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Abstract

In droplet-based microfluidics, medical, biological or chemical experiments take place in discrete
reaction spaces named “droplets”. The droplet-based microfluidics offers a considerable potential for
applications like optimization of screening processes for the development of drugs or for the manipu-
lation of cells and 3D cell structures, respectively. However, for such applications the currently avail-
able concepts do not provide the necessary reliability and practicability. In particular, the mainten-
ance of reproducible and stable process conditions are decisive factors for a breakthrough of this
technology on the market.

Applying multicellular systems like native tissue or spheroids cultivated in vitro, special requirements
have to be fulfilled. For example, the use of surface-active substances (surfactants), which are applied
for stabilizing the droplets in the majority of droplet-based microfluidics applications, is disadvantage-
ous for investigations of cells and 3D cell structures in droplets. The abandonment of surface-active
substances is an important step towards a fundamental acceptance of droplet-based microfluidic
processes. The results presented in this work show an alternative to avoid the use of surface-active
substances for the handling and cultivation of cells and 3D cell structures in droplets. The technical
system developed as part of the research work is based on novel microfluidic components and meets
the high demands on reproducibility and stability for handling cells and 3D cell structures.

The results of the research work include the development of the entire droplet-based system as well
as the investigations on the droplet generation process. This includes the investigation of basic para-
meters like surface properties of the microfluidic channels, the arrangement of the channels, the fluid
flow conditions, and the kind of sample medium. Partial aspects of the extensive experiments that
were performed to analyze the influence of the above mentioned parameters were also investigated
by numerical simulations. In addition, the work describes the development of a biomimetic approach
toincrease the stability of droplet generation and to reduce the adhesion of aqueous droplets to the
microchannel surfaces of the polymer chips. This approach succeeded even with samples containing
anticoagulated whole blood. Concluding, the newly developed and characterized droplet-based
microfluidic system points out a high application potential for the life sciences and especially for the
field of individual medicine.






Zusammenfassung

Im Bereich der tropfenbasierten Mikrofluidik werden medizinische, biologische oder auch chemische
Experimente in diskrete Reaktionsraume lberfiihrt. Diese als Tropfen bezeichneten Reaktionsraume
besitzen als seriell angeordnete Mikroreaktoren ein hohes Anwendungspotenzial, sei es zur Optimier-
ung von Screening-Prozessen fiir die Medikamentenentwicklung oder zur Manipulation von Zellen
und 3D Zellstrukturen. Fiir solche Anwendungen bieten die derzeit existierenden Konzepte jedoch
nicht die erforderliche Zuverlassigkeit und Praktikabilitat. Vor allem die Aufrechterhaltung reprodu-
zierbarer und stabiler Prozessbedingungen sind ausschlaggebende Faktoren als Voraussetzung fiir
einen Durchbruch dieser Technologie am Markt.

Insbesondere bei Anwendungen mit multizellularen Systemen wie nativen Gewebefragmenten oder
in vitro kultivierten Spharoiden sind besondere Voraussetzungen zu erfiillen. Beispielsweise ist die
Verwendung oberflachenaktiver Substanzen (Tenside), die bei der Mehrzahl tropfenbasierter mikro-
fluidischer Applikationen zur Stabilisierung der Tropfen eingesetzt werden, nachteilig fiir Untersuch-
ungen dieser Proben. Der Verzicht auf Tenside ist ein wichtiger Schritt in Richtung einer grundlegen-
den Akzeptanz tropfenbasierter Verfahren. Die in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse zeigen eine
Alternative auf, bei der fiir das Handling und die Kultivierung multizellularer Systeme auf die Verwen-
dungvon Tensiden verzichtet werden kann. Das im Rahmen der Forschungsarbeiten entwickelte tech-
nische System beruht auf neuartigen, mikrofluidischen Komponenten, die die hohen Anspriiche fur
das Handling multizellularer Systeme erfillen.

Neben der Beschreibung der Systementwicklung steht die Charakterisierung der Einflussfaktoren auf
die Tropfengenerierung im Mittelpunkt der Arbeit. Relevante EinflussgrofRen wie die Kanalanordnung
und deren Oberflachenbeschaffenheit sowie der Einfluss der Volumenstrome und unterschiedlicher
Probenmedien auf die Tropfengenerierung wurden untersucht. Zusatzlich zu den umfangreichen
Laborexperimenten wurden numerische Simulationen zu Teilaspekten der Tropfengenerierung durch-
gefihrt. Die Arbeit beschreibt weiterhin die Entwicklung eines biomimetischen Ansatzes zur Steige-
rung der Stabilitat der Tropfengenerierung durch die Verringerung des Adhdsionspotenzials wassriger
Proben mit den Kanaloberflachen der Mikrosysteme. Mit Hilfe dieses Ansatzes gelang eine erfolg-
reiche Tropfengenerierung sogar mit Proben, die antikoaguliertes Vollblut enthielten. Damitist die im
Rahmen dieser Arbeit entwickelte mikrofluidische Plattform insbesondere fiir Anwendungen im
Bereich der Biowissenschaften und speziell fiir die Individualmedizin pradestiniert.
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1 Einleitung

Die Medizin befindet sich im Wandel. Aus dem wissenschaftlich-technischen Fortschritt der letzten
Jahrzehnte resultiert ein Paradigmenwechsel. Dank neuer Methoden der Molekularbiologie ist heute
eine Vielzahl von Indikatoren bekannt, die zunehmend eine differenzierte Analyse von Krankheiten
ermoglichen. Zumeist handelt es sich bei diesen Indikatoren um Biomarker. Biomarker sind messbhare
Parameter, die Riickschliisse auf biologische Prozesse im Korper eines Patienten zulassen [1].

Eine aus alter Zeit bekannte Analyse, die auf der Bestimmung eines Biomarkers beruht, basiert auf der
Untersuchung von Urin. Schon die einfache Analyse der Farbe, des Geruchs und auch des Geschmacks
des Urins ermdglicht Riickschliisse auf mogliche Erkrankungen. Ist beispielsweise der Geschmack des
Urins stBlich, so ist dies ein Hinweis auf einen erhohten Glukosegehalt des Urins. Normalerweise ist
der Glukosegehalt des Urins gering. Ein siilicher Geschmack kann ein Indikator fiir eine Diabetes-
erkrankung sein. Jedoch sind mittlerweile durch die Molekularbiologie tiefgreifende Urin-Analysen
moglich, die durch Untersuchungen verschiedener RNA-Transkripte u.a. auch zum Nachweis von
Prostatakarzinomen eingesetzt werden konnen [2].

Durch die kontinuierliche Entwicklung der Molekularmedizin und der modernen Diagnostik sind heute
eine Reihe von molekularen und zelluldren Biomarkern bekannt [3]. Die vielfaltigen Informationen,
die sie bieten, ermoglichen eine umfassende Diagnose unterschiedlicher Erkrankungen. Durch diese
Entwicklung kann das Entstehen und Fortschreiten vieler Krankheiten wesentlich genauer analysiert
werden, und auf Basis dieser Erkenntnisse lassen sich vollig neue Therapien entwickeln. Die Fort-
schritte auf diesen Gebieten férdern zunehmend individualmedizinische Ansatze, die eine gezielte
Therapie und eine schnelle Genesung des Patienten ermoglichen [4].

1.1 Individualmedizin

Der grundlegende Gedanke einer individualisierten Medizin ist die Berlicksichtigung patienten-
spezifischer Charakteristika [5]. Der Vorteil dieser Herangehensweise liegt auf der Hand: Jeder
Mensch ist bei allen Ahnlichkeiten seiner Spezies ein einzigartiges Individuum, ein biologisches Unikat.
Die charakteristischen Unterschiede der menschlichen Personlichkeit spiegeln sich in seiner biologi-
schen Vielfalt wider. Durch diese individuellen Unterschiede kann die Wirkung eines Therapeutikums
von Patient zu Patient stark variieren. Fir eine gezielte Behandlung miissen diese Unterschiede be-
ricksichtigt werden.



2 1 Einleitung

Durch umfassende Voruntersuchungen auf Basis neuartiger diagnostischer Verfahren werden die
Voraussetzungen geschaffen, patientenspezifische Charakteristika bei der Therapieentwicklung zu
bericksichtigen. Zudem ermoglicht eine therapiebegleitende Diagnostik (Theranostik) eine fort-
laufende Beurteilung des Therapieverlaufes [6]. All diese Aspekte lassen sich unter dem Begriff der
personalisierten Medizin zusammenfassen, bei der durch tiefgreifende Untersuchungen Patienten in
vergleichbare Gruppen eingeteilt werden, fir die eine spezifische Therapie den héchstmdglichen
Erfolg verspricht. Dartiber hinaus wird von Individualmedizin gesprochen, wenn z.B. fiir einzelne
Patienten spezielle Therapeutika eingesetzt werden. Dieser Therapieansatz wird auch als Prazisions-
medizin bezeichnet [7].

Das vordringliche Anliegen der Individualmedizin ist die Identifikation geeigneter Therapeutika und
deren optimaler Dosierung unter Beriicksichtigung aller fiir eine Therapie relevanten patienten-
spezifischen Merkmale [8]. Das Ziel ist hierbei eine moglichst genaue Vorhersage der Wirkung und der
Vertraglichkeit potenzieller Therapeutika. Durch gezielte Voruntersuchungen bleiben dem betref-
fenden Patienten wirkungslose Therapien und unnétige Nebenwirkungen erspart. Diese Vorgehens-
weise bietet Vorteile fiir den Patienten, da die Wahrscheinlichkeit fiir einen Therapieerfolg steigt.
Zudem sinken durch effiziente Therapien die Kosten im Bereich des Gesundheitswesens [9].

Fiir eine optimale Krebstherapie sind beispielsweise detaillierte Untersuchungen der spezifischen
Tumorzellen eines Patienten erforderlich. Tumorzellen weisen gegenliber gesunden Korperzellen eine
Reihe von Mutationen auf. Ein individualmedizinischer Ansatz bericksichtigt hierbei, dass verschie-
dene Patienten, die an der gleichen Tumorerkrankung leiden, oftmals nicht die gleichen Mutationen
aufweisen. Durch ein tiefgreifendes Screening kénnen geeignete Therapien entwickelt werden, die
diese Unterschiede berlicksichtigen [10, 11]. Zudem sind Krebspatienten durch ihre Erkrankung im
Allgemeinen erheblich geschwacht. Um den Patienten in diesem Zustand nicht unnétig zu belasten,
dirfen die erforderlichen Untersuchungen nicht direkt am Patienten (in vivo) durchgefiihrt werden.

Fiir Untersuchungen von Tumorzellen, entkoppelt vom Patienten, werden in vitro diagnostische
Verfahren eingesetzt. Aus Griinden der Handhabbarkeit bieten sich flir solche Studien Zelllinien an, da
diese im Gegensatz zu primaren Tumorzellen einfach kultiviert und untersucht werden kénnen. Ins-
besondere Untersuchungen an 3D multizellularen Systemen (Spharoiden) spiegeln die Wirkung eines
Therapeutikums unter dem Einfluss ihres gewebespezifischen Aufbaues realistischer wider als Unter-
suchungen an 2D-Zellsystemen [12]. Im Gegensatz zu 2D-Zellsystemen, bei denen die Zellen in Kultur-
flaschen oder Multiwellplatten als Monolayer auf den Oberflachen der GefaRbdden vorliegen, be-
ricksichtigen Untersuchungen an Sphéaroiden die Mikroumgebung der Zellen im Gewebeverbund
[13].

Viele adharent wachsende Zelllinien, insbesondere Tumorzelllinien, bilden in einer geeigneten 3D-
Umgebung organotypische Spharoide [14]. Die Zellen werden hierfiir z.B. in Hydrogele wie Dextran-
Polyethylenglycol (PEG) [15], Alginat [16] oder festen Geriststrukturen (Scaffolds) [17] eingebettet, in
denen sie unter geeigneten Kulturbedingungen Sphéaroide bilden. Diese Tragerstrukturen ermoglichen
eine raumliche Organisation der Zellen und unterstiitzen die spatere Bildung einer nativen extra-
zelluldren Matrix (ECM) [18].
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Weitere etablierte Methoden zur Bildung von Spharoiden sind die des , liquid overlay” [19], des ,,han-
ging drop“ [20] und des ,,modified hanging drop“ [21]. Beim ,liquid overlay“ (s. Abb. 1.1, A) werden
die Sphéaroide in den Wells von Mikrotiterplatten (MTP) gebildet. Um einer Adhé&sion der Zellen an der
Oberflache der Wells entgegenzuwirken, werden die Oberflaichen mit Agarose beschichtet. Hierfir
wird eine temperierte Agaroseldsung in die Wells pipettiert. Durch Adhasionseffekte bildet die Agaro-
sein den Wells eine gewdlbte Oberflache, die sich durch die Polymerisation beim Abktihlen in diesem
Zustand verfestigt. Zur Bildung von Spharoiden wird in einem ersten Schritt eine Einzelzellsuspension
in die mit Agarose modifizierten Wells pipettiert (s. Abb. 1.1, A 1). Nachfolgend sedimentieren die
Zellen im Gravitationsfeld und sammeln sich im tiefsten Bereich der Wells. Da aufgrund der Agarose-
beschichtung keine geeignete Oberflache zum Adhérieren zur Verfligung steht (s. Abb. 1.1, A ll),
bilden die Zellen durch Selbstorganisation Spharoide (s. Abb. 1.1, A lll).

Bei der ,,hanging drop“ (s. Abb. 1.1, B) und der ,,modified hanging drop“ Methode (s. Abb. 1.1, C - D)
erfolgt die Spharoidbildung in hdangenden Tropfen. Bei der ,hanging drop” Methode wird die Zell-
suspension auf den Deckel einer Petrischale pipettiert. AnschlieBend wird der Deckel auf geeignete
Weise gedreht, ohne dass sich Tropfen ablésen oder zusammenflieRen. Der gedrehte Deckel mit den
hiangenden Tropfen wird auf eine mit phosphatgepufferten Salzlésung (PBS) befiillten Petrischale
gesetzt (s. Abb. 1.1, B). Die PBS-Losung wirkt hierbei der Verdunstung der Tropfen entgegen.

A | I Il B | I Il
3+ 4
C (13 | Il 11l D | Il 11
LJ i | s
1
1
3
B Medium ® Zellen O Puffer O Agarose
MTP-Deckel Petrischalen-Deckel 96-MTP Petrischale
B 384-MTP [6] 96-MTP Einsatz

Abb. 1.1: Darstellung unterschiedlicher Methoden zur Bildung von Sphéaroiden.
A — ,liquid overlay”; B — “hanging drop”; C und D —,, modified hanging drop*;
| — Aliquotierung der Zellsuspension;
Il = Inkubation (Zellproliferation und Sedimentation);
Il = Spharoidbildung.

Bei den ,,modified hanging drop“ Methoden werden die Tropfen an einem speziell designten MTP-
Einsatz gebildet (s. Abb. 1.1, C). Der MTP-Einsatz weist hierfir kreisformige Durchfiihrungen auf, die
in speziell geformte Halteflachen zur Stabilisierung der hangenden Tropfen libergehen. Die Tropfen-

generierung erfolgt durch Injektion der Zellsuspension von oben durch die kreisférmigen Durch-
flihrungen. Das Medium, aus denen die Tropfen bestehen, adhariert an den Halteflachen.
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Bei der zweiten Variante der ,,modified hanging drop” Methode wird eine Zellsuspension direkt in die
Wells einer 384-MTP pipettiert. Wie bei der ,,hanging drop” Methode wird die beflillte MTP fiir die
Spharoidbildung gedreht (s. Abb. 1.1, D).

Bei der ,hanging drop” und der ,,modified hanging drop” Methode fehlt in den hangenden Tropfen
eine geeignete Oberflache, an denen die Zellen adharieren konnen [22]. Die Spharoide werden hier-
bei wie beim , liquid overlay” durch Selbstorganisation gebildet. Neben diesen etablierten Verfahren
werden in der Literatur weitere Methoden zum Induzieren der Spharoidbildung mittels elektrischer
[23], magnetischer [24] und akustischer Felder [25] sowie in Spinnerflaschen [26] beschrieben.

Zwischen den Zellen eines Spharoids bildet sich eine ECM. Als ECM wird die Gesamtheit aller Makro-
molekiile aufgefasst, die den Interzellularraum zwischen den Gewebezellen ausfiillt. Die Bestandteile
der ECM werden in zwei Gruppen unterteilt, in Fasern und die Grundsubstanz. Die Gruppe der Fasern
besteht aus Kollagen, retikularen und elastischen Fasern. Die Grundsubstanz liegt in den Raumen
zwischen den Fasern vor und wird von Glykosamino- und Proteoglykanen, Adhasionsproteinen, Was-
ser und Elektrolyten gebildet [27]. Die ECM wird von den Zellen eines Gewebes synthetisiert und
sezerniert. Bestandteile der ECM stehen iber Rezeptoren mit den Zellen in Verbindung. Die Zusam-
mensetzung und der Aufbau der ECM sind abhangig von den jeweiligen Zelltypen und haben einen
entscheidenden Einfluss auf Wechselwirkungen des Gewebes mit seiner Umgebung. Durch den ge-
webespezifischen Aufbau und die iber die ECM vermittelte Signaltransduktion weisen Untersuchun-
gen an Spharoiden eine hohe Vergleichbarkeit zu Untersuchungen mit nativem Gewebe auf. Diese
Vergleichbarkeit kbnnen 2D-Zellsysteme nicht bieten [28-30].

