3000, JVC, Friedberg) zu visualisieren. Als
Anregungsquellen stehen ein gepulster 8 mW Laser (FQSS266-Q, CryLas GmbH, Berlin)
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sowie ein continuous-wave 120 mW Laser (Cobalt SUW-1100A, Sony, Stuttgart) mit 266 nm
Emissionswellenldnge zur Verfligung, die mittels einer optischen Quarzfaser (FC-UV200-2-
ME, Getspec.com, Dortmund) in den modularen Kubus eingekoppelt werden. Eine graduierte
Einstellung der Anregungsintensitét erfolgt mittels eines mechanischen Shutters (FHSA-TTL,

Getspec.com, Dortmund).
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Abb. 63 Aufbau des MCE-Systems mit LIF-Anregung im tiefen UV-Spektralbereich

Die Datenerfassung und Auswertung bei diesen Systemen wurde durch die Verwendung von
Chromatografiesoftware (ColaChrom 8.1, MPI Miilheim, Miilheim a. d. Ruhr sowie Clarity
Version 2.6, Dataapex, Prag) realisiert.

Es wurden Borosilikatglas und Quarz-Chips des Typs X-8030 (Micronit, Enschede,
Niederlande) verwendet. Die Hochspannung im Bereich -10 bis +10 kV lieferte eine bipolare

2x4-Kanal Spannungsquelle (HCV 40M-10000, FuG, Rosenheim).

4.1.3 MCE-System fir die intrinsische TPE-Fluoreszenzdetektion

Fiir die TPE ist das System auf einem Optiktisch mit orthogonaler optischer Bank anstelle
eines inversen Fluoreszenzmikroskops aufgebaut (Abb. 64). Ein auf 840 nm getunter Titan-
Saphirlaser (Tsunami Series, SpectraPhysics, Darmstadt) pumpt einen frequenzverdoppelten
Nd:YAG-Laser (Millenia, SpectraPhysics, Darmstadt) bei 532 nm. Die 840 nm wurden durch
einen optisch-parametrischen Oszillator (GWU-Lasertechnik, Erftstadt) frequenzverdoppelt,
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was eine emittierte Wellenldnge von 420 nm zur Folge hat. Die gemittelte Leistung betrigt
320 mW bei einer Pulslinge von ~ 100 fs und einer Repetitionsrate von 80 MHz. Die
Strahlungsintensitdt kann durch einen logarithmischen Graufilter (NT-54-082, Edmund-
Optics, Karlsruhe) im Strahlengang justiert werden. Als 40x Objektiv kommt ein
achromatisches Quarzobjektiv (OFR LMU 40x UV-B, Laser 2000, Wessling) mit einer
numerischen Apertur von 0,5 zum Einsatz. Das Fluoreszenzlicht wird bildgebend durch zwei
UV-Objektive (UV Nikkor f = 105 mm; Nikon f = 4,5 mm) auf ein -55°C gekiihltes, UV-
sensitives CCD (DV434-BU2, Andor Technology, Belfast, Northern Ireland) fokussiert. Als
Emissionsfilter wird ein 320 / 80 nm Bandpassfilter (DUG-11x, Itos, Mainz) verwendet,
ferner dient ein frequenzverdoppelter Nd:YAG- Laser (Nanolase, Meylan, Frankreich) zur
Visualisierung des mikrofluidischen Kanals. Ein mechanischer Shutter, der bei 2 Hz (500 ms
exposure time) betrieben wird, reduziert mogliches Photobleichen auf ein Minimum. Die
Belichtungszeit zum sammeln der Fluoreszenzquanten (sampling time) betrdgt 800 ms. Die
Datenaufnahme erfolgt mittels einer Akquisitionssoftware (DaVis 6.2, DaVision, Gottingen)

mit einem hardware binning von 8x8 Pixeln.

et L
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| =

_Graufilter

Shutter

. - \Ti:Sa
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Hochspannungs-
quelle

Abb. 64 Aufbau des MCE-Systems fiir die TPE bei 420 nm

Fiir diese Experimente werden Borosilikatglas und Quarz-Chips (X-8030, Micronit,
Enschede, Niederlande) verwendet, sowie ein baugleicher PMMA Chip mit 3 mm Dicke
(Microfluidic Chip-Shop, Jena). Als Spannungsquelle dient eine 4-Kanal-Spannungsquelle
analog zu den anderen verwendeten MCE-Systemen (HCV-40M-10000, FuG, Rosenheim).
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4.2 Eigenbau-Plasmaanlage mit kapazitiver Einkopplung

Zur praparativen Reinigung und Hydrophilierung von Probenoberflichen wurde im Zuge
dieser Arbeit eine Plasmaanlage verwendet. Die Kosten fiir ein kommerzielles System wiirden
7000 Euro iiberschreiten. Daher wurde eine kapazitiv gekoppelte Plasmakammer mit
regelbarer Hochspannungsquelle in Kooperation mit der Feinmechanischen Werkstatt,
Elektronik und Glasbldserei der Universitit Regensburg entworfen und realisiert. Diese
Eigenbau-Plasmaanlage ermdglicht die Behandlung von Festproben mit Plasmen einfacher

Gase (wie He, Ar, N Luft und eingeschréankt O,).

Die Behandlungskammer besteht aus einem modifizierten Glasexsikkator, in den ein PTFE-
Tisch eingepasst ist. Auf diesem ist eine polierte Edelstahl-Tellerelektrode montiert, die mit
dem Nullleiter verbunden ist. Die Gegenelektrode hdngt an einem PE-Passteil im

Exsikkatordeckel. Eine Skizze des Aufbaus ist in Abb. 65 dargestellt.

Hochspannungsbuchse

PE-Stift mit

PE-Hiilse - Edelstahlstab

-
—

Elektroden

Abb. 65 Schematischer Aufbau der Plasmakammer

Mittels einer Hohenverstellung an der oberen Elektrode kann der Elektrodenabstand zwischen
0 und 60 mm variiert werden. Ein isolierter Stahlstift kontaktiert die obere Tellerelektrode mit
einer Hochspannungsbuchse, welche mit der Hochspannungsquelle verbunden ist. Durch den
Seiteneinlass des Exsikkators werden die Gaszufuhr, ein Stutzen zur Doppeldrehschieber-

Vakuumpumpe (RZ 6, Vacuubrand, Wertheim) sowie der Nullleiter fiir die untere Elektrode
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gefiihrt. Das Prozessgas kann iiber einen Vakuumcontroller (VAP 5, Vacuubrand, Wertheim)
bis zum Erreichen des gewiinschten Enddruckes ( < 1 mbar) aus der Behandlungskammer

abgesaugt werden.

Die Speisespannung zum Ziinden und Aufrechterhalten des Plasmas wird von einer bipolaren
Spannungsquelle bereitgestellt. Herzstiick dieses Gerites ist ein Zeilentransformator (Typ
TCE 33, Oppermann, Steyerberg, Deutschland), wie er in Kathodenstrahlréhrenbildschirmen
zur Hochspannungsgenerierung eingesetzt wird. Dieser wird mit einem IC-Multivibrator,
welcher einen Leistungstransistor schaltet, primérseitig angesteuert. Die Pulsweite (PWM),
die Frequenz im Bereich von 4,8-39,0 kHz sowie die Spannung im Bereich von 0 kV-24 kV
sind durch 10-gingige Wendelpotentiometer regelbar. Weiterhin ist die gewiinschte Polaritat
einstellbar. Die Wellenform des Ausgangssignals der Spannungsquelle folgt aufgrund nicht
idealer Zeilentrafoeigenschaften nur bedingt der primirseitig eingespeisten Rechteckswelle.
So werden die steilen Anstiegs- und Abstiegsflanken der Rechteck-Steuerspannung laut
Oszilloskop leicht abgeflacht. Ebenfalls in das Gerit integriert wurden sicherheitsrelevante
Teile, wie beispielsweise eine Interlock-Schaltsperre fiir den Hochspannungsausgang sowie
eine Uberlastschaltung. Die Parameter zur Plasmaprozessierung wurden so gewihlt, das ein
iiber die Fliche homogenes und mdglichst helles Plasma ziindete (4,8 kHz, 24 kV, langste

Pulsweite).

Da die o. g. Eigenbau-Spannungsquelle nicht fiir alle Experimente verfiigbar war, wurde
zeitweise eine alternative Spannungsversorgung benutzt. Diese besteht aus einem 250 Volt
Stelltransformator ohne galvanische Netztrennung (Reo AC-S, Reo Components, Solingen),
der einen Hochspannungs-Streufeldtransformator (SRM 80/8, Hansen Neon, Berlin)
ansteuert. Dieser Aufbau arbeitet mit der Netzfrequenz von ~ 50 Hz, die Speisespannung des
Streufeld-Trafos wird auf 15-20 V eingestellt. Der Eisenkern des Streufeld-Trafos ist dabei
ganz herausgedreht, was den Sekundérstrom auf ca. 80 mA begrenzt. Verglichen mit der
Eigenbau-Spannugsquelle besitzt das Plasma also eine um den Faktor 100 geringere
Speisefrequenz aber einen hoheren Speisestrom. Der wesentliche Vorteil dieses Aufbaus
verglichen mit der Eigenbau-Spannungsquelle ist die hohere Robustheit. Ein Photo dieser

Spannungsversorgung ist in Abb. 66 dargestellt.

101



Abb. 66 Alternative Spannungsversorgung fir die Plasmaanlage
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4.3 Hydrophilieren von Polymeren

Diese Versuchsreihe wurde auf der Oberfliche von Vollmaterialsubstraten durchgefiihrt.
Dazu werden die Substrate mit Wasser und SDS-Ldsung gereinigt, ausgiebig mit VE-Wasser
abgespiilt und im N»-Strom getrocknet. Dann werden die Substrate mit einem Seitenschneider
vereinzelt und in Weithalsflaschen fiir eine definierte Zeit in die Behandlungslosung getaucht.
Dabei ist die Weithalsflasche verschlossen. Im Anschluss wird das Substrat kurz mit VE
Wasser gereinigt und im N,-Strom getrocknet. Damit kann das Substrat direkt fiir die

Kontaktwinkelmessungen verwendet werden.

4.4 Bestimmung von Kontaktwinkeln

Im Zuge dieser Arbeit kam als Benetzungsfliissigkeit Wasser zum FEinsatz, um die
Hydrophilie der Oberfliche direkt zu bestimmen. Dementsprechend zeigt ein kleiner
Kontaktwinkel eine hydrophile Oberfliche, ein grofer Kontaktwinkel eine hydrophobe
Oberfldache an. Es wurde eine statische Messung nach der Methode des liegenden Tropfens

durchgefiihrt.