In vitro generierte Spharoide aus Tumorzelllinien spiegeln die Wirkung eines Therapeutikums nurin
begrenztem Umfang wider. Aussagekraftiger flr die in vivo Situation sind Untersuchungen an Primar-
zellen oder direkt an nativem Gewebe [31]. Somit lassen sich Schlussfolgerungen auf Basis dieser
Ergebnisse besser auf den spezifischen Tumor des Patienten libertragen. Gleichwohl muss auch bei
solchen Untersuchungen beriicksichtigt werden, dass sich nicht alle Ergebnisse unmittelbar auf die
Situation des Patienten Gbertragen lassen. Dazu fehlt die spezifische biologische Umgebung, in der
das erkrankte Gewebe im Korper des Patienten vorliegt. Die kérperspezifische Umgebung hat einen
erheblichen Einfluss auf die Physiologie der Gewebezellen.

Die Vorteile von in vitro Untersuchungen an Spharoiden liegen jedoch im direkten Bezug zum huma-
nen Zellsystem und bei Untersuchungen an Patientenzellen vor allem im direkten Bezug zur spezifi-
schen in vivo Situation des Patienten. Jedoch fiihrt das Fehlen der kdrperspezifischen Umgebung zu
Abweichungen in der Wirkungsweise eines Therapeutikums. Das hat zur Folge, dass wahrend einer
Therapie ,,nachgesteuert” werden muss, um den Therapieverlauf an die kérperspezifischen Gegeben-
heiten anzupassen. Durch die Theranostik wird dieser Anpassungsprozess unterstutzt.

In der Onkologie kann ein individualmedizinischer Ansatz die Effizienz der Tumortherapie erheblich
steigern. Hierfir sind in vitro diagnostische Methoden insbesondere fiir Wirkstoff-Screenings von
groller Bedeutung. Unter Beriicksichtigung des 2014 erschienenen ,World Cancer Reports” besteht
hier ein dringender Handlungsbedarf. Mit jahrlich 14,1 Millionen Neuerkrankungen und 8,2 Millionen
Todesfallen gehoren Tumorerkrankungen weltweit zu den haufigsten Krankheiten [32].
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Das stellt die Gesundheitsforschung vor enorme Herausforderungen bei der Entwicklung neuer The-
rapien. Zudem wird das Gesundheitswesen mit steigenden Kosten konfrontiert. Die Vielzahl unter-
schiedlicher Tumorarten und der individuelle Aspekt eines jeden Patienten erschwert die Einleitung

einer wirksamen Therapie.

Eine Moglichkeit zur Lésung dieses Problems sind in vivo nahe Untersuchungen des spezifischen
Tumorgewebes oder deren Zellen. Zum Beispiel kann fiir ein Wirkstoffscreening ein Teil des Tumor-
gewebes durch eine Biopsie entnommen werden. Dieses ist in vielen Fallen mit einem minimal-
invasiven Eingriff moglich. Mit etablierten Methoden wird das entnommene Tumorgewebe fiir ein
Wirkstoffscreening vorbereitet. Die Gewebeprobe wird mechanisch und enzymatisch zerkleinert,
wodurch native Tumorfragmente als Ausgangsbasis flir das Wirkstoffscreening gewonnen werden.

Sollen individualmedizinische Ansatze langfristig fir jeden Patienten zur Verfligung stehen, bedarf es
neuer Konzepte. Hierfir sind spezielle Technologien erforderlich, um z.B. ein Wirkstoff-Screening
oder eine Biomarker-Analyse zuverlassig und kostenglinstig durchfiihren zu kénnen. Fragen zum
Zusammenspiel zwischen Biologie und Technik spielen hier eine entscheidende Rolle, insbesondere
zum Interface zwischen biologischem System (Gewebe, Zellen, Kulturmedien) und technischen Sys-
tem (Bioreaktoren zur Zellkultivierung und Sensoroberflachen).

Am Anfang der Entwicklung neuer Konzepte steht die Beantwortung folgender Fragen:

- Wie kann die Bildung von Tumorsphéaroiden aus Einzelzellen oder das Handling von nativen Tu-
morspharoiden liber langere Zeitraume automatisiert erfolgen?

- Wiekann unter dem Kostendruck eine hochgenaue und reproduzierbare Analyse von Biomarkern
durchgefiihrt werden?

- Biomarker liegen in Korperflissigkeiten wie Blut und Urin oder in Kotproben vor. Die unter-
schiedlichen Eigenschaften der Proben miissen bei der Systementwicklung bericksichtigt wer-
den.

- Fireine hohe Verfiigbarkeit miissen solche Systeme direkt in Kliniken oder bei Facharzten einge-
setzt werden kénnen. Das Fachpersonal muss fiir einen sicheren Betrieb sorgen. Daflir muss die
Bedienung der Systeme einfach und zuverlassig sein.

Ein innovativer Ansatz zur Etablierung individualmedizinischer Konzepte beruht auf der Anwendung
der Mikrofluidik. Insbesondere die tropfenbasierte Mikrofluidik als Teilgebiet der Mikrofluidik bietet
hierfur optimale Voraussetzungen. Die tropfenbasierte Mikrofluidik kann einen bedeutenden Beitrag
leisten, um Tumorerkrankungen gezielt zu behandeln.

Hierflir miissen regelmaRig patientenspezifische Parameter wie Enzym- und Proteinwerte, Entziin-
dungs- und Gerinnungsfaktoren, Tumormarker und das Blutbild ermittelt und die Therapie ent-
sprechend angepasst werden. Vor allem hier kann die gewtiinschte enge Verzahnung zwischen Diag-
nostik und Therapie durch tropfenbasierte mikrofluidische Verfahren erreicht werden.

Ein weiteres Argument fir die tropfenbasierte Mikrofluidik liegt bei zell- und gewebebasierten diag-
nostischen Verfahren. Speziell hier bietet die tropfenbasierte Mikrofluidik geeignete Voraus-
setzungen, um die Effizienz zu steigern [33, 34]. Ein fir solche Verfahren entwickeltes mikro-
fluidisches System, mit dem sowohl zellhaltige Proben einer Dosis-Wirkungs-Analyse unterzogen als
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auch Korperflissigkeiten auf Biomarker untersucht werden kénnen, unterstitzt die breite Anwend-
barkeit individualmedizinischer Konzepte [35].

1.2 Tropfenbasierte Mikrofluidik

Die tropfenbasierte oder digitale Mikrofluidik fasst Technologien zusammen, die zur Bearbeitung von
Fluidproben im unteren Mikroliterbereich eingesetzt werden. Bei Verfahren der tropfenbasierten
Mikrofluidik wird eine Probe nicht wie bei herkémmlichen Verfahren auf Reaktionsgefalle aufgeteilt,
sondern in einer mit der Probe nicht mischbaren Phase aliquotiert. Das Aliquotieren der Proben
erfolgt in diesem Fall nicht in einzelne GefaRe, sondern durch die mit der Probe nicht mischbaren
Phase (Tragerfluid) [36]. So kann beispielsweise ein Zellkulturmedium wie Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) mit Hilfe eines Fluidmikrosystems (FMS) aus Polycarbonat (PC) in einem Ol wie
Perfluordecalin (PFD) aliquotiert bzw. kompartimentiert werden (s. Abb. 1.2, A). Durch die Unmisch-
barkeit beider Phasen (Probemedium hydrophil / Tragermedium hydrophob) bilden sich Grenzflachen
zwischen den Fluiden. Zur Kompartimentierung des Probenfluids wird das Tragerfluid mit einer h6he-
ren Rate in das mikofluidische System eingeleitet (s. Abb. 1.2, A).

-

£
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Abb. 1.2: Tropfen aus Zellkulturmedium (rot, DMEM) kompartimentiert in einem Ol (transparent, PFD);
A — Tropfengenerierung in einem PC-FMS (Qx = 250 pl/min, Qg = 100 pl/min);
B — Tropfensequenz in einem aufgewickelten Teflon-Schlauch (Schlauchdisk).

Durch den héheren Volumenstrom bilden sich Kompartimente des Probenfluids (disperse Phase) im
Tragerfluid (kontinuierliche Phase). Die disperse Phase, in unserem Beispiel das DMEM, weist eine
deutlich héhere Oberfliachenspannung (o = 62,37 mN/m) auf als die kontinuierliche Phase, das PFD
(6=17,72 mN/m). Zudem weisen die Kanaloberfliachen in diesem Beispiel einen hydrophoben Cha-
rakter auf, um eine Adhéasion des Probenmediums zu verhindern.

Unter diesen Voraussetzungen bilden die DMEM-Kompartimente in der PFD-Phase eine Tropfenform.
Durch eine fortwdahrende Kompartimentierung wird eine Tropfensequenz generiert (s. Abb. 1.2, B).
Die Probentropfen liegen im mikrofluidischen System zumeist in einer seriellen Abfolge vor. Die seriell
angeordneten Tropfen werden als einzelne Mikroreaktoren betrachtet.

Bei Verfahren, in denen mit wassrigen Proben gearbeitet wird, wie es bei medizinischen und bio-
technologischen Anwendungen der Fall ist, werden zur Tropfengenerierung hydrophobe Medien
eingesetzt. Hierfiir kommen, wie im obigen Beispiel gezeigt, perfluorierte Fluorkohlenwasserstoffe
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aus der Gruppe der Perfluorcarbone (z.B. PFD) oder reine Kohlenwasserstoffe aus der Gruppe der
Alkane (z.B. Tetradekan (TD)) in Frage. Insbesondere das perfluorierte PFD bietet Eigenschaften, die
fir biologische Anwendungen interessant sind und deren Biokompatibilitdt nachgewiesenist [37, 38].
Zudem bildet es unter normalen Bedingungen keine Radikale und weist ein hohes Potenzial fiir den
Transport von Gasen wie Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid auf. Es ist nicht mit wassrigen oder organi-
schen Phasen mit geringem Fluorgehalt mischbar [39]. Des Weiteren weist PFD wie erwahnt eine
niedrige Oberflachenspannung auf, wodurch es sich sehr leicht auf Oberflachen ausbreitet. Die gerin-
ge Loslichkeit mit einer Vielzahl von Flissigkeiten pradestiniert PFD fir die Separation wassriger
Medien.

Bei medizinischen und biotechnologischen Fragestellungen werden oftmals Organismen in den Trop-
fen kultiviert, bearbeitet und analysiert. Die auf diesen Applikationen basierende Plattform wird in
dieser Arbeit als ,pipe based bioreactor” (pbb) bezeichnet (s. Abb. 1.3) [40].

- Als ,pipe“ wird das Kanalsystem aufgefasst, durch das die Tropfen (Proben) geleitet werden.

- DieTropfen selbst bilden den , bioreactor”, in dem z.B. Bakterien, Hefen, Zellen oder Spharoi-
de kultiviert werden kénnen.

— pipebased Plp———
A »
N / -

bioreactors

Abb. 1.3: Pipe based bioreactor; A — Schlauchdisk mit separierten Medientropfen; B — Schema zur lllustrati-
on der ,,pipe based bioreactor” Plattform; C — Medientropfen mit einem Spharoid.

Diese Plattform beruht auf dem Prinzip der tropfenbasierten Mikrofluidik [41] und stellt eine Alterna-
tive zu plattenbasierten Verfahren dar. Die pbb-Plattform besteht aus mikrofluidischen Modulen, mit
denen zellulare Systeme im Hochdurchsatz kultiviert und charakterisiert werden kénnen [42].

Auf der Basis der tropfenbasierten Mikrofluidik kénnen eine Vielzahl von Applikationen im Bereich
der Life Science [43] und der Chemie [44-46] umgesetzt werden. Sie bietet z.B. bei Multiparameter-
analysen entscheidende Vorteile zu etablierten Verfahren wie der MTP-Technologie [47]. Nicht nur,
dass bei tropfenbasierten Verfahren mit Proben vom Mikro- bis in den Picoliterbereich deutlich klei-
nere Volumen bearbeitet werden kdnnen (1536-MTP, typisches Volumen pro Well 10 ul), auch wer-
den durch die Miniaturisierung nur geringe Reagenzmengen bendétigt, was eine Kostenersparnis zur
Folge hat [48]. Zudem kann entgegen der MTP-Technologie bei mikrofluidischen Verfahren auf groR-
rdaumige Pipettierroboter, wie sie beispielsweise bei High-Throughput-Screenings (HTS) erforderlich
sind, verzichtet werden. Demzufolge bieten tropfenbasierte Verfahren insbesondere fiir die Bearbei-
tung kleinster Probenvolumen ein hohes Optimierungspotenzial [49].
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Ein weiterer Vorteil liegt im hohen Mal der Automatisierbarkeit mikrofluidischer Verfahren, die zu
einer Steigerung der Reproduzierbarkeit und zur Reduktion des Zeitaufwandes fithren [50]. All diese
Aspekte ermoglichen eine Effizienzsteigerung gegeniiber etablierten Verfahren.

Des Weiteren werden tropfenbasierte Verfahren liberwiegend in geschlossenen Systemen durch-
geflhrt, wo Verdunstungseffekte im Gegensatz zu MTP-Verfahren deutlich minimiert werden [51].
Zudem bieten geschlossene Systeme bei Anwendungen mit zellhaltigen Proben einen weiteren Vor-
teil: Durch das geschlossene System werden die Proben vor Kontaminationen geschiitzt. Folglich
kénnen aseptische Bedingungen einfach aufrechterhalten werden, was besonders fiir biologische
Anwendungen entscheidend ist [52]. Dartiber hinaus wird durch die geschlossene Anordnung auch
die Sicherheit des Nutzers erhoht.

Die genannten Vorteile eines geschlossenen Systems kénnen bei einer seriellen Probensequenz aber
auch Probleme hervorrufen. Zum Beispiel flihrt die Adh&sion eines einzelnen Tropfens im System zur
Stérung der gesamten Tropfensequenz: Ein Tropfen adhariert an der Kanaloberflache, wodurch die
Stromung des Tropfens verzogert wird. Die nachfolgenden Tropfen stromen auf den an der Stérstelle
adharierten Tropfen auf und die zuvor kompartimentierte Probenphase flielt wieder zusammen.

Bei der Gberwiegenden Zahl tropfenbasierter mikrofluidischer Applikationen wird die Koaleszenz der
dispersen Phase und die Adhasion an Kanaloberflachen durch den Einsatz von Tensiden verhindert
[53]. Die Tenside lagern sich an den Grenzflachen der beiden Phasen an und verringern durch ihren
amphiphilen Charakter die Grenzflachenspannung. Hierbei richten sich die hydrophilen Enden der
Tensidmolekdle zur hydrophilen Phase und die hydrophoben Enden zur hydrophoben Phase aus. Die
Tropfen werden durch dieses Verhalten abgeschirmt und eine Interaktion mit den Kanaloberflachen
und weiteren Tropfen wird verhindert. Der Einsatz von Tensiden wird jedoch vor allem im Bereich der
Zellkulturtechnik kontrovers diskutiert.

Tenside beeinflussen die physikochemischen Eigenschaften des Tropfens und infolgedessen zum Teil
auch die physiologische Umgebung der in den Tropfen vorliegenden biologischen Systeme. Diese
Beeinflussung ist sogar noch betrachtlicher, wenn z.B. Sphéaroide lGiber Tage oder gar Wochen unter-
sucht werden. Durch Tenside konnen Inhaltsstoffe zwischen benachbarten Tropfen lbertragen wer-
den [54]. Der Austausch erfolgt tber die kontinuierliche Phase. Polare Substanzen werden hierbei
durch die Tenside in sogenannte inverse Mizellen eingeschlossen. Diese Mizellen dienen als Trans-
portvesikel durch die hydrophobe Phase. Insbesondere bei einer Dosis-Wirkungs-Analyse ist ein
Austausch der Wirkstoffe zwischen den Proben unerwiinscht.

Bei Applikationen, die eine medizinische Zulassung erfordern, stellt der Einsatz von Tensiden ein
weiteres Hemmnis dar. Fiir eine medizinische Zulassung ist es notwendig, alle verwendeten Sub-
stanzen und deren Produktionsverfahren genau zu charakterisieren. Diese Erfordernisse sind mit
einem erheblichen Aufwand verbunden. Der Verzicht auf unndtige Zusatze erleichtert eine Zulassung.

Mikrofluidische Systeme werden vorwiegend aus Glas, Silizium und Polymeren gefertigt. All diese
Materialien weisen fir biologische Anwendungen der tropfenbasierten Mikrofluidik geeignete Eigen-
schaften auf: sie sind biokompatibel, optisch transparent (auRer Silizium), chemisch ausreichend inert
und leicht verfiigbar. Systeme aus Glas und Silizium werden mittels Atzverfahren hergestellt. Solche
Verfahren sind jedoch kostenintensiv. Mikrosysteme auf der Basis von Polymeren bieten hier Vorteile
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[55]. Haufig eingesetzte Polymere sind z.B. Thermoplasten wie PC [56], Cyclo-Olefin-Copolymere
(COC) [57] und Polymethylmethacrylat (PMMA), aber auch Siloxane wie Polydimethylsiloxan (PDMS),

um nur einige zu nennen.

Mikrofluidische Systeme auf der Basis von PDMS werden in der Regel mittels GielRverfahren herge-
stellt. Das unvernetzte PDMS wird in eine Form gegossen, die einen entsprechenden Master mit der
gewlinschten Kanalstruktur enthalt. Zur Aushartung wird das PDMS mit UV-Licht bestrahlt. Das gegos-
sene Element wird anschlieend zumeist mit Silizium, Glas oder weiteren PDMS-Elementen gedeckelt
und so das eigentliche FMS gebildet. Systeme auf der Basis von Thermoplasten werden mittels Spritz-
gussverfahren hergestellt. Hierflr wird eine Spritzgussform mittels hochprazisen feinmechanischen
und/oder elektroerosiven Verfahren hergestellt. Die anschlieBende Fertigung mittels Spritzguss
erfolgt hierbei mit einem geringen Zeit- und Kostenaufwand. Nachfolgend werden die Formteile mit
geeigneten Methoden zusammengefigt.