Dazu dient ein Aluminium-Kiihlkérper dient als Tisch fiir die zu untersuchende Probe.
Rechtwinklig davon befindet sich in einem definierten Abstand von 25 cm eine Digitalkamera
(FinePix 6800Zoom, Fujifilm, Diisseldorf) mit Stativ. Diese ist mit dem Objektiv genau auf
die Hohe des Tisches plus die Probendicke justiert. Eine Wolframfadenlampe dient zur
Ausleuchtung des Tisches. Oberhalb des Probentisches befindet sich ein Schirm aus Pappe,
der die Fokusebene fiir die Digitalkamera festlegt. Die Kamera wird im Betriebsmodus
»Auto“ mit Makroeinstellung und maximalem optischen Zoom betrieben (Bildqualitit 3

Megapixel; ,,Fine*). Eine Skizze der Apparatur ist Abb. 67 zu entnehmen.
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Tisch
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Abb. 67 Seitenansicht des Messaufbaus fir Kontaktwinkelbestimmungen

Das zu vermessende Substrat wird sorgfiltig mit entionisiertem Wasser gereinigt, mit
Stickstoff trocken geblasen und zusammen mit der Messfliissigkeit mehrere Stunden bei 20 +

2 °C temperiert. AnschlieBend werden wenigstens 3 Tropfen mit einer Pipette auf das Substrat
getraufelt und mit der Kamera abgelichtet. Zwischen dem Auftropfen der Fliissigkeit und dem
Ablichten des Tropfens sollten maximal 15 s vergehen. Je kleiner die Tropfengrofe ist, desto
kleiner ist der Fehler durch das Eigengewicht der Fliissigkeit. Allerdings ist die Vergroflerung
des Kameraobjektivs begrenzt. Ein Fliissigkeitsvolumen von 20 uL wurde experimentell als
Kompromiss zwischen einer geringen Tropfengrofe und einer brauchbaren Vergroferung
zum Anlegen der Tangente gewahlt.

Letztere wird nach Augenmall nach softwarebasierter Bildvergroerung angelegt. Dabei
werden mindestens Dreifachbestimmungen durchgefiihrt, die jeweilige Standardabweichung

wird als Fehlertoleranz angegeben.

Die oben beschriebene Mess- und Auswertemethode zur Kontaktwinkelbestimmung wurde
mit einem kommerziellen System (G-40, Kriiss, Hamburg) verglichen, welches nur fiir kurze
Zeit zur Verfiigung stand. Dieses arbeitet ebenfalls nach der statischen Methode des liegenden
Tropfens, allerdings wird hier die Tangente automatisch durch die zugehorige Software
angelegt und ausgewertet. Als Testmenge wurden Wassertropfen von 1 pL Volumen

verwendet. Es wurden 6-fach-Bestimmungen vorgenommen. Als Teststiicke fanden mit
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Ethanol gereinigte Materialien, namentlich Teflon, poliertes Titan, Borosilikatglas und
Quarzglas  Verwendung. Die unterschiedlichen  Auswerteergebnisse sind  mit

Standardabweichungen in Tab. 1 zusammengestellt, wobei die automatisch bestimmten

Kontaktwinkel mit ,,kom.* gekennzeichnet sind.

0 G 0 rom. G kom.
Teflon 102,5 8,1 97,8 15
Ti (poliert)y 59,8 59 58,7 2.6
Glas 55,2 34 51,1 19
Quarz 30,7 6,0 33,1 14

Tab. 1 Vergleich gemessener Kontaktwinkeln einiger Referenzmaterialien

Es fillt auf, dass die Streuung der von Hand bestimmten Winkel deutlich gréBer ist als die der
Auswertesoftware. Dennoch konnen anhand der manuellen Methode gute Werte abgeschétzt

werden, die bis auf eine Ausnahme (Glas) innerhalb der Fehlertoleranz liegt.
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45 Rakeltisch

Zum Aufziehen von Filmen auf glatten Oberflichen wurde ein kommerzieller Aufziehtisch
verwendet (Elcometer 4340, TQC Simex, Haan). Dieser besteht aus einem
linearangetriebenen Schieber mit variablem Vorschub, welcher iiber einem beheizbaren
Vakuumtisch angebracht ist. Zugehorige, kundenspezifisch angefertigte Rakel nach Bird
ermdglichen Filmdicken von 250 bis 2000 um in 250 um Schritten. Das Rakelwerkzeug wird
auf das zu beschichtende Substrat aufgesetzt und durch einen Schieber in Richtung der
Auffangwanne geschoben. Der Vakuumtisch fixiert dabei das Substrat. Sofern nicht anders
angegeben, wird der Tisch bei allen Aufziehprozessen auf eine Aufziehtemperatur von 30°C

temperiert.

4.6 Heil3prageeinrichtung

Um Polymere mittels Heiprdgens zu strukturieren wurde eine rudimentére Spindelpresse
entwickelt. Diese besteht aus zwei Aluminiumtellern, welche gefiihrt an zwei Schienen
mittels einer Schraube aufeinander gepresst werden konnen. Ferner ldsst sich die Presse mit
einer handelsiiblichen Laborheizplatte temperieren. Die Temperatur wird mit Hilfe eines
Multimeter-Temperaturfiihlers (Fluke 77 IV, Everett, USA) sowohl in der oberen als auch in
der unteren Platte bestimmt. Im geschlossenen Zustand konnen beide Platten auf die
gewiinschte Prozesstemperatur gebracht werden. Sobald Pressgut eingelegt ist, kann bei
Bedarf die Temperatur der unteren Platte weiter erhoht werden.