Bei biologischen sowie medizinischen Verfahren liegen die Proben vorwiegend in einer wassrigen
Phase vor oder werden aus dieser gebildet. Bei der Probe handelt es sich somit um eine polare Phase.
Um eine Adhasion der Probentropfen zu verhindern, miissen die Oberflachen der Kanale eine aus-
reichend hohe Hydrophobizitdat aufweisen. Die hier aufgefiihrten Materialien weisen fiir Applika-
tionen mit polaren Probenmedien nicht die erforderliche Hydrophobizitdt auf, um eine stérungsfreie
Strémung der Tropfen ohne Tenside zu erméglichen. Aus diesem Grund miissen die Oberflachen der
eingesetzten mikrofluidischen Systeme auf geeignete Weise hydrophobisiert werden. Eine derartige
Hydrophobisierung kann z.B. mittels Plasmaverfahren durch eine chemische Gasphasenabscheidung
(CVD) erreicht werden.

Gegenwartig sind vielfaltige mikrofluidische Funktionselemente bekannt, mit denen Tropfen auf
unterschiedliche Weise generiert werden konnen [58-60]. Zudem wurden mikrofluidische Techno-
logien entwickelt, mittels derer Tropfen manipuliert werden kénnen, d.h. eine Zugabe von Substan-
zen zu den Tropfen kann ermdoglicht werden [61]. Mit geeigneten Methoden kdnnen Tropfen fusion-
iert, sortiert, gelagert, kultiviert und analysiert werden [62-71]. Diese Prozesse wurden bereits erfolg-
reich flr Suspensionen von Prokaryonten, Eukaryonten und Spharoiden nachgewiesen [72-77]. Des
Weiteren wurden zahlreiche Untersuchungen durchgefiihrt, um tropfenbasierte mikrofluidische
Prozesse wie die Tropfengenerierung und Mischvorgange mathematisch zu beschreiben [78-83].

1.3 Stand der Technik

Der enorme Fortschritt der tropfenbasierten Mikrofluidik in den letzten Jahren zeigt das hohe Anwen-
dungspotenzial dieser Technologie fiir die Wissenschaft und Industrie [84-88]. Die vielversprechenden
Entwicklungen eréffnen neue Perspektiven fiir Applikationen im Bereich der Life Science und der
Chemie [89-94]. Entsprechend steigt der Bedarf an mikrofluidischen Systemen in diesen Bereichen
stetig an [95].

Eine zunehmende Anzahl von Forschungsgruppen verwendet tropfenbasierte Verfahren fir biolo-
gische Anwendungen [96], wie z.B. zur Suche und gerichteten Evolution neuer Enzyme [97-100] oder

zum Screening von Mikroorganismen hinsichtlich ihres Potenzials zur Herstellung von Komponenten
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fir Arzneimittel [101] und zur Untersuchung ihrer Resistenz gegen Schwermetalle [102]. Andere
Gruppen berichteten tber die Kultivierung einzelner Zellen, um ihre Proteinexpression quantitativ zu
detektieren [103]. Zudem kénnen Verfahren fiir Screening- und Entwicklungsstudien an Spharoiden
[104] oder Embryonen wie dem Zebrafisch [105] umgesetzt werden.

Die tropfenbasierte Mikrofluidik ermdglicht z.B. neue Wege zur Bildung von Spharoiden. Auf der Basis
dieser Technologie kénnen Spharoide nicht wie in der Literatur dargelegt unter Zuhilfenahme form-
gebender Gele wie Alginat, Agarose oder Kollagen gebildet werden (s. Literatur in Kapitel 1.1 und
[104]), sondern in Anlehnung an die Methodik des ,hanging drop” (s. Abb. 1.4).

I Il ]
7
1
\\

E Medium ® Zellen O Perfluordekalin Schlauch

Abb. 1.4: Darstellung der Spharoidbildung auf der Basis tropfenbasierter Verfahren
| — Aliquotierung der Zellsuspension;
Il — Inkubation (Zellproliferation und Sedimentation);
Il — Spharoidbildung.
Hierflr wird in einem ersten Schritt eine Suspension adharenter Zellen kompartimentiert und die
generierten Tropfen in einen Schlauch geférdert. Die Tropfen liegen hierbei in einem PTFE-Schlauch
(Mikrokanal), umgeben vom hydrophoben Tragermedium (PFD), vor. In dieser Anordnung steht den
Zellen keine geeignete Oberflache zur Verfligung, an der sie adharieren konnen. Wahrend der Kulti-
vierung der Tropfen sedimentieren die Zellen, nahern sich dabei an und bilden nach mehreren Tagen
in den Tropfen Sphéaroide. Die GrolRe der Spharoide ist maligeblich abhangig von der ausgesaten Zell-
zahl pro Tropfen, der Kultivierungsdauer und dem Tropfenvolumen.

Ein Beispiel hierfir ist die tropfenbasierte Kultivierung von ,, Embryoid bodies” (EBS), die sich aus
murinen embryonalen Stammzellen (mESCs) bilden [106]. Diese mESC-Experimente wurden mit einer
modular aufgebauten mikrofluidischen Plattform durchgefiihrt und dienen als Langzeitkultivierungs-
system fiir 3D-Zellkulturen in einem Volumenbereich von 100 nL bis zu 10 pL [107]. Darliber hinaus
kénnen tropfenbasierte Verfahren zur Immunisolierung von Pankreaszellen [108] oder zur Uber-
prifung von Lebensmittelproben hinsichtlich moglicher Kontaminationen [109] sowie zu deren Quali-
tatskontrolle [110] eingesetzt werden. Indes erwiesen sich tropfenbasierte Konzepte als dullerst
effizient fiir Anwendungen im Bereich des Wirkstoff- und Zellscreenings [111-114].

Ein potenziell interessantes Anwendungsfeld stellt die moderne Pharmaforschung dar, wo in den
letzten Jahren vor allem die Anzahl der zu testenden Proben erheblich gestiegen ist [115]. Fir die
Entwicklung eines Medikamentes bis hin zur Marktzulassung miissen eine Vielzahl von Unter-
suchungen und Studien durchgefiihrt werden [116] (s. Abb. 1.5). Gerade bei solchen Untersuchungen
konnen tropfenbasierte Verfahren die Effizienz steigern. Zumeist werden hierdurch die Prozess-
geschwindigkeit erhoht und die bendtigten Volumina der verwendeten Medien minimiert, was zur
Reduktion der Kosten fihrt [117].
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Abb. 1.5: Illustration zur Arzneimittelentwicklung — Von der Entwicklung bis zur Zulassung
(Bildquelle: https://www.yourgenome.org/facts/how-are-drugs-designed-and-developed,
05.12.2017).

Die tropfenbasierte Mikrofluidik bietet vor allem Vorteile fiir die Durchfiihrung von Hochdurchsatz-
Screenings und sensitiven Analysen. Eine Manipulation und Analyse von Proben mit einer hohen
Geschwindigkeit ist hiermit realisierbar. Durch die Kompartimentierung der Probe in kleine Volumen-
einheiten konnen seltene Spezies identifiziert werden. Zudem wird hierdurch die Empfindlichkeit
erhoht, was eine entscheidende Voraussetzung fiir Einzelzell- und Einzelmolekil Analysen ist [118].

Insbesondere auf dem Gebiet der Onkologie konnen solche Aspekte den ersehnten Fortschritt ermog-
lichen, Tumorerkrankungen schnell und zuverlassig zu diagnostizieren. Fiir eine erfolgreiche Therapie
muss die Diagnose in einem frithen Stadium erfolgen [119]. Trotz groRer Fortschritte bei der Diagnose
von malignen Tumoren werden diese oft erst diagnostiziert, wenn sich bereits Metastasen gebildet
haben. Deshalb weisen Tumorerkrankungen immer noch eine hohe Mortalitdtsrate auf. In den riick-
liegenden Jahren wurden betrachtliche Anstrengungen unternommen, neue Biomarker zu identifizie-
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ren [120] und effiziente Analyseverfahren zu entwickeln, um die Missstande bei der Friihdiagnose
auszuraumen. Die tropfenbasierte Mikrofluidik kann hier einen entscheidenden Beitrag leisten.

So existieren bereits heute Konzepte auf der Basis dieser Technologie fiir die Biomarker-Analyse [121-
123], z.B. zur Friherkennung von intraoralen Plattenepithelkarzinomen (Oral squamous cell carci-
noma; OSCC) [124] oder fiir eine hochsensitive Quantifizierung von Kirsten-Ratten-Sarkom-Virus-
onkogenen (KRAS-Onkogene) [125]. Flr die Analyse von KRAS-Onkogenen werden z.B. aus einer
Probe Tausende von Tropfen generiert und die in den Probentropfen vorliegende DNA (hier der
Biomarker) mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) vervielfdltigt. Durch eine Fluoreszenzfarbung
kann nachfolgend das Verhaltnis zwischen Mutanten- und Wildtyp-Genen ermittelt werden. Die
Empfindlichkeit ist hierbei signifikant hoher als bei herkdmmlichen Verfahren, wie dem TagMan®
Assay.

Ein weiterer Fokus im Bereich der Onkologie liegt auf Anwendungen, mit denen zuverlassige Wirk-
stoff-Screenings bei Krebspatienten durchgefiihrt werden koénnen. Etablierte Hochdurchsatz-
Verfahren basieren gegenwartig zumeist auf der MPT-Technologie [21, 126]. Jedoch riicken zunehm-
end auch tropfenbasierte Verfahren fiir Untersuchungen von Dosis-Wirkungs-Beziehungen in den
Vordergrund [127]. Verschiedene Arbeiten zeigen, dass Brusttumorzellen in Alginat verkapselt wer-
den kdénnen, in denen sie nach mehreren Tagen Tumorspharoide bilden. Nach der Zugabe verschie-
dener Konzentrationen des Zytostatikums Doxorubicin kann dessen Einfluss auf die Lebensfahigkeit
und Proliferation der Spharoide ermittelt werden [128]. Auch in einer Co-Kultur mit Stromazellen
konnen Brustkrebszellen Spharoide bilden, die dann auf die Wirkung von Zytostatika wie Paclitaxel
untersucht werden [129]. Ahnliche Verfahren werden fiir das Screening anderer Tumorarten einge-
setzt. So beschreiben Jang et al. Wirkstoff-Screenings an zwei morphologisch unterschiedlichen Ma-
gentumorarten [130]. Die entsprechenden Tumorzelllinien des intestinalen (AGS) und diffusen
(Hs746T) Typen werden hierbei in Kollagen verkapselt, um die ECM-Bildung zu initiieren. Mit diesen
Mikrotumormodellen wurden Screenings mit dem Zytostatikum 5-FU durchgefiihrt.

Die aufgefiihrten Beispiele zeigen zum einen die Vorteile von Untersuchungen auf der Basis von
Spharoiden und zum anderen die Effizienz tropfenbasierter Verfahren fiir die Durchfiihrung solcher
Studien. Das Wissen (iber interzellulare Wechselwirkungen und die Reaktion des Tumorgewebes auf
Wirkstoffkandidaten ist entscheidend fiir die Entwicklung patientenspezifischer Medikamente [131].
Wichtige Parameter fiir eine moglichst geringe Variabilitat bei Zytotoxizitatsuntersuchungen an Tu-
morspharoiden sind eine einheitliche GréBe und eine vergleichbare Form der Spharoid-Modelle [132,
133]. Tropfenbasierte mikrofluidische Verfahren bieten durch ihre Praferenz fiir das Handling von
Proben im MikromaRstab die erforderlichen Voraussetzungen, um diesen Anspriichen gerecht zu
werden [35].

Die Applikationsbeispiele zeigen, dass die tropfenbasierte Mikrofluidik auf ihrem gegenwartigen
Entwicklungsstand moderne Laboreinrichtungen und -gerate sowie zeitaufwandige Bearbeitungs-
prozesse und Protokolle ersetzen kann. Ein Fokus liegt dabei auf der Entwicklung kostenglinstiger
Diagnosegerate. Fir eine umfassende Etablierung solcher Gerate und Verfahren missen spezielle
mikrofluidische Module entwickelt werden, die an die jeweiligen Anforderungen adaptiert werden
kénnen [134].
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Trotz des enormen Anwendungspotenzials und der stetig wachsenden Zahl von Publikationen auf
dem Gebiet der tropfenbasierten Mikrofluidik [117] bleiben die meisten Studien beim , proof-of-
concept” stehen [86, 135].

Ein Durchbruch fiir eine umfangreiche kommerzielle Nutzung ist noch nicht erkennbar [95]. Ein Grund
dafiir ist die eingeschrankte Verflugbarkeit mikrofluidischer Systeme fiir ein stabiles und reproduzier-
bares Handling biologischer Proben. Die vorhandenen Konzepte bieten flr den routineméaRigen Ein-
satz nicht die erforderliche Zuverlassigkeit [136]. Fiur die Bedienung und Wartung tropfenbasierter
mikrofluidischer Systeme werden weiterhin Spezialisten bendtigt. Weitere Arbeiten in Richtung
Standardisierung und Automatisierung sind erforderlich [137, 138].

Die Moglichkeiten der tropfenbasierten Mikrofluidik sind duflert verheifungsvoll und kdnnen einen
groRBen Betrag zur Etablierung individualmedizinischer Konzepte leisten [139]. Sie gestattet die Etab-
lierung einer Fiille von Anwendungen. Insbesondere im Bereich der Onkologie birgt diese Technologie
ein hohes Potenzial fiir Innovationen [140]. Speziell fir Wirkstoff-Screenings auf der Basis multizellu-
larer Systeme, wie nativen Gewebefragmenten oder in vitro generierten Spharoiden, bietet diese
Technologie geeignete Voraussetzungen, um modernste Technologien flir Hochdurchsatzverfahren zu
optimieren oder sogar zu ersetzen. Durch den hohen Grad der Automatisierbarkeit konnen aufwendi-
ge und zeitintensive Prozesse optimiert werden [141]. Neben der Automatisierung ist die Reprodu-
zierbarkeit ein ausschlaggebender Faktor fiir eine signifikante Optimierung bestehender Verfahren.
Ein erster Schritt fiir einen Durchbruch dieser Technologie ist die Entwicklung robuster und preiswer-
ter mikrofluidischer Systeme und Protokolle, deren Bedienung auch durch nicht spezialisierte Fach-
krafte erfolgen kann. Es werden mikrofluidische Systeme bendtigt, die in einem definierten Bereich
zuverlassig betrieben werden kénnen, um sie fir Fragestellung in der Individualmedizin nutzbar zu
machen [142].

1.4 Ziele der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung, die Charakterisierung und der Nachweis der Funkti-
onalitat einer tropfenbasierten mikrofluidischen Plattform fir Wirkstoff-Screenings und Biomarker-
Analysen. Ausgehend von den anwendungsspezifischen Anforderungen wurden Konzepte zur techno-
logischen Realisierung und zum Test mikrofluidischer Funktionsmodule mit biologisch/ medizinisch
relevanten Medien und Zellen entwickelt. Neben dem bewussten Verzicht auf die Verwendung von
Tensiden zur Tropfenstabilisierung war eine weitere Randbedingung die Forderung nach einem routi-
nemaRigen Einsatz der Plattform im Laboralltag. Auf die Entwicklung und Durchfiihrung von Protokol-
len flr ein vollstandiges Wirkstoffscreening an Zellen wurde im Rahmen dieser Arbeit aufgrund der
Komplexitdt bewusst verzichtet, jedoch wurden die wesentlichen Aspekte fir die angestrebten An-
wendungen bei der Entwicklung der tropfenbasierten Plattform bericksichtigt.

Der Schwerpunkt der Arbeit lag auf der Charakterisierung der entwickelten Plattform und deren
Funktionsmodule fiir das Aliquotieren der Probentropfen. Grundlegende Qualitatsmerkmale fir
Wirkstoff-Screenings und Biomarker-Analysen sind die Bereitstellung exakt reproduzierbarer Reak-
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tionsvolumina und deren zuverlassiges Handling. Die Reaktionsvolumina bilden die flissige Matrix, in
der die Reaktionssubstanzen als homogene oder heterogene Gemische vorliegen.

Hierbei ist es unerheblich, ob sich eine Untersuchung der Tropfen auf einzelne Inhaltsstoffe oder auf
komplexe Prozesse konzentriert, die Fragestellungen beziehen sich immer auf die Massenverhaltnisse
der beteiligten Substanzen. Hieraus ergibt sich die Bedeutung der Reproduzierbarkeit der Verfahren
fir die Qualitat der Ergebnisse. Ein Beispiel ist die Bildung von Sphéaroiden mittels tropfenbasierter
Verfahren (s. S. 10, Abb. 1.4), wo die Qualitat (einheitliche GréRe und Form der Spharoide) im direk-
ten Bezug zur Reproduzierbarkeit der Tropfengenerierung steht.