Um einen reproduzierbaren Pressdruck zu erzielen, wird mit auslosenden
Drehmomentschliisseln (Drehmometer, Gedore, Remscheid) ein definiertes Drehmoment im
Bereich von 0-80 Nm angelegt. Ein Schwachpunkt der Pressenkonstruktion ist der
freischwingend héngende obere Teller, welcher sich bei nicht zentriert eingelegtem Pressgut

schrig stellt und eine inhomogene Druckverteilung bewirkt.

4.7 Protokolle

4.7.1 Ansetzen von Pufferlésungen

Die berechnete Menge an Puffersubstanz wird im Wégeschiffchen eingewogen und in ca. vier

Fiinfteln des Endvolumens an Reinstwasser unter leichtem Riihren geldst. Anschlieend wird
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mit einer zuvor kalibrierten pH-Messkette der pH-Wert der Losung bestimmt. Das Einstellen
auf den Zielwert erfolgt je nach Pufferkapazitit durch Zugabe von 3 M, 1M oder 0,1 M HCI,
Trifluoressigsédure (TFA) bzw. Natriumhydroxid-Losung. Die Verwendung von TFA anstelle
von HCI hat den Vorteil, durch seine geringe spezifische Leitfahigkeit die Gesamtleitfahigkeit
des Puffers nur minimal zu erhéhen und nebenbei im Puffer konservierend zu wirken. Die
Losung wird in einen Messkolben {iiberfiihrt und mit Reinstwasser aufgefiillt. Sdmtliche
Puffer werden im Kiihlschrank aufbewahrt und unmittelbar vor der Verwendung durch 0,45

um Einweg-Spritzenfilter aus regenerierter Cellulose von Partikeln befreit.

4.7.2 Elektophoretische Trennungen auf einem Chip

4.7.2.1 Konditionierung von Glaschips

Ein neuer Mikrofluidik-Chip wird zundchst mit frisch angesetzter Caroscher Séure
(Peroxomonoschwefelsdure), hergestellt aus einem Teil 30 % H,O, und 2 Teilen H,SOy)
gefiillt. Hierfiir werden die Vials am Kreuz mit Sdure bestiickt und diese durch am BO
angelegten Unterdruck in den Mikrofluidik-Kanal gesaugt. Der gefiillte Chip wird {iber Nacht
gereinigt, anschlieBend geleert und die Kanidle werden 2 Minuten mit Wasser gesplilt.
Vorbereitend fiir die Messung wird der Chip mit Puffer gefiillt und fiir 10 Minuten belassen,
damit sich die Oberflache an den pH-Wert dquilibrieren (anpassen) kann. Der Puffer im Chip
wird erneuert und optisch auf Blasenfreiheit kontrolliert. Nun ist der Chip einsatzbereit.
Zwischen den Messungen wird der Chip 30 s mit NaOH 1 Minute mit Wasser und 1 Minute

mit Puffer gespiilt, um eventuell vorhandene Kontaminationen zu beseitigen.

4.7.2.2 Konditionierung von Polymerchips

Polymerchips sind empfindlicher gegeniiber starkem Unterdruck als Glaschips und werden
vorzugsweise mit Uberdruck befiillt. Hierzu wird in einem Reservoir Fliissigkeit vorgelegt
und diese mit einer Hamilton-Spritze mit Silikonkautschukdichtung in die Kanéle gedriickt.
Gespiilt wird jeweils 3 Minuten mit Wasser und Puffer, um die Polymeroberflichen chemisch
nicht zu verandern. Eine mikroskopische Kontrolle der blasenfreien Befiillung der Kandle ist

unabdingbar.
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4.7.3 Durchfihrung einer Trennung mittels MCE

4.7.3.1 Glas-Chips

Das Probenreservoir des Chips wird mittels einer Pipettenspitze, an der Unterdruck anliegt,
entleert und mit einem pL-Dispenser mit einem Probenvolumen von 2 pL gefiillt. Nun wird
die Elektrodenplatte aufgesetzt und der Trennkanal unter Zuhilfenahme des Viewfinders™’
auf das Detektionsfenster positioniert. Die Beschleunigungsspannung des Photomultipliers
wird auf 500 V eingestellt. Durch Anlegen geeigneter pinched injection Potentiale wird die
Probe im Kreuzungsbereich fokussiert und kann durch Umschalten der Spannungsquelle auf
die Trennpotentiale injiziert werden. Zeitgleich mit dem Umschalten erfolgt manuell der Start

der Datenakquisition.

4.7.3.2 Polymer-Chips

Die Durchfiihrung einer Trennung erfolgt prinzipiell wie bei den Glaschips, allerdings sollte

bei der Verwendung von Polymer-Chips zusétzlich Folgendes beachtet werden:

- Spannungsiiberschlige konnen zum thermischen Verdden der Kanéle fiihren

- der hohere Autofluoreszenzuntergrund erfordert héufig ein Herunterregeln der
Beschleunigungspannung am Photomultiplier (insbesondere bei Anregungswellenldngen

unterhalb 500 nm)

- Joulesche Wirme sollte auf ein Minimum reduziert werden, was durch die Verwendung

von low-conductivity- Puffern und kleinen Potentialen erfolgen kann

- einige Losungsmittel sind zum Spiilen des Polymers ungeeignet, da das Material diesen

gegeniiber chemisch unbestindig ist.