Die in diesem Zusammenhang zu beantwortenden Fragen lauten: Welche Voraussetzungen missen
geschaffen werden, um den Qualitdtsanspriichen gerecht zu werden? Welche konstruktiven Mal3-
nahmen sind erforderlich? In welchen Bereichen liegen die relevanten Prozessparameter und welche
Eigenschaften der Systemkomponenten sind ausschlaggebend?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden umfangreiche Versuchsreihen durchgefiihrt. In deren Fokus
standen Untersuchungen des Einflusses der Kanalanordnung, der Fluidférderraten und der Ober-
flacheneigenschaften aller eingesetzten Komponenten auf die Reproduzierbarkeit. Fiir eine stabile
Generierung und Stromung der Tropfen im Mikrokanal ist es essenziell, Interaktionen der Tropfen mit
der Kanaloberflache zu vermeiden. Vor allem fiir die Biomarker-Analyse wird ein System bendtigt, mit
dem unterschiedliche Proben wie Serum, Speichel, Urin und Vollblut zuverlassig bearbeitet werden
kénnen [124].

In der vorliegenden Arbeit werden zunachst die theoretischen Betrachtungen mit Bezug zur Mikro-
fluidik dargelegt. Die sich anschlieBende Beschreibung der Entwicklung der mikrofluidischen Plattform
konzentriert sich neben technischen und mikrofluidischen Aspekten auch auf die Wechselwirkungen
zwischen den Oberflachen der Mikrokanéle und den biologischen Medien. Es schlief3t sich das Kapitel
zu Material und Methoden an, bevor in den nachfolgenden Kapiteln die Experimente beschrieben und
die erzielten Ergebnisse aufgefiihrt werden. Abschliefend erfolgt die Diskussion der Ergebnisse.
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2 Theoretische Grundlagen

Mikrofluidische Systeme weisen naturgemald hinsichtlich der Skalierung im Vergleich zu makro-
skopischen Systemen deutlich kleinere Dimensionen auf. Eine Miniaturisierung fiihrt zu einer Ver-
schiebung der das System dominierenden Krafte [143]. Zum Beispiel verringert sich die Oberflache
eines Tropfens um den Faktor vier bei einer Halbierung des Durchmessers. Das Volumen des Tropfens
verringert sich hingegen um das Achtfache, wodurch sich das Oberflachen-zu-Volumen-Verhéltnis
(A/V-Verhiltnis) verdoppelt.

Die Verringerung der Dimensionen hat somit einen signifikanten Einfluss auf das Verhalten fluidischer
Systeme. Bei makroskopischen Systemen kdnnen z.B. Grenzflacheneffekte zumeist vernachlassigt
werden, da der Anteil der Teilchen in der Volumenphase wesentlich grofRer ist als an der Grenzflache.
Durch eine Miniaturisierung verandert sich dieses Verhéltnis, da die Volumenphase schrumpft. Die
oberflaichenabhéangigen Eigenschaften nehmen zu, wohingegen der Einfluss des Volumens mit dem
Miniaturisierungsgrad in den Hintergrund tritt. Dieser Effekt beeinflusst z.B. den Transfer von Materie
oder Warmeenergie. Durch die Zunahme des A/V-Verhiltnisses werden Transportvorgange beschleu-
nigt. Hierdurch kann z.B. die fiir eine Reaktion erforderliche Warmeenergie oder die bei einer Reak-
tion erzeugte Warme schneller ibertragen beziehungsweise abgefiihrt werden.

Ein weiteres Resultat der Miniaturisierung ist, dass die viskosen Kradfte gegentiber den Tragheits-
kraften dominieren. Die Bindungskrafte zwischen Teilchen gleicher Phasen (z.B. einer Flussigkeit)
werden mit der Kohdsion beschrieben. Sie resultieren aus chemischen Bindungen, zwischenmoleku-
laren Kraften wie Van-der-Waals Wechselwirkungen und bei wéassrigen Medien insbesondere aus
verhéaltnismaRig starken Wasserstoffbriickenbindungen. Die Kohasion ist somit fiir den Zusammenhalt
gleichartiger Phasen verantwortlich. Die Viskositat und die Oberflachenspannung eines Stoffes resul-
tieren aus diesen Bindungskraften. Sowohl die Viskositat als auch die Oberflachenspannung haben
insbesondere bei tropfenbasierten mikrofluidischen Verfahren einen starken Einfluss auf das Stro-
mungsverhalten und vor allem auf die Tropfengenerierung.

Des Weiteren werden durch die Zunahme des A/V-Verhaltnisses Adhdsionseffekte verstarkt, da der
Einfluss der Oberflache zunimmt. Im Gegensatz zu makroskopischen Systemen spielen die Grenz-
flacheneigenschaften in Mikrosystemen somit eine tibergeordnete Rolle. Vor allem bei Verfahren der
tropfenbasierten Mikrofluidik, bei denen mit jedem weiteren Tropfen im System neue Grenzflachen
gebildet werden, nimmt der Einfluss der Grenzflachen auf die Stromungsdynamik deutlich zu.

Ein weiterer Effekt, der durch die Miniaturisierung im Gegensatz zu makroskopischen Systemen in
den Vordergrund tritt, ist die Kapillaritdt. Sie beruht auf Wechselwirkungen zwischen den einge-



16 2 Theoretische Grundlagen

setzten Fluiden und der Oberflache des Systems. Der Kapillareffekt ist eine Folge der Oberflachen-
und Grenzflachenspannung und resultiert aus den Kohasionskraften im Inneren der Fluide und den

Adhésionskraften zwischen den Fluiden und einer Oberflache.

Die relevanten Parameter zum Verstandnis mikrofluidischer Vorgédnge sind die Volumenstrome, die
daraus resultierenden Stromungsgeschwindigkeiten und Partialdriicke der einzelnen Fluide sowie die
Dimensionen des betrachteten Systems und deren Oberflacheneigenschaften. Weiterhin sind die
physikochemischen Parameter der beteiligen Fluide, wie die Dichte, die Viskositat und die Ober-
flachenspannung, relevante EinflussgroRen fiir das Systemverhalten (s. Abb. 2.1, B).

l PG V)P)--TP 1V pg
Per (Navier-Stokes Gleichung)
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... Volumen
.. Grenzfldchenspannung
.. Yolumenstrom
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d ... disperse Phase .. dynamische Viskositdt
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=TRT WSS

Phase .. Strémungsgeschwindigkeit

Abb. 2.1: Tropfengenerierung im 2D Flow-Focusing; A — Photographie der Tropfengenerierung von DMEM in
PFD; B — Schematische Darstellung der Tropfengenerierung und der relevanten Parameter.

2.1 Hydrodynamik

Navier-Stokes-Gleichungen:

Die Grundlage zur Berechnung fluidischer Prozesse ist die Stromungsdynamik. Das mathematische
Modell der Stromungsdynamik wird durch die Navier-Stokes-Gleichungen gebildet. Diese beinhalten
speziell fir numerische Untersuchungen die Impuls-, Kontinuitats- und die Energiegleichung und
bilden ein nichtlineares partielles Differentialgleichungssystem zweiter Ordnung (GI. 2.1).

N - . -
p{Eﬂv-V)vJ=—Vp+pAv+(?L+u)V(V-v)+f (Gl. 2.1)
In dieser Arbeit werden nur Stromungsvorgange von inkompressiblen Flissigkeiten (konstante Dichte)

betrachtet. Durch die Inkompressibilitat ist die Divergenz des Geschwindigkeitsfeld gleich Null (GI.
2.2).

V.v=0 (Gl. 2.2)

Die Divergenzfreiheit ermoglicht die Vereinfachung des Gleichungssystems zur inkompressiblen
Ausfiihrung (Gl. 2.3).
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8\7 - - 20
p[aJr(V.v)VJ = -Vp + uVey + Pg (Gl. 2.3)

Tragheitskraft = Druckgradient + Reibungskraft + Volumenkraft

In dieser Form wird das Stromungsverhalten nur durch die Tragheitskraft, den Druckgradient, die
Reibungskraft und die Volumenkraft beschrieben. Die Berechnung der Terme erfolgt tiber die Dichte
p, die dynamische Viskositat u, die Gravitation g, die vektorielle Stromungsgeschwindigkeit vund den
Druck p.

Hagen-Poiseuille-Gleichung:

Aus der vereinfachten Ausfiihrung der Navier-Stokes-Gleichungen kann im Fall homogener, stationar-
er und nicht turbulenter Stromungsbedingungen das fiir laminare Strémungen signifikante parabo-
lische Stromungsprofil hergeleitet werden. Mit der Hagen-Poiseuille-Gleichung (Gl. 2.4) kann unter
diesen Bedingungen der Zusammenhang zwischen der Druckdifferenz und dem Volumenstrom fir
einen definierten zylindrischen Streckenabschnitt eines fluidischen Systems bestimmt werden.

y_av_mrt
dt 8-p-l

(Gl. 2.4)

Hier ist r der Radius und I die Ldnge des betrachteten Streckenabschnitts sowie u die dynamische
Viskositat des stromenden Fluids.

Jedoch gilt dieser Zusammenhang nur fiir newtonsche Fluide, somit fiir Fluide, bei denen die Scher-
spannung t und die Schergeschwindigkeit ¥ ein proportionales Verhaltnis aufweisen(Gl. 2.5).

T .
u:?:konst. Tocy (Gl. 2.5)

Hierbei ist die dynamische Viskositat u die Proportionalitdtskonstante.

Fluidischer Widerstand:

In Analogie zu elektrischen Systemen kann der Widerstand eines fluidischen Systems bestimmt wer-
den. In Bezug zu den Strémungsvoraussetzungen fiir die Anwendung der Hagen-Poiseuille-Gleichung
kann der fluidische Widerstand mit folgender Gleichung berechnet werden (Gl. 2.6).

R

fluid _%_ nngrL R:L|J (Gl. 2.6)
Fiir die Berechnung des fluidischen Widerstandes wird zusatzlich zu den Parametern der Hagen-
Poiseuille-Gleichung noch die Dichte p des stromenden Fluids bendtigt. Wie bei der Hagen-Poiseuille-
Gleichung geht der Radius des betrachteten Stromungskanales mit der vierten Potenz in die Berech-
nung des fluidischen Widerstandes ein. Hieraus wird ersichtlich, dass eine Halbierung des Kanaldurch-
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messers den fluidischen Widerstand um das 16-fache erhdht. Somit hat eine Verdanderung des Kanal-
guerschnittes einen erheblichen Einfluss auf das Stromungsverhalten eines fluidischen Systems.

2.2 Dimensionslose Kennzahlen

Zur Charakterisierung fluidischer Systeme bieten dimensionslose Kennzahlen geeignete Werkzeuge.
Insbesondere bekannte GroRen wie die Reynolds-, die Kapillar-, die Bond-, die Weber- und die Euler-
Zahl ermdglichen eine Klassifizierung mikrofluidischer Systeme. Mit diesen Kennzahlen werden die
Krafte, die in Mikrokanalen wirken, zueinander ins Verhaltnis gesetzt und Fragen zu deren Dominanz
beantwortet. Sie erméglichen eine Einschitzung der Auswirkung von Anderungen des Kanalquer-
schnitts, der verwendeten Fluide und der Prozessparameter auf die Stromungsdynamik und somit
einen Vergleich fluidischer Systeme. Sind die Kennzahlen zweier Systeme identisch, ist die Stromungs-
dynamik der Systeme vergleichbar. Nachfolgend werden die dimensionslosen Kennzahlen vorgestellt,
die fur die in dieser Arbeit vorgestellten stromungsdynamischen Vorgange relevant sind.

Reynolds-Zahl:

Die Reynolds-Zahl Re (Gl. 2.7) als bekanntester Vertreter der dimensionslosen Kennzahlen in der
Stromungsmechanik bildet das Verhaltnis der Tragheitskraft zur viskosen Reibungskraft ab [144].

Re = Tragheitskraft _p-v-d,
viskose Reibungskraft n

(Gl. 2.7)

Die Reynolds-Zahl wird liber die Stoffeigenschaften der eingesetzten Medien, wie die Dichte p und die
dynamische Viskositat u, sowie liber die fluidischen Parameter, wie die mittlere Strémungsgeschwin-
digkeit v und die charakteristische Systemlange (Kanaldurchmesser d), berechnet.

Die Reynolds-Zahl dient in der Stromungsmechanik in erster Linie der Einschdtzung, ob unter den
gegebenen Bedingungen eine laminare oder turbulente Strdémung vorherrscht. Liegt die Reynolds-
Zahl unterhalb eines Wertes von Reyi: ~ 2000 [95], bildet sich ein laminares Strémungsprofil aus,
oberhalb dieses Wertes erfolgt der Ubergang hin zu einer turbulenten Strémung. Mikrofluidische
Systeme weisen kleine Kanalquerschnitte auf, die Reynolds-Zahl fiir Gase wie fiir Flussigkeiten liegt
deutlich unter den Wert von Reyit.

Bei sehr niedrigen Reynolds-Zahlen (Re << 1) Gibersteigt die viskose Reibungskraft die Tragheitskraft
deutlich. Mit zunehmender Dominanz der Reibungskraft werden Mischvorgange erschwert und ein
Massentransport erfolgt nur noch tiber die Diffusion. Insbesondere in der tropfenbasierten Mikro-
fluidik werden die Probentropfen haufig aus mehreren Phasen gebildet oder in die Tropfen werden
Wirkstoffe dosiert. Zur Beschleunigung der Mischvorgange missen geeignete Mallnahmen ergriffen
werden. Hierflir kdnnen z.B. die Tropfen durch maanderférmig angeordnete Kanale gefordert werden
[145, 146]. Ebenso kann eine aktive Wirkstoffzugabe, beispielsweise mit einem druckiiberlagerten
Mikroventil, starke Mischeffekte im Tropfen induzieren.
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Bond-Zahl:

Die Bond-Zahl Bo (Gl. 2.8) beschreibt das Verhéltnis der Volumenkraft zur Oberflachenkraft. Sie dient
im Gegensatz zur Reynold-Zahl der Beurteilung der wirkenden Krafte unter statischen Bedingungen.
Bei der Betrachtung eines Tropfens in einem Mikrokanal mit waagerechter Lage und einer deutlichen
Differenz der Dichten der kontinuierlichen und der dispersen Phase wird die Bond-Zahl wie folgt
berechnet.

o _Volumenkraft _Ap-g-d’
Obeflachenkraft Y

(Gl. 2.8)

Zur Berechnung wird die Differenz der Dichten beider Fluide Ap, die Gravitation g, das Quadrat des
Tropfendurchmessers d? und die Grenzflichenspannung Y zwischen der kontinuierlichen und der
dispersen Phase benoétigt [36]. Im Bereich der Mikrofluidik gestattet die Bond-Zahl eine Einschatzung
des Einflusses der Gravitation auf die Form eines sich im statischen Zustand befindlichen Tropfens. Bei
sehr kleinen Bond-Zahlen (Bo << 1) dominieren die Oberflachenkrafte und die Schwerkraft hat keinen
merklichen Einfluss.

Bei einem sehr hohen Wert fiir die Bond-Zahl (Bo >> 1) kann die Gravitation nicht vernachlassigt
werden. In der Mikrofluidik zeigt die Bond-Zahl zumeist einen niedrigen Wert und eine Verformung
des Tropfens durch den Einfluss der Volumenkraft tritt nicht auf.

Weber-Zahl:

Die Weber-Zahl We (Gl. 2.9) definiert das Verhaltnis der Tragheitskraft zur Oberflachenkraft. In der
tropfenbasierten Mikrofluidik wirkt die Tragheitskraft deformierend und die aus der Kohéasion resul-
tierende Oberflachenkraft stabilisierend auf einen Tropfen. Die Weber-Zahl berechnet sich Gber die
Dichte p, das Quadrat der mittleren Stromungsgeschwindigkeit v,, den Tropfendurchmesser drund
die Grenzflachenspannung Y zwischen der kontinuierlichen und der dispersen Phase [147].

. . 2
We = Tragheitskraft _ p-v”-d; (Gl. 2.9)
Oberflachenkraft 0%

Bei einer hohen Weber-Zahl (We >> 1) wird ein Tropfen durch den Einfluss der Tragheitskraft defor-
miert. Bei einer kleinen Weber-Zahl, wie Sie zumeist in der Mikrofluidik vorliegt, Gberwiegt der Ein-
fluss der Oberflachenkraft und ein Tropfen bildet eine Form minimaler Oberflache.

Kapillar-Zahl:

Die Kapillar-Zahl Ca (Gl. 2.10) bildet das Verhaltnis der Reibungs- zur Oberflachenkraft ab. Die Be-
rechnung der Kapillar-Zahl erfolgt (iber die dynamische Viskositat u, die mittlere Stromungs-
geschwindigkeit v und die Grenzflachenspannung Y zwischen der kontinuierlichen und der dispersen
Phase [148].

Reibungskraft ~ We

~ Obeflichenkraft Re

-V
Las (Gl. 2.10)
Y
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Im Gegensatz zur Weber-Zahl, wo der Einfluss der Tragheitskraft auf die Form eines Tropfens beurteilt
wird, ermoglicht die Kapillar-Zahl eine Beurteilung der Form in Bezug zur Reibungskraft. Bei einer
kleinen Kapillar-Zahl dominiert die Oberflachenkraft Gber die Reibungskraft. Ein Tropfen in einem
Mikrosystem bildet eine Form kleinster Oberflache. Dieser Zustand wird bei vielen biologisch relevan-
ten Medien mit Viskositdten im Bereich von Wasser erreicht. Steigt der Einfluss der Reibungskraft (Ca
>> 1), dominiert diese deutlich liber die Oberflachenkraft. Das Bestreben, den Zustand der kleinsten
Oberflache zu bilden, wird durch die Reibungskraft unterdriickt. Ein Tropfen in einem Mikrokanal
weicht somit von der Form der kleinsten Oberflache ab.