4.7.4 Probenpraparation fur die intrinsische Fluoreszenzdetektion

4.7.4.1 Extraktion einer Banane

Aus einer Dessertbanane der Hauptsorte Cavendish (Reifestadium: erste braune Punkte auf
der Schale) werden zwei 3,4g wiegende Stiicke herausgeschnitten, in je einen

Erlenmeyerkolben iiberfiihrt und mit einem Glasstab zerdriickt. Anschliefend wird jeweils
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1 mL Phosphat-Puffer (pH 3, 5 mM) bzw. MES-Puffer (pH 4,7, 40 mM) zugegeben und fiir
20 Minuten im Ultraschallbad sonoriert (Zellaufschluss). Der zdhfliissige Brei wird 15
Minuten bei 7509 zentrifugiert und der Uberstand in Reaktionscups pipettiert. Diese werden
erneut fiir 10 Minuten bei 13000g zentrifugiert und der Uberstand in neue Reaktionscups
portioniert und eingefroren. Die unverdiinnte Stammprobe ist im Eisfach maximal zwei
Wochen zu lagern. Unmittelbar vor der Messung wird die Probe im Verhiltnis 1:1 in

Trennpuffer (20 mM Borat pH 9,2) verdiinnt.

4.7.4.2 Probenpraparation des Huhnereiklars

Von einem handelsiiblichen Hiithnerei werden Eigelb und Eiklar getrennt. Das Eiklar wird mit
einem Spatel von Hagelschnurresten befreit und danach durch Riihren homogenisiert.
AnschlieBend wird von einer Einweg-Pipettenspitze das vordere Stiick abgeschnitten, um das
Pipettieren des dickfliissigen Eiklars zu erleichtern. Das Eiklar wird im Verhéltnis 1:10 in
Trennpuffer verdiinnt, geschiittelt und kurz anzentrifugiert. Der Uberstand wird durch einen
0,45 um Spritzenfilter in neue Reaktionscups portioniert und eingefroren. Die Probe ist im

Eisfach maximal eine Woche zu lagern und unverdiinnt zu vermessen.

4.7.5 Herstellung von Pragewerkzeugen

4.7.5.1 Vorbereiten der PDMS- Abgiel3form

Das mikrostrukturierte Unterteil eines PDMS-Chips dient als AbgieBform zur Herstellung
eines PDMS-HeiBpragewerkzeugs. Dieses wird mit der strukturierten Seite nach unten fiir 30
min in 5 mM Phosphatpuffer pH 3, dem als Trennmittel 0,1% HPMC beigefiigt wurde, gelegt,
mit destilliertem Wasser abgespiilt und anschlieBend im Stickstoffstrom getrocknet.
Hierdurch ist eine HPMC-Schicht auf das PDMS aufgebracht worden. Die beschichtete
Abgiefliform wird in einem passgenauen Teflonrahmen fixiert, wobei die Struktur nach oben
weist.

Alternativ kann ein mit 20 um tiefen Strukturen versehener, mit Teflon beschichteter Si-
Master verwendet werden (Gesim GmbH, Dresden). Dieser ist mit 2-Komponenten-
Epoxidharz auf eine Aluminium-Kalotte geklebt worden und wird in der zugehorigen Teflon-

Giefstation mit Schrauben fixiert.
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4.7.5.2 Softlithografischer Abguss von PDMS

6g PDMS-Prapolymer werden mit 0,6 g des Harters (Sylgard 184 Kit, Dow Corning GmbH,
Wiesbaden) verriihrt und im Exsikkator unter Vakuum fiir 30 min entgast. Die entgaste
Mischung wird auf die Struktur im Teflonrahmen gegossen und anschlieBend in einem
moglichst horizontal ausgerichteten Muffelofen fiir 1 Stunde bei 100 °C gehértet. Nach dem
Abkiihlen wird der Abguss aus der GieBform vorsichtig herausgeldst und mit einer Schere

bzw. einem Skalpell auf die gewiinschte Grofle zurechtgeschnitten.
4.7.6 Herstellung von Sandwich-Chips

4.7.6.1 Ansetzen einer 24,1 %igen PVAc-Rakell6sung

23,7 g Polyvinylacetat werden in 74 g N,N-Dimethylformamid bei Raumtemperatur unter
Riithren geldst (48 Stunden) und anschliefend wird 4,1 g 4-Hydroxy-4-methyl-2-pentanon
(Diacetonalkohol) hinzugegeben. Um die Partikelzahl zu reduzieren, wird die Losung kurz

zentrifugiert.

4.7.6.2 Ansetzen einer 14,9 % igen PVBu-Rakellésung

14,9 g Polyvinylbutyral werden in 80,9 g Octanol bei Raumtemperatur unter Riithren geldst
(48 Std.) und anschlieBend wird 4,1 g 4-Hydroxy-4-methyl-2-pentanon (Diacetonalkohol)

hinzugegeben. Um die Partikelzahl zu reduzieren, wird die Losung kurz zentrifugiert.

4.7.6.3 Ansetzen einer 15 % igen PVAI-Rakell6sung

15,0 g Polyvinylalkohol werden in 85,0 g DMSO unter Riihren bei ca. 80°C gelost. Auf die
Zugabe von Diacetonalkohol kann aufgrund der hervorragenden filmbildenden Eigenschaften
von PVAI verzichtet werden. Um die Partikelzahl zu reduzieren, wird die Losung kurz

zentrifugiert.