Euler-Zahl:

Die Euler-Zahl Eu (Gl. 2.11) dient zur Beschreibung des Verhaltnisses der Druckkrafte zur Tragheits-
kraft. Zur Berechnung der Euler-Zahl ist die Kenntnis der Druckdifferenz Ap, der Dichte p und des
Quadrats der mittleren Strémungsgeschwindigkeit v? erforderlich [143].

Fu= Druckkraft _ Ap (Gl. 2.11)
Tragheitskraft p-v’

Mikrofluidische Systeme weisen per Definition sehr kleine Kanaldurchmesser (dx < 1000 pm) auf.
Schon bei moderaten Stromungsgeschwindigkeiten der Fluide treten relativ hohe Druckverluste auf,
weshalb die Euler-Zahl hohe Werte erreicht.

2.3 Grenzflachen

Grenzflachenspannung:

Aus der Grenzflachenspannung resultiert das Bestreben einer Fliissigkeit, ihre Oberflache zu mini-
mieren und den Zustand niedrigster Energie zu erhalten. Handelt es sich bei der betrachteten Grenz-
flache um die einer mit einem Gas in Kontakt stehenden Flissigkeit (z.B. eine Wasser-Luft Grenz-
flache), spricht man von Oberflaichenspannung. Im Inneren der Volumenphase sind alle Teilchen
isotop verteilt, die Bindungskrafte gleichen sich aus und die resultierende Kraft zwischen den Teilchen
ist Null (s. Abb. 2.2, A).

A B

1

Grenzflache

. Teilchen «— Bindungskrafte «— resultierende Kraft

Abb. 2.2: Schematische Darstellung der Bindungskrafte A —in einer Volumenphase
B —an der Grenzflache.
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An der Phasengrenze stehen den Flissigkeitsteilchen tber die Grenzflache hinaus keinen gleichartigen
Nachbarn gegeniiber. Die Teilchen an der Grenzflache befinden sich in einem héheren energetischen
Zustand. Die Bindungskrafte der Volumenphase aus dem Inneren iberwiegen und die Teilchen an der
Grenzflache werden ins Phaseninnere gezogen. Tangential zur Grenzflache gleichen sich die Bindungs-
krafte zwischen den Teilchen aus und durch den Zug ins Phaseninnere resultiert eine ziehende Kraft
parallel zur Oberflache (s. Abb. 2.2, B). Um die Grenzflachenenergie zu minimieren, muss die Anzahl
der Teilchen an der Grenzflache vermindert werden. Dieser Zusammenhang fiihrt zur Verringerung
der Oberflache und zur Bildung kugelférmiger Tropfen.

Laplace-Druck

Eine weitere Eigenschaft, der in der tropfenbasierten Mikrofluidik eine wichtige Rolle zukommt, ist
der Krimmungsdruck. Bei tropfenbasierten Verfahren liegt die disperse Phase kompartimentiert in
der kontinuierlichen Phase vor. Durch das Bestreben der Oberflachenspannung zur Verringerung der
Oberflache liegen die Kompartimente tropfenférmig vor. Aus der Tropfenform resultiert eine gekriim-
mte Grenzflache zwischen disperser und kontinuierlicher Phase. Durch die Krimmung werden die
tangentialen Krafte parallel zur Grenzflache nicht wie bei ebenen Flachen ausgeglichen, vielmehr
fihrt die Kriimmung der Grenzflache zu einer in die Volumenphase gerichteten Kraftkomponente (s.
Abb. 2.3).

P2
P1
P1> P2

gekrimmte Grenzflache . Teilchen «— Bindungskrafte «— resultierende Kraft

Abb. 2.3: Schematische Darstellung der Bindungskrafte an einer ebenen und einer gekrimmten Grenzflache
und der resultierenden Druckverhaltnisse an einer Grenzflache.

Dieser Zusammenhang flhrt zu einer Druckdifferenz zwischen der Innen- und der AuBenseite eines
Tropfens. Der Druck an der konkaven Seite ist hierbei grofRer als an der konvexen Seite. Diese Druck-
differenz wird als Laplace-Druck px bezeichnet. Der Laplace-Druck kann aus der Young-Laplace-
Gleichung fur eine beliebig gekrimmte Grenzflache (Gl. 2.12) berechnet werden.

1 1
Py =Y{—+—j (Gl. 2.12)
r.1 r2

Im Fall einer flussig/flissig Phasengrenze, die bei tropfenbasierten mikrofluidischen Verfahren im
Allgemeinen vorliegt, geht nicht die Oberflachenspannung des Tropfens, sondern die Grenzflachen-
spannung zwischen den beiden Phasen mit Y in die Gleichung ein. Zudem sind bei einer beliebig

gekrimmten Grenzflache die Hauptkrimmungsradien r; und r; fir die Berechnung erforderlich.

Benetzung:

In der tropfenbasierten Mikrofluidik sind die Oberflacheneigenschaften der tropfenfiihrenden Kanale
ein entscheidender Parameter fir die Stabilitdt des mehrphasigen Systems. Zur Gewahrleistung
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reproduzierbarer Stromungsbedingungen missen Wechselwirkungen des Tropfens mit der Kanal-
oberflache verhindert werden. Einen Aufschluss tber die Benutzungseigenschaften von Oberflachen
konnen Kontaktwinkelmessungen liefern. Der Kontaktwinkel steht nach der Young-Gleichung (Gl.
2.13) in folgendem Zusammenhang mit der freien Oberflachenenergie eines Festkorpers:

cos=Ts Vs (Gl. 2.13)
Y

Zur Ermittlung des Kontaktwinkels wird ein Tropfen auf die Oberflache des zu untersuchenden Mate-
rials gesetzt. Die Young-Gleichung beschreibt den Zusammenhang zwischen dem Kontaktwinkel 8, der
Oberflachenspannung der Tropfenflissigkeit Y; (liquid), der Grenzflachenspannung Ys (solid-liquid)
zwischen der Materialoberflache und der Flissigkeit und der freien Oberflachenenergie Ys (solid) des
Festkorpers (s. Abb. 2.4).

JL

Vs

Feststoff Gas Flussigkeit Grenzflache
Abb. 2.4: Schema der Kontaktwinkelmessung und des Zusammenhangs zwischen dem Kontaktwinkel 6, der

Oberflachenspannung Y, , der Grenzflachenspannung ¥ und der freien Oberflachenenergie Y, .

Die Ermittlung der Kontaktwinkel zwischen einer Flissigkeit und einer Oberflaiche ermdoglicht eine
Aussage, inwieweit die FlUssigkeit die Oberflache benetzt. Handelt es sich bei der Flissigkeit um
Wasser, kann die Wasserbenetzbarkeit klassifiziert werden (s. Abb. 2.5). Ist der Wasserkontaktwinkel
kleiner als 90°, so wird die Oberflache als benetzbar bezeichnet, die Oberfliche weist einen hydro-
philen Charakter auf (s. Abb. 2.5, A). Bei einem Kontaktwinkel Giber 90° wird der Oberflache ein hydro-
phober Charakter zugeschrieben. In diesem Fall spricht man von einer nicht benetzbaren Oberflache
(s. Abb. 2.5, B). Im Weiteren konnen Kontaktwinkelmessungen zur Ermittlung der freien Oberflachen-
energie genutzt werden. Uber Kontaktwinkelmessungen von mehreren definierten Fliissigkeiten kann
die unbekannte Grenzflachenspannung zwischen der Flissigkeit und der Oberflache Ys ermittelt
werden.

A B

8<90° hydrophil ©>90° hydrophob
Feststoff Gas Flissigkeit Grenzflache
Abb. 2.5: Schematische Darstellung der Benetzbarkeit, A — Hydrophil, B — Hydrophob.

Auf der Basis des Owens-, Wendt-, Rabel und Kaelble-Modells (OWRK) [149, 150] kann so die freie
Oberflachenenergie berechnet und in einen polaren und dispersen Anteil aufgesplittet werden (Gl.
2.14).
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VSL:ys+YL_2(\/YsD+YLD +\/YSP+YLP) (Gl. 2.14)

Hierbei werden die geometrischen Mittelwerte des dispersen und des polaren Anteils mit D und P
gekennzeichnet. Der disperse Anteil beruht auf der London-Kraft, also schwachen Wechselwirkungen
zwischen unpolaren Molekiilen und Atomen. Diese resultieren aus spontanen Polarisationen von
Teilchen und hierdurch induzierten Dipolen. Der polare Anteil beruht wiederum auf nicht-kovalenten,
polaren Wechselwirkungen wie permanenten Dipolmomenten.

Oberflidchentopografie

Der Zusammenhang des Kontaktwinkels und der Grenzflachenspannungen nach Young basiert auf der
Annahme einer aus physikochemischer Sicht homogenen Oberflache mit einer ebenen Topographie.
Diese Voraussetzungen sind jedoch nichtimmer gegeben. Zum Beispiel weisen die Kanale von Mikro-
systemen in Abhangigkeit vom Herstellungsverfahren unterschiedliche Rauigkeiten auf. Bei der Her-
stellung von Mikrosystemen mittels Spritzgussverfahren weisen die Oberflachen eine niedrige Rauheit
auf, wohingegen feinmechanische Verfahren zu einer héheren Rauheit fiihren. Der Einfluss der Ober-
flachentopografie auf die Benetzung kann anhand mikrostrukturierter Oberflachen anschaulich be-
schrieben werden. Dieser Beschreibung liegen die Modelle nach Wenzel und Cassie-Baxter (s. Abb.
2.6) zugrunde [151, 152]. Nach dem Wenzel-Modell fiihrt eine Mikrostruktur zu einer Verstarkung der
urspriinglichen Oberflachencharakteristik. Bei einer hydrophoben Oberflache wird durch die Mikro-
struktur der Kontaktwinkel vergréRRert, wohingegen der Kontaktwinkel bei einer hydrophilen Ober-
flache sinkt.

A B

Feststoff Gas Flussigkeit Grenzflache

Abb. 2.6: Schema der Benetzung einer Oberflachenstruktur und der resultierenden Kontakte

A -nach Wenzel 0, , B - Cassie-Baxter 0 .

Nach Wenzel resultiert aus der Strukturierung eine homogene Benetzung der Oberflache (s. Abb.
2.6, A). Die Wenzel-Gleichung (Gl. 2.15) beschreibt den Zusammenhang zwischen den Kontaktwinkeln
einer unstrukturierten zu einer strukturierten Oberflache.

cos0,,*=rcos0 (Gl. 2.15)

Hierbei ist der Faktor r der Quotient der tatsachlichen (strukturierten) zur projizierten (unstruktur-
ierten) Oberflache.

Nach dem Cassie-Baxter-Modell fiihrt eine Strukturierung zu einer heterogenen Benetzung (s. Abb.
2.6, B). Zwischen den Mikrostrukturen kommt es zu Lufteinschliissen, wodurch die Kontaktflache zu
einer Flussigkeit verringert wird. Die Cassie-Baxter-Gleichung (Gl. 2.16) beschreibt den Zusammen-


https://de.wikipedia.org/wiki/Polarit%C3%A4t_(Chemie)#Unpolare_Stoffe
https://de.wikipedia.org/wiki/Molek%C3%BCl
https://de.wikipedia.org/wiki/Atom
https://de.wikipedia.org/wiki/Polarisation_(Elektrizit%C3%A4t)
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hang zwischen dem Kontaktwinkel einer unstrukturierten zu einer strukturierten Oberflache mit ¢

der Kontaktflache zwischen der Oberflache und der Flissigkeit.

cosBg, =¢(cos0+1)—1 (Gl. 2.16)
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3 Tropfenbasierte mikrofluidische
Plattform

3.1 Konzept

Die Entwicklung der Plattform erfolgte mit dem Ziel, die Effizienz von Wirkstoff-Screenings und Bio-
marker-Analysen durch den Einsatz tropfenbasierter mikrofluidischer Technologie zu steigern. Uber
die im Fokus stehenden Anwendungen lasst sich das Anforderungsspektrum fir die Plattform ableiten
(s. Abb. 3.1).

| Aliquotierung [—>| Inkubation |>{ Zugabe |>| Inkubation [>{ Analyse |

Abb. 3.1: Schema der einzelnen Prozessschritte.

Mikrofluidische Systeme werden in integrierten oder modularen Anordnungen ausgefiihrt. Bei einem
integrierten System (z.B. Lab on a Disk) sind alle Komponenten fir die entsprechende Anwendung in
einem System zusammenfasst. Der Vorteil ist hierbei eine hohe Kompaktheit bei gleichzeitig kleiner
Ausfiihrung. Weiterhin weisen solche Systeme wenige Kopplungsstellen auf. Modulare Konzepte
haben dagegen meist gréBere Dimensionen und verfiigen lber eine hohere Anzahl an Kopplungs-
stellen, bieten jedoch eine hohe Flexibilitat. Im Gegensatz zu integrierten Systemen kénnen hier ver-
schiedene Funktionsmodule in beliebiger Reihenfolge kombiniert und der Funktionsumfang jederzeit
erweitert werden. Zur Umsetzung der Zielstellung wurde ein modulares Konzept gewahlt.

Fiir die in Abb. 3.1 aufgefiihrten Prozessschritte sind die nachfolgenden Module erforderlich:

- Pumpenmodul
Ein Pumpenmodul bestehend aus einem Spritzenpumpensystem und Vorlagereservoirs wird
fiir eine pulsationsfreie Forderung aller erforderlichen Fluide benétigt.

- Mischmodul
Ein Mischmodul ist notwendig, um eine kontinuierliche und homogene Durchmischung hete-
rogener bzw. zellhaltiger Proben als Voraussetzung fiir eine reproduzierbare Tropfen-
generierung zu gewahrleisten.

- Tropfenmodul
Wie bei allen tropfenbasierten Verfahren wird die Probe in einem ersten Schritt komparti-
mentiert. Hierflr ist ein Modul zur Tropfengenerierung erforderlich.
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- Speichermodul
Zellhaltige Proben erfordern ein Kultivieren, beispielsweise im Inkubator unter definierten
Bedingungen. Hierfiir werden Speichermodule (Schlauchdisks) benétigt.

- Zudosiermodul
Fiir die Zugabe von Wirkstoffen und Reagenzien ist ein Zudosiermodul notwendig. Dafiir
werden zusatzlich ein Vorlagereservoir und ein Druckmodul benétigt.

- Spektroskopiemodul
Ein Spektroskopiemodul ist zur Erfassung von Reaktionen innerhalb der Tropfen erforderlich,
die spektroskopisch erfassbar sind.

Zur Umsetzung der Zielstellung wurden die aufgefiihrten Module entwickelt und gefertigt. Diese
Module bilden in ihrer Gesamtheit die fluidische Einheit (s. Abb. 3.2, A).

Abb. 3.2: Photographie der tropfenbasierten mikrofluidischen Plattform; A — Fluidische Einheit,
1: Mischmodul, 2: Tropfenmodul, 3.1 und 3.2: Speichermodul, 4: Druckmodul, 5: Zudosiermodul,
6: Vorlagereservoir, 7: Spektroskopiemodul; B — Kontrolleinheit, 1: 1. Untereinheit, 2: 2. Untereinheit.
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Die Module sind entsprechend der im Fokus stehenden Anwendungen in der nachfolgenden Reihen-
folge angeordnet und fluidisch verbunden. Der fluidische Pfad beginnt mit dem Mischmodul (s. Abb.
3.2, A1), gefolgt vom Tropfenmodul (s. Abb. 3.2, A2), dem Druckmodul (s. Abb. 3.2, A4), dem mit dem
Vorlagereservoir (s. Abb. 3.2, A6) fluidisch verbundenen Zudosiermodul (s. Abb. 3.2, A5) und dem
Spektroskopiemodul (s. Abb. 3.2, A7). Zudem ist die Einheit entsprechend der Anwendung mit Spei-
chermodulen (s. Abb. 3.2, A3.1 und A3.2) ausgestattet.

Die Steuerung und Regelung der fluidischen Einheit erfolgt durch eine Kontrolleinheit (s. Abb. 3.2, B).
Die Kontrolleinheit beinhaltet samtliche elektronischen und pneumatischen Komponenten und er-
moglicht eine automatisierte Prozessfiihrung. Die fluidische Einheit (s. Abb. 3.2, A) und die Kontroll-
einheit (s. Abb. 3.2, B) bilden die tropfenbasierte mikrofluidische Plattform.

3.2 Charakteristische Merkmale

Eine Besonderheit der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten tropfenbasierten mikrofluidischen
Plattform ist, dass generell auf die Anwendung oberflachenaktiver Substanzen (Tenside) zur Tropfen-
stabilisierung verzichtet wird. Dieser Verzicht bringt Vorteile z.B. hinsichtlich der Kosten, da insbe-
sondere die in der tropfenbasierten Mikrofluidik eingesetzten Tenside einen zusatzlichen Kosten-
faktor darstellen. Auch ist die Zugabe von Wirkstoffen zu den Tropfen oder der Austausch von Trop-
fenmedium bei einem Verzicht auf Tenside einfacher realisierbar. Auf der anderen Seite ergeben sich
daraus jedoch besondere Anforderungen an die FMS und damit an alle Module und deren fluidischen
Verbindungen.

Bei Anwendungen, bei denen multizellulare Systeme wie z.B. Gewebefragmente oder Zellspharoide
im Fokus stehen, missen weitere Anforderungen an die tropfenfiihrenden Komponenten gestellt
werden. Um Adhasionen der segmentierten Proben und speziell der in ihnen transportierten Zell-
systeme zu verhindern, missen enge Radien der tropfenfiihrenden Kanéle vermieden werden. Multi-
zelluldre Systeme werden von adhédrenten Zellen gebildet, diese haben verstarkt das Bestreben, mit
extrazelluldren Objekten zu interagieren. Sie suchen den Zell-Zellkontakt, bilden eine extrazellulare
Matrix und adhérieren an Oberflachen. Sie besitzen und bilden vielfaltige Strukturen, die der Adhasi-
ondienen. Dieses Adhadsionsbestreben muss bei tropfenbasierten Verfahren blockiert werden. Zudem
nehmen solche Zellsysteme hinsichtlich ihrer raumlichen Dimension eine Sonderstellung im Bereich
der Mikrofluidik ein. Fir eine stérungsfreie Férderung miissen die Kanalquerschnitte geniigend gro
sein. Umfangreiche experimentelle Erfahrungen zeigen, dass der Durchmesser der Kanale ca. das 3-
bis 5-fache der Zellsysteme betragen sollte. Im Folgenden werden diese Anforderungen und deren
Realisierung beschrieben.

Eigenschaften der FMS-Materialien:

Grundlegende Voraussetzungen bei der Wahl geeigneter FMS-Materialen sind deren biologische und
chemische Inertheit, deren Sterilisierbarkeit und Formstabilitdt. Des Weiteren sind transparente
Materialien vorteilhaft. Auch spielen die Materialeigenschaften beim Fligen (Kleben, Bonden und
Verschrauben) und in Bezug zur Dichtigkeit eine gewichtige Rolle.
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Fiir die FMS-Fertigung wurden die etablierten Materialien PC und COC verwendet. Beide Polymere
sind optisch transparent, wodurch eine Beobachtung der Prozesse ermaoglicht wird. Weiterhin be-
glinstigt die Transparenz den Einsatz optischer Verfahren zur Detektion der Probentropfen und zur
Analyse der in den Tropfen ablaufenden Reaktionen. Fiir die angestrebten Anwendungen weisen
diese Polymere eine ausreichend hohe Formstabilitdat und chemische Inertheit auf.

Eigenschaften der Kanaloberfliachen:

Soll ohne die Verwendung von Tensiden eine storungsfreie Stromung der wassrigen Probentropfen
ermoglicht werden, missen die Kanaloberflachen und die Verbindungen zu den Schlduchen einen
ausreichend hohen Hydrophobisierungsgrad aufweisen. Insbesondere bei Anwendungen mit biolo-
gisch relevanten Fllssigkeiten, die zumeist einen hohen Proteingehalt aufweisen (z.B. Zellkultur-
medien), missen die Kanaloberflachen zur Verhinderung einer Adh&sion des Probenmediums hydro-
phobisiert werden. Nicht nur der Hydrophobisierungsgrad spielt hierbei eine hervorgehobene Rolle,
auch muss die Hydrophobisierung liber die gesamte Oberflache der tropfenfiihrenden Kanale eine
gleichmalige und konsistente Qualitat aufweisen. Hierflir werden die entsprechenden Oberflachen
mittels Plasmaverfahren beschichtet. Alle in dieser Arbeit eingesetzten FMS wurden mit auf CVD
basierenden Plasmaverfahren zur Abscheidung von Octafluorcyclobutan (C4Fs) beschichtet (s. Kapitel
4.1).

Eigenschaften der dispersen und kontinuierlicheren Phasen:

Ein weiterer Aspekt, der beim Verzicht auf Tenside berlicksichtigt werden muss, ist der Auftrieb, der
aufgrund von Unterschieden der Dichte der dispersen und der kontinuierlichen Phase auftritt. Unter
dem Aspekt, dass eine Adhdsion der dispersen Phase an der Kanaloberflache verhindert werden
muss, spielt der Auftrieb eine nicht zu vernachldssigende Rolle. Wahrend der Stromung der Tropfen
ist dieser Effekt nicht so erheblich, da sich in diesem Zustand ein schiitzender Film der kontinuier-
lichen Phase auf der Kanaloberflache ausbildet. Wird eine Tropfensequenz jedoch im Zuge der Pro-
zessgestaltung angehalten, wird die disperse Phase (die Tropfen) durch den Auftrieb (im Fall von PFD
als kontinuierliche Phase) gegen die Kanaloberflache gedriickt [153]. Der schiitzende Film wird nach
einer gewissen Haltezeit verdrangt und eine Adhasion der dispersen Phase initiiert. Aus diesem Grund
miissen lange Haltezeiten der Tropfen auf den beschichteten Oberflachen vermieden werden.

Aspekte der TropfengroRle:

Um die Anordnung einer Tropfensequenz bei komplexen Systemen (langen Férderwegen, Richtungs-
anderung und Kopplungsstellen) erhalten zu kénnen, missen die Tropfen den Kanalquerschnitt voll-
standig ausfillen. Hierdurch wird die Sequenz stabilisiert, da ein unerwiinschtes Umstrémen der
Tropfen durch die kontinuierliche Phase (PFD) erschwert wird. Sind die Tropfen kleiner als der Kanal-
durchmesser, stromt das PFD um die Tropfen herum und die Abstande der Tropfen zueinander wer-
den verandert. Dieser Effekt kann Vereinigung der Tropfen zur Folge haben und die Sequenz zersto6-

ren.
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Aspekte des Aufbaues (Fertigung, Montage und Anordnung der Module):

Allgemein missen kantenbehaftete Kanalanordnungen vermieden werden, um der Adhasion des
Probenmediums entgegenzuwirken. Weiterhin sind runde Kanalstrukturen zur Leitung von Tropfen
anderen Strukturen vorzuziehen, da runde Strukturen die bestmdgliche Fihrung ermdglichen.

Die Entwicklung aller FMS basiert auf dem Patent des ,,montier- und demontierbaren Fluidmikro-
systems” [154]. Die meisten FMS werden aus zwei Elementen (Deckel- und Bodenelement) zusam-
mengesetzt. Das Fligen der FMS-Elemente wird hierbei mit symmetrisch angeordneten Schrauben
(M4) realisiert. Zur genauen Ausrichtung der FMS-Elemente vor dem Fligen werden Justierstifte
genutzt. Hierfir sind die einzelnen Elemente mit speziellen Justierbohrungen (d = 2 mm) ausgestattet.

Durch das reversible Fligen der FMS kdnnen die Elemente leicht gereinigt und mittels Plasma-
verfahren hydrophobisiert werden. Hierdurch kénnen die Oberflachen der FMS, die die Kanalstruktur
aufweisen, flachig beschichtet werden. Durch diese Vorgehensweise wird eine hohe Qualitat bei der
Beschichtung erreicht.

Basierend auf dem o.g. Patent erfolgt das Dichten der FMS-Elemente durch den Anpressdruck, den
die Schrauben beim Fiigen hervorrufen (Drehmoment: 2 Nm). Um die Anpresskrafte gleichmaRig zu
verteilen, werden Unterlegscheiben verwendet. Die hydrophobisierten Oberflachen werden hier-
durch aneinandergepresst und das FMS wird fluidisch abgedichtet. Nach der Montage der FMS-
Elemente wird das System zuerst mit dem hydrophoben Separationsmedium (PFD) gefiillt. Hierdurch
wird die Beschichtung zum Schutz vor polaren Medien mit dem Separationsmedium beladen (fluorier-
te Oberflache / perfluoriertes Medium). Kleine Kavitaten, die sich im Bereich der Pressflachen der
FMS-Elemente an der Wandung der fluidischen Kanale ausbilden, werden durch den niedrigen Kon-
taktwinkel mit dem Tragermedium gefiillt. Somit sind die Kavitaten fir das Probenmedium unzu-
ganglich. Der angegebene Anpressdruck von 2 Nm ist ausreichend, um eine geschlossene Dichtflache
zwischen den fluidischen Kanalen und der dulReren Umgebung zu bilden.

Die FMS-Elemente miissen eine ausreichend hohe Steifigkeit aufweisen, um eine vollstandige Dichtig-
keit zu ermoglichen. Flr FMS-Systeme aus PC oder COC ist hier eine Plattendicke von min. 3 mm
erforderlich. Zur Fertigung der FMS-Elemente werden Polymerplatten eingesetzt, die mittels Extrusi-
onsverfahren gefertigt wurden. Diese Platten weisen eine geringe Oberflachenrauheit auf und somit
eine hohe Transparenz. Hierdurch wird eine optische Beurteilung der in den FMS durchgefiihrten
fluidischen Prozesse ermoglicht.

Die FMS werden vorwiegend mittels feinmechanischer Frasverfahren (FP2A, Deckel AG) hergestellt.
Hierdurch kann eine Vielzahl verschiedenster Kanalstrukturen schnell und mit hoher Qualitat realisiert
werden. Zudem wurden ausgewahlte FMS mittels Spritzguss (Kapitel 4.2) gefertigt. Fr die spritzguss-
basierte Fertigung werden Formeinsatze (Gussformen) mittels Frds- und Elektroerosionsverfahren
hergestellt, die die gewiinschte Kanalstruktur in einer erhabenen Ausfiihrung aufweisen.

Um Gefligespannungen durch die Herstellung und Bearbeitung zu verringern, werden die Polymere
vor und nach der Bearbeitung getempert. Hierflir werden die Polymere im Warmeschrank mit einem
Temperaturprofil von 1 °C/min auf 100 °C erhitzt. Nachfolgend werden die Polymere fiir 1 h bei
100 °C gehalten und nachfolgend langsam (zumeist Gber Nacht) auf Raumtemperatur abgekihilt.
Hierdurch kénnen Gefligespannungen deutlich reduziert und die FMS-Elemente vor einer Beschadi-
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gung durch das Handling im Einsatz (z.B. Haarrisse durch die mechanische Beanspruchung beim
Fligen) geschiitzt werden.

Die einzelnen Module der fluidischen Einheit werden auf eine Montageplatte (s. Abb. 3.2, A8) gesetzt,
die ein Lochraster aufweist. Alle Module verfligen liber entsprechende MontagefiiRe (s. Abb. 3.3, 3)
im Abstand des Lochrasters. Hierdurch kénnen die einzelnen Module der Plattform schnell gewech-
selt und in ihrer Anordnung variiert werden. Im Weiteren verhindert die definierte Anordnung der
Module die Ausbildung enger Radien der Schlauche, mit denen die einzelnen Module verbunden
werden. Des Weiteren garantieren die MontagefiiRe (durch unterschiedliche Léngen, entsprechend
der Module), dass alle Module der Plattform in der horizontalen Ebene einheitlich angeordnet sind.
Hierdurch ist gewahrleistet, dass kein Gefalle zwischen den Modulen entsteht. Auch ermdglichen die
MontagefiiRe eine einfache Anbindung von Schldauchen und Sensoren aus allen Raumrichtungen, da
die Module durch die FiiRe leicht von der Montageplatte entnommen werden kdnnen und eine rdum-
liche Distanz zur Montageplatte aufweisen. Diese Art der Montage gewahrleistet eine stabile und
reproduzierbare Ausrichtung der Module zueinander. Dieses ist insbesondere bei Untersuchungen zur
Charakterisierung einzelner Module erforderlich, um hierbei vergleichbare Voraussetzungen zu ge-
wahrleisten.

Durch einen Anschlussrahmen (s. Abb. 3.3, 2) sind flr die fluidische Kopplung keine Gewinde an den
FMS erforderlich, wodurch der Fertigungsaufwand und die Kosten reduziert werden. Zudem kann ein
gewindeloses FMS, welches mittels Frasverfahren gefertigt wurde, nach erfolgreicher Funktions-
prifung leicht auf ein spritzgussbasiertes Fertigungsverfahren (ibertragen werden. Der Anschluss-
rahmen und die entsprechenden FiiRe wurden aus PEEK gefertigt. Alle fiir die Plattform beno6tigten
Polymere (PC, PVC, PEEK) wurden von der KTK Kunststofftechnik Vertriebs GmbH bezogen.

Abb. 3.3: Tropfengenerierung mit einem Tropfenmodul, 1: FMS, 2: Anschlussrahmen, 3: MontagefiiRe.

Aspekte der FMS-Fertigung (Kanalverlauf und fluidische Kopplung):

Die Module der Plattform werden mit hydrophoben Schlauchen aus PTFE und Fluorethylenpropylen
(FEP) fluidisch verbunden (Jasco Deutschland GmbH). Die Schlauchpositionierung und —befestigung
erfolgt einheitlich mittels 10/32“ Fitting-Ferrul-Verbindern (IDEX Health & Science).

Um Ablagerungen an den Ubergéngen vom FMS zu den Schlduchen zu verhindern, werden spezielle
Schlauchfiihrungen genutzt. Die Ankopplung erfolgt hierbei Giber Filhrungsbohrungen zur exakten
Justierung der Schlauche zu den Kanadlen der Module. Diese Filhrungsbohrungen sind an die geometri-
schen Dimensionen der eingesetzten Schlauche exakt angepasst. Auf diese Weise wird eine genaue
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Ausrichtung der Schlauche garantiert und Anlagerungen der Tropfen oder des Mediums an den Kopp-
lungsstellen werden verhindert.

Bei der sequenziellen Férderung von Tropfen unter Ausschluss von Tensiden kénnen abrupte An-
derungen der Kanalgeometrie und des Kanalverlaufes eine Storung der Tropfensequenz verursachen.
Aus diesem Grund wurden die Module so konzipiert, dass die Tropfen auch innerhalb der Module
keine engen Radien durchstromen.

Aspekte der FMS-Fertigung (Kanalquerschnitt):

Die FMS-Elemente aller Module weisen alle eine halbrunde Kanalstruktur auf. Bei der feinmechan-
ischen Fertigung wird die gewlinschte Kanalstruktur in die Oberflache der FMS-Elemente gefrast. Die
Kanalstruktur und die Flihrungsbohrungen fiir die Schlauchkopplung liegen bei allen FMS-Elementen
in einer halbrunden Ausfiihrung vor. Nach der Montage des Deckel- und Bodenelements weisen hier-
durch alle Kanale eines FMS einen runden Querschnitt auf (s. Abb. 3.4).

Entsprechend der im Fokus stehenden Applikation der Plattform fiir das Handling von Spharoiden
weist das gesamte tropfenfiihrende fluidische System (Mikrokandle der Module, Verbindungs-
schlduche) einen runden Querschnitt mit einem Durchmesser von 1000 um auf. Die GréRBenordnung
dieses Durchmessers hat sich fir ein storungsfreies und reproduzierbares Handling von Spharoiden
mit Durchmessern von 150 pm bis 500 um bewahrt.

Abb. 3.4: FMS basierend auf dem Patent des ,,Montier- und demontierbaren Fluidmikrosystem“; A —
Photographie eines montierten FMS zur Tropfengenerierung; B — Modell des Kanalquerschnittes nach der
Montage, 1: Deckelelement, 2: Bodenelement, 3: Seitenkandle, 4: Hauptkanal.

3.3 Fluidische Einheit

Im Folgenden werden die einzelnen Modelle beziiglich Ihrer Funktion und ihrer Spezifikationen detail-
liert beschrieben:

3.3.1 Pumpenmodul

Das modulare neMESYS Spritzenpumpensystem der cetoni GmbH realisiert als integraler Bestandteil
der Plattform alle fluidischen Operationen und ermoglicht eine gleichmaRige und pulsationsfreie
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Forderung kleinster Fluidmengen. Das Spritzpumpensystem ist als Niederdrucksystem fiir die Forder-
ung von Fluiden mit einem Druck von maximal 6 bar ausgelegt und besteht aus drei ,double Modu-
len” sowie einem ,,Basismodul”. Jeder Kanal des Systems kann Gber die entsprechende Steuerungs-
software (QmixElements) einzeln gesteuert werden. Damit verfligt das System Uber sieben unab-
hangige Spritzenpumpenkanale (s. Abb. 3.5).

Jeweils zwei Kanéle dienen zur Férderung der kontinuierlichen Phase (PFD) und zur Férderung von TD.
Damit stehen drei Kanale zur Forderungen weiterer Fluide zur Verfligung. Jeder Spritzenpumpenkanal
ist mit einem 3/2-Wegeventil ausgestattet.

Zur Férderung des PFD werden 25 ml- und fiir das TD 10 ml-Spritzen (ILS Innovative Labor Systeme
GmbH, Series C, PTFE - Seal) eingesetzt. Da fiir beide Fluide je zwei Kanale vorhanden sind, kann
durch eine geeignete Verschaltung (IDEX Health & Science) der Ventile und eine entsprechende
Steuerung der Kanéle ein wechselseitiges Befiillen und Entleeren der Spritzen erreicht werden. Hier-
durch ist eine kontinuierliche Férderung beider Medien moglich. Die kontinuierliche Phase (PFD) wird
in die Seitenkanale des Tropfenmoduls gefordert. Das TD wird in das Mischmodul eingeleitet.

Die Befillung der Spritzen mit PFD und TD erfolgt Gber je ein Vorlagereservoir (Vorratsflasche). Eine
dritte Flasche wird zum Auffangen aller geforderten Medien am Ausgang der Plattform eingesetzt. Zur
Vermeidung des undefinierten Eintrags von Luftblasen in die Fluidkanale ist das Spritzenpumpen-
system senkrecht an einer Halterung befestigt, wobei die Ausgédnge der Spritzen einheitlich nach oben
ausgerichtet sind. Luftblasen, die beim Beflillen der Spritzen gegebenenfalls aus den Vorratsflaschen
aufgenommen werden, kdnnen so leicht entfernt werden.