4.7.6.4 Aufziehen des Polymerfilms

Mit einem 1000 um-Rakelwerkzeug nach Bird wird ein Film auf zuvor sorgfiltig gereinigte
10x10 cm Fensterglasplatten aufgebracht (Geschwindigkeitsstufe 3, Ausziehtisch auf 30°C
temperiert). AnschlieBend wird der Film im Abzug auf Heizplatten 24 Std. bei 40°C, 24 Std.
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bei 50°C, 12 Std. bei 60°C und 12h bei 70°C (PVBu zusitzlich 12 Std. bei 80°C; PVA
zusitzlich 2h bei 110°C) stufenweise getrocknet. Durch diese Prozedur wird ein glatter Film

auf der Glasoberfliche erhalten. Die Dicke wurde mit einer Mikrometer-Messschraube

bestimmt (PVAc: ~100 um, PVBu: ~60 um, PVA ~ 65 pm).

4.7.6.5 Schneiden der beschichteten Glasplatten

Zum Schneiden der Glasplatten werden selbige unter Zuhilfenahme eines Lineals und eines
Glasschneiders (Penett, MDI-Schott, Mainz) auf der unbeschichteten Seite angeritzt und (mit
der Polymerseite nach unten) iiber eine Kante gebrochen. AnschlieBend wird mit einem

Skalpell der Polymerfilm entlang der Bruchkante durchtrennt.

4.7.6.6 HeilBpragen der Polymerschichten

Das gereinigte PDMS-Heiprigewerkzeug wird mit der strukturierten Seite auf den
Polymerfilm gelegt und die beiden Materialien werden im Exsikkator unter Vakuum adhésiv
verbunden. Der Werkstoffstapel wird schlieBlich mit einem Objekttriger abgedeckt und
mittig in die vortemperierte Presse gelegt (PVAc ca. 35°C, PVBu ca. 75°C, PVA ca. 182°C).
Mittels eines auslosenden Drehmomentschliissels (Drehmometer, Gedore, Remscheid) wird
ein Drehmoment von ca. 10 Nm an der Spindelpresse eingestellt und diese mit einem
Laborheizriihrer auf die Zieltemperatur geheizt (PVAc 50°C, PVBu 92°C, PVA 195°C). Auf
dieser Temperatur wird die Presse fiir 1 min belassen und anschlieBend abgekiihlt. Nach dem
Entfernen des Objekttragers vom PDMS und vorsichtigem Abziehen des Pragewerkzeugs von

der Polymerschicht erhilt man eine sauber gepriagte Mikrostruktur.

4.7.6.7 Bohren der Deckelplatten

Auf herkdmmliche Borosilikatglas-Mikroskop-Objekttriger wird die gewiinschte Position der
Vials beidseitig mit einem Filzstift markiert. AnschlieBend wird der Objekttrager mit einem
konischen  Siliciumcarbid-Schleitkopf (3 mm  Durchmesser), welcher in einen
Feinbohrschleifer eingespannt wird, unter Wasserkiithlung bis zur halben Materialdicke
gehont. Das Durchschleifen der Locher von der Riickseite des Objekttragers verringert die
Gefahr von Muschelbriichen im Glas auf ein Minimum. Alternativ konnen die Locher auch

durch einen diamantbesetzten Hohlbohrer mit konzentrischer Wasserkiihlung eingebracht
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werden. Dabei ist es hilfreich, vorher einen Haftklebestreifen auf beide Seiten des Glases zu
kleben, dieser Schritt minimiert das Risiko eines Zerbrechens des Objekttragers. Nach dem

Honen bzw. Bohren wird das Deckelglas griindlich gereinigt und getrocknet.

4.7.6.8 Bonden von PVAc und PVBu Chips

Fiir das Bonden der Chips wird die trockene Deckelplatte mit der beschichteten Seite nach
unten auf die mikrostrukturierte Polymerschicht gelegt und so positioniert, dass die Bohrung
der Deckelplatte mittig auf den Enden der Kanéle sitzt. Der ungebondete Chip wird in die
Spindelpresse tiberfiihrt und auf die Zieltemperatur aufgeheizt (PVAc: ca. 35°C, 10 Nm;
PVBu ca. 75 °C, 10 Nm). Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur kann das gebondete

Stiick entnommen werden.

4.7.6.9 Soflithographisches Strukturieren von PVAI

Ein Heifprigemaster aus PDMS (siehe 4.7.5, S.109) kann auch als Softlithographie-Master
fiir PVAI verwendet werden. Zu diesem Zweck wird etwas PVAI-Losung (10 Gew.% in
DMSO) auf eine sorgfiltig gereinigte Glasplatte gegossen, durch Schwenken der Platte
verteilt und im Anschluss der PDMS-Master auf den Fliissigkeitsfilm gelegt. Bei beiden
Schritten ist zu beachten, dass sich keine Luftblasen im Fliissigkeitsfilm, bzw. zwischen
Losung und PDMS-Master bilden. Dieser Ansatz wird zwei Tage bei Raumtemperatur, zwei

Tage bei 40 °C und einen Tag bei 60°C getrocknet und das PDMS vorsichtig abgezogen.

4.7.6.10 Bonden von PVAI-beschichteten Glasplatten

Mit PVALI beschichtete Glasplatten werden mit Wasser leicht aufgeweicht und dann kréftig
zusammengepresst. Dazu legt man die zu bondenen Platten fiir 10 min in den Kiihlschrank,
nach dem Herausnehmen beschlagen diese durch kondensierende Luftfeuchtigkeit. Nun
werden die beschlagenen Substrate schnell aufeinandergelegt und mit 15 kN Presskraft in
einer hydraulischen Laborpresse (PW2 PH, P/O/Weber GmbH, Remshalden) fiir 1 Stunde bei

Raumtemperatur aufeinandergedriickt.

4.7.7 Nasschemisches Hydrophilieren der Chipkanale

Der zu behandelnde Chip wird im BO-Vial am Ende des Trennkanals mit 3 uL 10 M NaOH-

Losung gefiillt und in eine Belegungsklammer eingespannt. Zu beachten ist, dass die
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Silikonkautschukdichtung der Belegungsklammer nicht mit der Lauge in Berithrung kommt.
Anschliefend wird ein Druck von 5 bar angelegt, um die Losung durch die Mikrokanile zu
driicken, bis in den 3 iibrigen Vials jeweils ein kleiner Fliissigkeitstropfen sichtbar wird. Nach
dem Entspannen der Apparatur wird der Chip entnommen und alle Vials werden mit einem
Klebebandstreifen als Dampfsperre verschlossen. Nach der gewiinschten Einwirkzeit (1-46
Std.) werden die Klebestreifen entfernt, die Vials geleert und kurz mit Wasser ausgespiilt. Die
Mikrokandle werden mit 2 bar Stickstoffiiberdruck, welcher am BO-Vial angelegt wird, fiir
60 Minuten getrocknet und die Vials erneut mit Wasser gespiilt. Anschlieend wird das BO-
Vial wiederholt mit Wasser befiillt und wieder geleert, wobei die Pausen zwischen den beiden
Schritten immer ldnger werden. Dies dient dazu, die sich von den Winden 16senden Partikel
nach und nach mit der hineinkriechenden Losung abzutragen. Dieser Vorgang wird optisch
mit dem Mikroskop verfolgt. Wenn die Kanéle einmal komplett mit Wasser gefiillt waren,
kann entweder direkt gemessen oder der Chip nach einer weiteren Trocknungsprozedur

gelagert werden.

4.7.8 Vorbereiten der Proben fir die RoOntgeninduzierte

Photonenspektroskopie (XPS)

Um diinne Polymerfilme auf einen elektrisch halbleitende Si-Wafer aufzubringen, werden
5 %ige Polymerlosungen in fliichtigen Losungsmitteln (PVBu: Aceton, PVAc: Isopropanol)
mit einer Pasteurpipette auf Bruchstiicke des Wafers getropft. Nach dem Verdampfen des
Losungsmittels hat sich, abhidngig von der aufgetropften Menge, ein geschlossener
Polymerfilm von 1-50 um Dicke gebildet. Diese Filme werden 30 Minuten bei 50°C auf einer
Heizplatte nachgetrocknet. Fiir die nass-chemische Oberflaichenmodifikation werden an zuvor
markierten Stellen Fliissigkeitstropfen aufgebracht und in einer verschlieBbaren PE-Dose
zusammen mit einem befeuchteten Tuch (zum Séttigen der Atmosphédre mit Wasserdampf)
fiir die benoétigte Dauer belassen. Dabei ist darauf zu achten, dass die basische Losung nicht
mit dem unbeschichteten Silicium in Berithrung kommt. Alternativ werden die beschichteten
Wafer 15 Minuten im N,-Plasma bei negativer Polaritidt und maximalem Pulsweitenverhéltnis
behandelt. Durch riickseitiges Anritzen mit einem Glasschneider, dem Brechen entlang der
Rille und dem Zerteilen des Polymerfilms mit einem Skalpell werden 10x10 mm grof3e
Quadrate erhalten. Zu Beachten ist hierbei, dass sdmtliche Randbereiche der
Ausgangsbruchstiicke verworfen werden, da dort die Polymerfilmdicke, bedingt durch die
rudimentire Beschichtungsmethode, inhomogen ist. Alle Proben werden in einer

verschlieBbaren PE-Dose unter Stickstoff bis zur Aufnahme der XP-Spektren gelagert.
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4.8 Bezugsquellen fur Chemikalien

Der Alexafluor-Farbstoff stammt von Invitrogen (Karlsruhe, Germany), der CyS5-Farbstoff
von GE Healthcare (Miinchen). Das 3-Phenoxy-propandiol wurde von der AG um Prof. Reetz
des MPI Miilheim zur Verfiigung gestellt.

Sofern nicht anders angegeben, wurden weitere in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien
von Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA) bezogen und hatten einen Reinheitsgrad von
»rein oder hoher. Mit Ausnahme der Losungsmittel fiir die Fluoreszenzmarkierung, welche
iber ca. 5 Gew.% Molekularsieb getrocknet wurden, erfolgte keine weitere Aufreinigung der

Chemikalien.