Abb. 3.5: Spritzenpumpensystem; 1 - 7 : Kanal 1 bis 7.
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Die Halterung gewahrleistet einen soliden Stand des senkrecht angeordneten Spritzenpumpen-
systems und dient gleichzeitig zur Befestigung der Vorlagereservoire an der Riickseite der Halterung.
Die aufgefiihrten Komponenten in ihrer Gesamtheit bilden das Pumpenmodaul.

3.3.2 Mischmodul

Das Mischmodul (s. Abb. 3.6) wird zum Dispergieren der Proben vor der Einleitung in das System
eingesetzt. Es wurde speziell fir Anwendungen mit heterogenen Medien entwickelt, die z.B. Zellen
oder andere sedimentierende Bestandteile (Partikel) enthalten. Das Reservoir fir die Probe wird
durch Kavitaten im Deckel- und Bodenelement des Moduls gebildet (s. Abb. 3.6, B1 und B3). Die
Beflillung kann mit einer gewohnlichen Pipette erfolgen. Hierfir ist ein Verschluss (s. Abb. 3.5, B6) im
Deckelelement vorhanden. Um Lufteinschliisse nach der Befiillung zu entfernen, ist das Modul mit
einem verschlieBbaren (IDEX Health & Science) Entliftungskanal ausgestattet.

Der Auslauf fur die Probe befindet sich im Bodenelement (s. Abb. 3.6, B3) des Moduls. Die Durch-
mischung erfolgt mit einem Blattriihrer. Der Blattriihrer (s. Abb. 3.6, B2) wird mit einem Gleichstrom-
motor angetrieben, dessen Drehzahl mit einem in der Kontrolleinheit (s. S. 26, Abb. 3.2, B1) befind-
lichen Servokontroller im Bereich zwischen 30 rpm und 300 rpm eingestellt werden kann. Der Motor
ist am Deckelelement montiert und Uber eine spielbehaftete formschlissige Kupplung (s. Abb. 3.6,
B5) mit dem Blattrihrer verbunden. Dadurch kann der Motor vor dem Sterilisieren des Mischmoduls
im Autoklaven problemlos abgenommen werden.

A B
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Abb. 3.6: Mischmodul; A — Photographie; B — Explosionsdarstellung (3D-Modell), 1: Deckelelement,
2: Rihrelement, 3: Bodenelement, 4: Auslasselement, 5: Kupplung zum Riihrelement, 6: Verschluss des
Reservoir.
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Eine Besonderheit des Mischmoduls besteht darin, dass das Einleiten der Proben in das fluidische
System durch Verdrangung mittels TD erfolgt. TD ist eine unpolare Fliissigkeit mit einer Dichte von
767 kg/m3 bei 298.15 K. Durch seinen hydrophoben Charakter ist TD mit wissrigen Proben nicht
mischbar und ordnet sich infolge der im Vergleich zur wassrigen Probe geringeren Dichte immerim
oberen Bereich des Probenreservoirs an. Nach der Einleitung Gber einen Zulauf im Deckelelement (s.
Abb. 3.6, A, roter Fitting) des Mischmoduls verdrangt das TD die homogenisierte Probe in den Aus-
lauf. Da im Mischmodul durch die Entliiftung keine Luft vorhanden ist, entspricht die Forderrate des
TD der der verdringten Probe (disperse Phase). Uber das Auslaufelement des Mischmoduls (s. Abb.
3.6, B4) wird die disperse Phase zum Tropfenmodul geférdert.

3.3.3 Tropfenmodul

Zur Aliquotierung der Probe wurde ein Tropfenmodul entwickelt (s. Abb. 3.7). Dessen Kernelement ist
das FMS (s. Abb. 3.7, C1) mit einer fur die Tropfengenerierung spezifischen Kanalstruktur. Zur fluid-
ischen Kontaktierung wird das FMS in einen Anschlussrahmen eingelegt, der die zur Befestigung
erforderlichen Gewinde enthélt (s. Abb. 3.7, C2). Die exakte Ausrichtung des FMS in allen Raum-
richtungen wird durch einen Ausschnittim Anschlussrahmen erreicht, der an die Dimension des FMS
angepasstist. Das FMS des Tropfenmoduls wird aus zwei quadratischen Polymer-Platten (Deckel- und
Bodenelement) mit einer Breite von 24 mm und einer Starke von 4 mm gebildet (s. Abb. 3.7, C1). Das
reversible Fligen der FMS-Elemente wird mit M4-Schrauben ermdglicht. Die Ausrichtung der FMS-

Elemente zueinander erfolgt Giber 2 mm Justierstifte.

A

Abb. 3.7: Tropfenmodul; A — Photographie; B — Photographie der Tropfengenerierungszone; C — Explosions-
darstellung (3D-Modell), 1: Tropfengenerierungs-FMS, 2: fluidischer Anschlussrahmen.
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Alle flir das Tropfenmodul gefertigten FMS weisen einen Hauptkanal mit einem Durchmesser
duk = 1000 um und einem oder zwei Seitenkanalen (je nach Ausfiihrung des FMS) mit einem Durch-
messer dsq = 300 um auf. Am Ubergang der Seitenkanile zum Hauptkanal erfolgt die Tropfen-
generierung. Dieser Bereich wird nachfolgend als Tropfengenerierungszone bezeichnet (s. Abb. 3.7, B
am Beispiel eines Kanalkreuzes mit zwei Seitenkanalen).

3.3.4 Speichermodul

Die Speichermodule (s. S. 26, Abb. 3.2, A3.1 und A3.2) sind als Schlauchdisks ausgefiihrt und werden
zur Kultivierung der in den Tropfen befindlichen Zellen im Inkubator gelagert und/oder dienen zur
zwischenzeitlichen Ablage der Tropfensequenzen wahrend der Arbeiten mit der fluidischen Plattform.
Der zur Tropfenspeicherung eingesetzte PTFE-Schlauch des Speichermoduls ist auf eine aus Polycar-
bonat bestehende Halterung (Disk) aufgewickelt und an dieser fixiert (s. Abb. 3.8). Bei den hier vorge-
stellten Anwendungen wurde ein drei Meter langer Schlauch verwendet. Je nach Anwendung (Stro-
mungsparameter) kénnen die so konfigurierten Module bis zu 900 Tropfen aufnehmen.

Abb. 3.8: Schlauchdisk befiillt mit DMEM-Tropfen.

3.3.5 Druckmodul

Fiir die Zudosierung von Wirkstoffen oder allgemein von Reagenzien mit dem Zudosiermodul ist es fiir
die Kontrolle des Zudosiervolumens erforderlich, den Druck im fluidischen System (Systemdruck) zu
erfassen. Hierfiir wurde ein Druckmodul entwickelt (s. Abb. 3.9), welches an die Spezifikationen
tropfenbasierter Anwendungen angepasst ist.

Die Druckmessung erfolgt mit einem Druckmessumformer, der eine frontbiindige Metall-Membran
aufweist (DAV-06HF, AirCom Pneumatic GmbH). Der Druckmessumformer kann bei tropfenbasierten
mikrofluidischen Verfahren nicht direkt in das Kanalsystem integriert werden. Zum einen ist die Mem-
branflache hierfiir zu gro8, zum anderen wiirden die stromenden Tropfen an der Metall-Membran
adharieren. Der Anschlussadapter (s. Abb. 3.9, B3) I6st diese Probleme, indem er den Druckmess-
umformer vom Mikrokanal geometrisch, aber nicht fluidisch trennt. Nach dem Einschrauben des
Druckmessumformers von unten in den Anschlussadapter bildet sich oberhalb der Membran eine
Kavitat. Diese Kavitat ist Gber einen senkrechten Verbindungskanal (dyk = 500 um) mit dem Druck-
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FMS (s. Abb. 3.9, B1) verbunden. Das Druck-FMS verfiigt Giber einen Hauptkanal (dx = 1000 um), durch
den die Tropfen unbeeinflusst stromen. Das Bodenelement des Druck-FMS weist im Zentrum des
Hauptkanals passgenau zum Anschlussadapter einen weiteren senkrechten Verbindungskanal (dvk =
500 um) auf. Dieser stellt die fluidische Verbindung zum Anschlussadapter her und ermaoglicht die
Erfassung des Drucks im Kanal des FMS.

Vor dem Einsatz wird das gesamte Modul Gber einen am Anschlussadapter befindlichen und ver-
schlieBbaren Beflillungskanal (IDEX Health & Science) mit PFD gefillt und dadurch die in den Kanalen
des Druckmoduls befindliche Luft vollstandig verdrangt. Stromen nun Tropfen durch das Modul, wird
der resultierende Druck tGber den Verbindungskanal und das darin befindliche PFD auf die Membran
des Druckmessumformers tibertragen, ohne dass die Tropfen mit diesem in Kontakt treten kénnen.

A B

Abb. 3.9: Druckmodul; A — Photographie; B — Explosionsdarstellung (3D-Modell), 1: Druck-
FMS, 2: fluidischer Anschlussring, 3: Anschlussadapter.

Der durch die Dichteunterschiede zwischen PFD und den Probentropfen hervorgerufene Auftrieb
verhindert ein Eindringen der Tropfen in den Verbindungskanal und garantiert damit einen stérungs-
freien Tropfentransport durch das Druckmodul. Der Anschlussring (s. Abb. 3.9, B2) zur fluidischen
Kontaktierung komplettiert das Druckmodul.

3.3.6 Zudosiermodul

Aufgabe des Zudosiermoduls (s. Abb. 3.10) ist die aktive, reproduzierbare und automatisierte Zugabe
von Reagenzien in die durch das Modul stromenden Tropfen. Das zu diesem Zweck verwendete
Mikroventil (SMLD 300 H J0.15 T1 S, Fritz Gyger AG) befindet sich im Zudosier-FMS (s. Abb. 3.10, B2),
welches wiederum mit einem modifizierten Anschlussrahmen (s. Abb. 3.10, B3) fluidisch kontaktiert
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ist. Wahrend des Zudosierens stromen die Tropfen durch den Hauptkanal (dHK = 1000 um) des Zudo-
sier-FMS. Das Zudosieren mit dem Mikroventil erfolgt Gber einen Seitenkanal (dSK = 200 um), der mit
dem Hauptkanal einen Winkel von 90° bildet.

Zur Kopplung des Ventils weist das FMS Bohrungen zentrisch zum Seitenkanal auf, die an die Dimen-
sionen des Ventils angepasst sind. Die Befestigung des Ventils erfolgt mit einem Metallschieber (s.
Abb. 3.10, B4 viertes Element von links). Die Dichtheit des Ventils gegeniiber dem FMS garantiert ein
Dichtring.

Das Ventil wird mittels Adaptern (s. Abb. 3.10, B4) mit einem Filtereinsatz verbunden. Der darin
integrierte Partikelfilter verhindert das Verblocken des Ventils durch Schwebstoffe. Uber den Filter-
einsatz ist das Ventil mit dem Reservoir (s. S. 26, Abb. 3.2, A6) fluidisch verbunden.

Die fiir das Triggern des Mikroventils erforderliche Erfassung der Tropfen basiert auf der Messung der
Extinktion (bei 635 nm), die die Tropfen beim Durchstromen der in das Modul integrierten zwei
photometrischen Detektoren hervorrufen. Jeder der beiden photometrischen Kanale besteht aus
einer Laserdiode (ADL-63201TL, 635 nm, Laser Components GmbH) und einer Photodiode (SD057-11-
21-011, Laser Components GmbH). Die Regelung der Lichtintensitdten und die Stromversorgung der
Laserdioden erfolgt tber je eine Treiberelektronik (LSC-025, Laser Components GmbH). Je ein Trans-
impedanzverstarker pro Detektorkanal erfasst den Photostrom, konvertiert ihn in eine Spannung und
verstarkt diesen. Die Laser- und Photodioden sowie die Diodentreiber, Netzgerdte und Verstarker sind
in die Kontrolleinheit integriert (s. S. 26, Abb. 3.2, B2).

A B

Abb. 3.10: Zudosiermodul; A — Photographie; B — Explosionsdarstellung (3D-Modell),
1: Lichtleiterkopplungsgruppe, 2: Zudosier-FMS, 3: fluidischer Anschlussrahmen, 4: Mikroventil-

Kopplungsgruppe.
Die Kopplung der elektronischen Komponenten mit dem FMS erfolgt tber jeweils zwei Lichtleiter
(#39-365, Edmund Optics GmbH). Somit sind die elektronischen Komponenten nicht direkt in das
Modul integriert und es erfolgt kein Warmeeintrag durch die Lichtquellen. Die genaue Ausrichtung
der Lichtleiter hinsichtlich ihres Abstandes zueinander und in Bezug zum Hauptkanal erfolgt mit
einem Adaptersystem (s. Abb. 3.10, B1). Die beiden Lichtleiter jedes der beiden Detektorkanéle sind
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diametral zueinander ausgerichtet. Zudem sind fiir die Ein- und Auskopplung des Lichtes Linsen (N-
BK7 Ball Lens, Edmund Optics GmbH) in das Adaptersystem integriert.

Fiir die automatische Zudosierung wird nur ein Detektor verwendet (s. Abb. 3.10, A, 2. Bohrung von
links). Die Routine fiir die automatische Zudosierung wird in Kapitel 3.4.2 detailliert beschrieben.
Durch diese Routine wird das Mikroventil gedffnet, wenn ein Tropfen den Seitenkanal passiert.

Es stehen zwei Parameter zur Verfligung, mit denen das Zudosiervolumen variiert werden kann. Zum
einen kann die Zeit verandert werden, die das Ventil wahrend der Zudosierung geoffnet ist. Zum
anderen kann der Druck des Mikroventilreservoirs in Bezug zum Systemdruck variiert werden. Fir die
Messung des Systemdrucks wird das vorgeschaltete Druckmodul eingesetzt. Die erforderliche Regel-
ung des Reservoirdrucks (s. S. 26, Abb. 3.2, A6) erfolgt mit einem Proportionaldruckregler (PRE1-
UO6RC, AirCom Pneumatic GmbH), der ebenfalls in die Kontrolleinheit (s. S. 26, Abb. 3.2, B2) integriert
ist.

Tropfenanalyse:

Ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag auf der Charakterisierung des Tropfengenerierungs-
prozesses und auf der Ermittlung der EinflussgroRen, die fur die Reproduzierbarkeit ausschlaggebend
sind. Es wurden umfangreiche Untersuchungen vorgenommen, um die EinflussgréBen zu charakter-
isieren. Die Beurteilung der Reproduzierbarkeit erfolgte anhand der Tropfenvolumen.

Die Ermittlung der Tropfenvolumina erfolgte mit einem anderen Zudosiermodul. Die Detektion beruht
hierbei auf dem bereits beim vorherigen Zudosiermodul beschriebenen Prinzip, abweichend basiert
die Erfassung der Tropfen hierbei jedoch auf der Messung der Extinktion bei 525 nm. Das erforder-
liche Licht fiir die Extinktionsmessung wird zudem von einer Hochleistungs-LED (18182605, Conrad
Electronic SE) bereitgestellt und die Messung des Extinktionssignals erfolgte mit einem Photodioden-
modul (E57-622, Edmund Industrie Optik GmbH). Die Kopplung der elektronischen Komponenten mit
dem FMS wird wie beim vorherigen Zudosiermodul mit je zwei Lichtleitern (#39-365, Edmund Optics
GmbH) pro Detektorkanal realisiert. Im Unterschied zum Zudosiermodul erfolgt die Tropfendetektion
nicht im Hauptkanal, sondernin einem in das FMS integrierten FEP-Schlauch. Die detaillierte Beschrei-
bung der entsprechenden Routine erfolgt in Kapitel 3.4.2.

3.3.7 Spektroskopiemodul

Nicht invasive Detektionsmethoden sind insbesondere fiir die tropfenbasierte Mikrofluidik vorteilhaft,
da die entsprechenden Detektoren nicht direkt in das fluidische System eingreifen. Interaktionen des
Detektors mit den Medien werden ausgeschlossen. Hierdurch kénnen aseptische Bedingungen und
eine storungsfreie Tropfenstromung gewahrleistet werden. Vor allem optische Analysemethoden
bieten diese Voraussetzungen und erfordern lediglich eine optische Transparenz der tropfenfihren-
den Komponenten. Diese Transparenz bieten sowohl die Materialen PC und COC, aus denen die
entwickelten FMS bestehen, wie auch die zum Teil eingesetzten Schlduche aus FEP. Fiir eine einfache
Erfassung von Tropfen zum Steuern von Komponenten eines mikrofluidischen Systems ist oftmals
auch die Transparenz von PTFE-Schlauchen ausreichend.
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Spektroskopische Analyseverfahren eignen sich flir Absorptions-, Transmissions- und Fluoreszenz-
messungen, die insbesondere fiir die Analyse biologischer Prozesse eingesetzt werden. Zudem er-
moglichen Spektrometer eine Analyse der Proben (iber einen breiten Wellenlangenbereich. Vor allen
in der Entwicklungsphase bieten solche Analysen durch den groBen Messbereich eine hohe Flexibili-
tat. Aus diesem Grund basiert das im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelte Spektroskopie-
modul auf der Nutzung spektroskopischer Analyseverfahren. Das eigentliche Spektroskopiemodul (s.
Abb. 3.11) wurde entwickelt, um die benétigten Lichtquellen und Spektrometer mit dem mikro-
fluidischen System zu koppeln. Fir die Kopplung verfligt das Spektroskopiemodul liber ein entspre-
chendes FMS (s. Abb. 3.11, B1). Dieses weist eine Durchgangsbohrung auf, in die ein FEP-Schlauch
eingelegt wird, durch den die Tropfen zur Analyse geleitet werden. Zur Fixierung wird der Schlauch
am Ein- und Ausgang der Bohrung mit dem FMS verschraubt. Das Spektroskopiemodul ist fiir die
genannten drei Messmethoden konzipiert.