Die PVAc- und PVBu-Polymere wurden freundlicherweise von der Wacker GmbH
(Burghausen) zur Verfiigung gestellt.
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5 Zusammenfassung

Der breiten Anwendung der Mikrochipelektrophorese fiir das Hochdurchsatz-Screening, dem
Nachweis pharmazeutischer Molekiile oder in der Proteomforschung stehen derzeit der
Mangel geeigneter Detektionstechniken wie auch die Okonomische Fertigung von
Mikrofluidik-Chips mit giinstigen Oberfldcheneigenschaften fiir Proteintrennungen entgegen.
Die vorliegende Arbeit liefert innovative Beitrdge zur intrinsischen Fluoreszenzdetektion von
Biomolekiilen sowie der Entwicklung von Mikrofluidik-Bausteinen aus funktionalen bzw.

hydrophilen Polymeren.

Detektionsseitig wird die intrinsische Fluoreszenz von kleinen Aromaten und Proteinen
untersucht.  Diese  ermoglicht die  empfindliche Detektion ohne  vorherige
Fluoreszenzmarkierung und kann mittels einzelphotoneninduzierter Fluoreszenz mit
Anregung im tiefen UV-Spektralbereich, oder alternativ als zweiphotoneninduzierte Variante

mit Anregung im sichtbaren Bereich erfolgen.

Die Auswirkung der Anregungsintensitdt im Hinblick auf die erreichbare Empfindlichkeit bei
266 nm ist sehr analytspezifisch. Wahrend fiir die untersuchten homozyklischen Aromaten die
Nachweisempfindlichkeit mit steigender Anregungsintensitidt zunimmt, sinkt die Sensitivitét
fiir indolhaltige Molekiile oberhalb von 100 uW Anregungsleistung durch Photobleichen
wieder ab. Die Photostabilitdt von proteingebundenem Tryptophan ist deutlich hoher als die
von freiem Tryptophan. So konnte fiir -elektrophoretisch getrennte Proteine ein
Detektionslimit von jeweils 5 ng/mL erreicht werden.

Potentielle Anwendungen der intrinsischen Fluoreszenzdetektion werden am Beispiel der
Analyse psychoaktiver Wirkstoffe aus einer Banane sowie an der der effizienten Trennung

und Detektion von Eiklar-Proteinen demonstriert.

Fiir die zweiphotoneninduzierte native Fluoreszenz wird das Potenzial im Hinblick auf die
Verwendung kostengiinstiger Chipmaterialien evaluiert. Zu diesem Zweck wird ein
Mikrochipelektrophorese-System mit Anregung bei 420 nm vorgestellt. Die Detektion kleiner
Aromaten ist sowohl in UVC-transparentem Quarz- wie auch in UVC-intransparentem Glas-
Chips moglich. Im direkten Vergleich der Daten ist der Messuntergrund im Glas leicht erhoht.
Sogar in UVB-intransparenten PMMA-Chips ist die Detektion potenziell moglich, allerdings

wirkt der Chip wie ein Hochpassfilter, so dass Emissionslicht unterhalb von 360 nm durch das
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Polymermaterial absorbiert wird. Von den Modellanalyten weist das Tryptophan die grofite
Emission im UVA-Bereich auf, daher wird Tryptophanldsung in PMMA detektiert.

Durch die Miniaturisierung leistungsstarker Laser bzw. die bessere Verfligbarkeit von LEDs
im UVC-Bereich werden Detektoren fiir die native Fluoreszenzdetektion von Proteinen mehr
Bedeutung erlangen. Die Implementierung zeitkorrellierter und wellenldngenselektiver
Datenakquisitionstechniken wiirde die Signalidentifizierung in komplexen Realproben

erleichtern und die Sensitivitdt durch Diskriminierung des Hintergrundes weiter steigern.

Im Bereich der funktionalen Polymere liefert diese Arbeit tiefere Einblicke zum Verstdndnis
der Oberflichenhydrophilierung von Polyvinylacetat, welches sich an der Oberfliche in
kovalent gebundenen Polyvinylalkohol konvertieren ldsst. Da eine direkte Fertigung von
Polyvinylalkohol-Chips bis heute nicht mdglich war, sollten so die vorteilhaften
Eigenschaften von Polyvinylalkohol-Oberfldchen fiir die MCE genutzt werden. Die Eignung
der hydrophilierten Chips liegt jedoch aufgrund schlechter physikalischer Eigenschaften des
Materials deutlich hinter den Erwartungen.

Aus diesem Grund wird die softlithographische Strukturierung und Fertigung
mikrofluidischer Chips in Schichtbauweise erprobt (,,Sandwich“-Chips). Dieses Verfahren
ermoglicht erstmals die direkte Herstellung von Chips mit strukturierter Polyvinylalkohol-
Schicht, welche thermisch immobilisiert werden kann. Vorteile dieser Sandwich-Chips sind
gute Transmissionseigenschaften bis 250 nm sowie die effiziente Ableitung Joulescher

Wirme im Vergleich zum Polymer-Vollmaterial.

Das direkte Herstellen hydrophiler Polymerchips fiir die Analyse biologischer
Makromolekiile ist ein Novum, welches mit bestehender Infrastruktur in vielen
Forschungslabors durchgefiihrt werden kann. Damit eignet es sich zum rapid prototyping und
ist eine 6konomische Alternative zu nachtriglich oberflichenmodifizierten Glas-Chips. Die

Messung von Applikationen in diesen Bausteinen steht noch aus.
Die Substituierung von konventionellem Glas zu fused silica als Tridgermaterial sollte die

Detektion von Proteinen mittels nativer Fluoreszenzdetektion mit Anregung im tiefen UV in

Sandwich-Chips ermoglichen.
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