Fir die im Fokus stehenden Anwendungen soll das Spektroskopiemodul fir Fluoreszenzmessung
eingesetzt werden, die Beschreibung des Moduls erfolgt somit nur fiir Fluoreszenzmessung. Als Licht-
quelle fur die Fluoreszenzanalyse wird eine 100 W Xenonlichtquelle (ILP-1, Olympus GmbH) einge-
setzt. Das emittierte Weilllicht wird mit einem Flissigkeitslichtleiter (Olympus GmbH) zu einem Kopp-
lungsmodul geleitet, an dem ein weiterer Lichtleiter (F1000-UVVis-SR-1, StellarNet Inc.) in diametraler
Richtung zum ersten Lichtleiter montiert ist. Die Anbindung des zweiten Lichtleiters an das Kopp-
lungsmodul erfolgt liber eine SMA-Kollimationsoptik (STE-LENS-QCOL, StellarNet Inc.), die des ersten
Uber eine Anschlussbohrung, welche an die duReren Dimensionen der Fliissigkeitslichtleiter angepasst
ist. Uber das Kopplungsmodul wird ein Bandpassfilter (SEM-FF01-554/23-12.7-D, 554 nm+23 nm,
Semrock Inc.) zwischen den Lichtleitern positioniert.

A

Abb. 3.11: Spektroskopiemodul; A — Photographie; B — Explosionsdarstellung (3D-Modell), 1: Spektroskopie-
FMS, 2: FluoreszenZfilter, 3: Anschlussadapter, 4: Kollimator.
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Die Ankopplung des zweiten Lichtleiters an das FMS erfolgt tiber eine Bohrung, die wiederum an die
duBere Struktur des zweiten Lichtleiters angepasst ist. Die Befestigung dieses Lichtleiters erfolgt mit
einem Montageschieber, der in das FMS eingesetzt wird (s. Abb. 3.11, A). Nach der Montage des
Lichtleiters an das FMS ist dieser im 90° Winkel zum FEP-Schlauch ausgerichtet und endet direkt am
Schlauch.

Fir die im Fokus stehenden Anwendungen wird eine Vitalitdtsanalyse von Zellen auf der Basis eines
alamarBlue®-Assays angestrebt (Thermo Fisher Scientific). Die Fluoreszenzmessung basiert hierbei auf
der spektroskopischen Analyse des Fluoreszenzfarbstoffes des Assays. Zur Erfassung des von den
Probentropfen emittierten Fluoreszenzlichts wird ein Bandpassfilter (SEM-FF01-590/20-12.7-D,
590 nm £20nm, Semrock Inc.) im 90° Winkel zum Lichtleiter fir die Einkopplung des Anregungslichts
in das FMS eingesetzt (s. Abb. 3.11, B2).

Zur Auskopplung des von der Probe emittierten Lichtes wird ebenfalls eine SMA-Kollimationsoptik
(STE-LENS-QCOL, StellarNet Inc.) eingesetzt (s. Abb. 3.11, B4). Zur Anbindung der Optik ist ein An-
schlussadapter am Spektroskopiemodul vorhanden (s. Abb. 3.11, B3).

Die Messung der Fluoreszenz erfolgt mit einem UV/VIS Spektrometer (SILVER-Nova, 190-1110 nm,
StellarNet Inc.). Das Spektrometer ist in die Kontrolleinheit (s. S. 26, Abb. 3.2, B1) integriert. Die
Kopplung des Lichtleiters mit dem Spektrometer erfolgt mittels einer SMA-Verschraubung. Fiir die
Analyse des Fluoreszenzsignals wird die spektrometerspezifische Software SpectraWiz (StellarNet
Inc.) eingesetzt. Die Software ermoglicht die Visualisierung der gemessenen Spektren in Echtzeit und
die Kalibrierung des Spektrometers. Zudem dient die Software zur Einstellung aller fiir die Messung
relevanten Parameter, wie der Messmethode, der Detektor-Integrationszeit und der Mittelwert-
funktion. Des Weiteren bietet die Software eine automatische Speicherfunktion, mit der innerhalb
der kirzesten Integrationszeit von 1 ms und bei einer Mittelwertfunktion von 1 alle 70 ms ein
Spektrum automatisch gespeichert wird.

3.4 Kontrolleinheit

Die Kontrolleinheit wird aus zwei Untereinheiten (s. S. 26, Abb. 3.2, B1 und 2) gebildet. Die fluidische
Einheit ist iber die Montageplatte (s.S. 26, Abb. 3.2, A) in den Deckel der 1. Untereinheit integriert (s.
S. 26, Abb. 3.2, B1).

3.4.1 Hardware

Die beiden Untereinheiten (s. S. 26, Abb. 3.2, B1 und 2) beinhalten zusatzlich zu den bereits aufge-
flihrten Komponenten (s. Kapitel 3.2) Potentiometer zur manuellen Einstellung der Drehzahl des
Mischmoduls, der Lichtpegel des Zudosiermoduls und des Reservoirdrucks fiir das Mikroventil. Des
Weiteren sind die Untereinheiten mit entsprechenden Netzgeraten ausgestattet, um alle Komponen-
ten mit Spannung zu versorgen. Die 2. Untereinheit beinhaltet zudem alle Komponenten zur Beschi-
ckung des Druckreglers (Filtereinheit, Druckminderer, Manometer, Riickschlagventil), mit dem die
Druckregelung des Mikroventilreservoirs erfolgt. Weiterhin ermdglichen Displays die Anzeige des
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Reservoirdrucks, der Rithrerdrehzahl und der Spannungssignale der Photodioden sowie die Anzeige
des Systemdrucks. Zur Anpassung und Glattung der Prozesssignale, z.B. flr die Displayanzeige, wer-
den Operationsverstarker eingesetzt.

Die Regelung- und Steuerung der Plattform erfolgt Gber ein Prozessorboard (mySmartControl MK2
32K, Laser & Co. Solutions GmbH). Das Board ist in die 2. Untereinheit integriert und verfigt Gber
einen ATmega328 Mikrocontroller (20 MHz) sowie die erforderlichen digitalen und analogen Ein- und
Ausgange.

Das Prozessorboard ist die Kernkomponente fiir die Prozesssteuerung. Alle in die Kontrolleinheit
integrierten Komponenten, auller das Spektrometer, sind mit dem Prozessorboard gekoppelt. Zur
Bereitstellung eines analogen Sollwertes fiir die Druckregelung ist das Prozessorboard Uber einen
Digital-Analog-Wandler mit dem Druckregler verbunden. Die Steuerung des Mikroventils erfolgt mit
einem MOS-FET, der iber das Prozessorboard gesteuert wird. Fir die Programmierung und zur Kom-
munikation ist das Board mit einer USB-Schnittstelle ausgestattet. Uber die Kontrolleinheit wird das
Prozessorboard mit einem PC gekoppelt. Der PC ist Giber weitere USB-Schnittstellen direkt mit der
Spritzenpumpe und dem Spektrometer gekoppelt. Die Plattform stellt in dieser Konfiguration ein
robustes und kompaktes System fiir reproduzierbare Untersuchungen tropfenbasierter mikro-
fluidischer Anwendungen dar.

3.4.2 Software

Die Prozesssteuerung der Plattform erfolgt mit einer eigens fir den Mikrocontroller entwickelten
Firmware auf der Basis der Programmiersprache C++. Die Firmware (AutolnjCS v18.0) beinhaltet alle
fiir die Prozessteuerung erforderlichen Routinen.
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Abb. 3.12: Bedien- und Visualisierungs-Oberflache der PC-Anwendung (AutolnjCS Interface v5.0).
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Die Firmware erflllt vier grundlegende Funktionen:
1. Die Erfassung der stromenden Tropfen und die Aktivierung des Mikroventils.
2. Die mikrosekundengenaue Steuerung der Offnungszeit des Mikroventils.

3. Die Regelung einer definierten Druckdifferenz zwischen dem Mikroventilreservoir und dem
System.

4. Den Datenaustausch zwischen dem Mikrocontroller und dem PC zur Datenvisualisierung,
Speicherung und zur Parametereinstellung.

Flr die Kommunikation mit dem angeschlossenen PC wurde eine PC-Anwendung (uC-Control) entwi-
ckelt, die ebenfalls auf der Programmiersprache C++ basiert. Die PC-Anwendung ermdglicht z.B. durch
die Variation von Prozessparametern Eingriffe in die Prozesssteuerung. Zudem koénnen alle relevanten
Prozessparameter Gber die Anwendung visualisiert und gespeichert werden (s. Abb. 3.12).

Automatische Zudosierung:

Fiir eine automatische Zudosierung miissen die strémenden Tropfen mit dem Zudosiermodul erfasst
werden. Die Tropfendetektion basiert auf der Erfassung einer Signalanderung, die ein Tropfen beim
Durchstromen des zweiten photometrischen Detektors (s. S. 37, Abb. 3.10, links von der Ventilan-
kopplung) hervorruft. Hierfiir wird der Spannungspegel des photometrischen Detektors mittels der
Firmware im 2 ms-Takt erfasst. Beim Start der Zudosierroutine wird innerhalb der ersten zwei Sekun-
den (Parameter) ein Basisbereich ermittelt, der (iber- oder unterschritten werden muss, um eine
Signaldnderung einem Tropfen zuzuordnen. Zur Bestimmung des Basisbereichs wird in der angegebe-
nen Zeitspanne ein Mittelwert des photometrischen Detektorsignals berechnet, der nur aus der
Stromung des Separationsmediums hervorgeht. Das heil3t, dass wahrend der Mittelwertbestimmung
kein Probentropfen den photometrischen Detektor durchstrémen darf. Zusatzlich wird wahrend der
Mittelwerterfassung ein Maximal- und Minimalwert ermittelt.

Zur Definition des Basisbereichs wird ein vorgegebener Spannungswert (Parameter) vom Minimalwert
subtrahiert und zum Maximalwert addiert. Diese beiden Parameter stellen die obere und untere
Grenze des Basisbereichs dar. Durchstréomt ein Tropfen den photometrischen Detektor, resultiert aus
der Bewegung der Tropfen (zumeist aus Phasengrenze) eine Signaldnderung. Fihrt die Signal-
anderung zu einem Uber- oder Unterschreiten des Basisbereichs, wird dies einem Tropfen zuge-
ordnet. Der Basisbereich verhindert, dass eine geringe Signalschwankung wahrend der Strémung des
Separationsmediums falschlicherweise einem Tropfen zugeordnet wird. Zur weiteren Stabilisierung
der Tropfenerfassung muss das photometrische Detektorsignal fiir eine vorgegebene Zeitspanne
(Parameter) auRerhalb des Basisbereichs liegen, bevor die Signalanderung einem Tropfen zugeordnet
wird.

Nach der Erfassung eines Tropfens wird die Zeitspanne berechnet, die der Tropfen benétigt, um vom
Detektor zum Seitenkanal zu stromen, an welchen das Mikroventil gekoppelt ist. Zur Berechnung der
Zeitspanne muss die mittlere Strémungsgeschwindigkeit der Tropfen bestimmt werden. Die mittlere
Stromungsgeschwindigkeit wird aus dem Volumenstrom, mit dem die Tropfen geférdert werden
(Parameter), und dem Querschnitt des Hauptkanals (dux = 1000um, Parameter) berechnet. Mit der
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Stromungsgeschwindigkeit und der Distanz zwischen dem photometrischen Detektor und dem Seiten-
kanal (8 mm, Parameter) wird der Zeitpunkt berechnet, an dem der stromende Tropfen den Seiten-
kanal passiert.

Nach Ablauf des berechneten Zeitpunktes wird das Mikroventil fiir eine vorgegebene Zeit (Parameter)
geoffnet und das entsprechende Fluid mit einer definierten Druckdifferenz (Parameter) vom Reser-
voir in die Tropfen injiziert. Die Offnungszeit kann wahlweise von 200 ps in Schritten von 100 ps bis zu
einem Grenzwert von 5 ms erh6ht werden. Zur Gewahrleistung einer reproduzierbaren Zudosierung
wird der Druck des Mikroventilreservoirs in Bezug zum Systemdruck geregelt. Zudem ermdoglicht eine
gezielte Erhéhung des Drucks eine Steigerung des Zudosiervolumens. Zu diesem Zweck kann der
Reservoirdruck in Bezug zum Systemdruck von 15 mbar in Schritten von ca. 1,5 mbar bis zum Maxi-
maldruck von 6 bar erhéht werden.

Zur Verhinderung einer mehrmaligen Erfassung desselben Tropfens wird liber einen vorgegebenen
Tropfenabstand (Parameter) und die Stromungsgeschwindigkeit eine Verzogerungszeit berechnet.
Erst nach Ablauf der Verzégerungszeit ist eine erneute Tropfenerfassung moglich. Uber die PC-
Anwendung kdnnen die angegebenen Parameter variiert und hierdurch das Verhalten der Routine
angepasst werden.

Tropfenanalyse:

Fiir eine genaue Untersuchung der Tropfengenerierung wurde eine weitere PC-Anwendung (HFDa-
talogger v9.43) auf Basis von C++ entwickelt. Die Anwendung ermdoglicht eine tiefgreifende Analyse
des Tropfengenerierungsprozesses.

Die Analyse erfolgte mit dem zweiten Zudosiermodul. Zur Bestimmung des Tropfenvolumens werden
beide photometrischen Detektoren genutzt. Die Spannungspegel hierbei werden nicht wie bei der
automatischen Zudosierung mit einem Prozessorboard erfasst, sondern mit einem Datenerfassungs-
modul (NI PCle-6363, National Instruments Germany GmbH). Das Modul ist tiber eine PCl Express
Schnittstelle direkt in den PC integriert.

Die Erfassung der Spannungspegel mit dem Datenerfassungsmodul erfolgt mit Abtastraten von bis zu
60 kS/s (Kilosample pro Sekunde). Die hohen Abtastraten ermdéglichen eine exakte Messung der
stromenden Tropfen. Die Abtastrate wird hierbei an die Stromungsgeschwindigkeit angepasst, um die
Tropfen mit einer einheitlichen Aufldsung von 0,5 um/S zu erfassen. Auf diese Weise kénnen die
Messungen unabhangig von der Stromungsgeschwindigkeit verglichen werden.

Zu Beginn einer Analyse wird innerhalb der ersten 10 s fiir jeden photometrischen Detektorkanal ein
Mittelwert bestimmt. Auch bei dieser Routine wird ein Maximal- und Minimalwert bestimmt. Jedoch
wird hierbei nur ein unterer Grenzwert definiert, da im Rahmen dieser Arbeit nur Medien untersucht
wurden, die eine deutlich héhere Absorption hervorrufen als das Separationsmedium. Zur Festlegung
des Grenzwerts wird die Halfte der Differenz zwischen dem Maximal- und Minimalwert vom Mini-
malwert subtrahiert.

Bei der hohen Abtastrate werden die photometrischen Detektorsignale wiahrend der Analyse nur
gespeichert, da eine gleichzeitige Auswertung nicht moglich ist. Erst nach Abschluss einer Messung
werden die gespeicherten Daten ausgewertet. Aus den Messdaten werden alle relevanten Prozess-
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parameter zur Beurteilung der Reproduzierbarkeit, wie die Stromungsgeschwindigkeit der einzelnen
Tropfen, ihr Abstand zueinander, die Lange und das Volumen sowie die Anzahl der untersuchten
Tropfen, ermittelt.

Die Ermittlung der Strémungsgeschwindigkeiten der einzelnen Tropfen wird durch die Verwendung
beider photometrischen Detektoren (PD1 und PD2) ermdglicht. Die theoretischen Grundlagen der
Tropfenanalyse werden nachfolgend erldutert.

Zur Erfassung der Stromungsgeschwindigkeit wird die Zeit ermittelt, die ein Tropfen benétigt, um vom
ersten zum zweiten photometrischen Detektor zu stromen (s. Abb. 3.13, A).

A B
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Abb. 3.13: Parameterbestimmung fiir die Berechnung des Tropfenvolumens. 1 — 4: Rotes Objekt: Tropfen,
griines Objekt: Detektor 1 (links, PD1) und 2 (rechts, PD2).
A — Schema zur Bestimmung der Stromungsgeschwindigkeit,
1 - Tropfenposition direkt vor Eintritt in PD1, 2 — Tropfenposition direkt vor Eintritt in PD2.
B — Schema zur Bestimmung der Tropfenlange, 3 — Tropfenposition direkt vor Eintritt in PD1,
4 — Tropfenposition direkt nach Verlassen von PD2. Atr,n: Zeitdifferenz, die der Tropfen vom
Eintritt in PD1 bis zum Eintritt in PD2 bendtigt. Atmout: Zeitdifferenz, die der Tropfen vom

Verlassen von PD1 bis zum Verlassen von PD2 benotigt. Atrpinpp2outepiin: Zeitdifferenz, die der
Tropfen vom Eintritt in PD1 bis zum Verlassen von PD2 benétigt.

Durch die konstruktive Anordnung ist der Abstand zwischen den photometrischen Detektoren (PD1
zu PD2) bekannt (12 mm). Mit der Ermittlung der Zeitdifferenz Aty (in — Eingang, out — Ausgang) und
der Strecke sps2, die ein Tropfen in dieser Zeit zuriicklegt, wird die Stromungsgeschwindigkeit vmpp der
einzelnen Tropfen n errechnet (Gl. 3.1).

SPD12 + SPD12 t

= Lrnpo2in ~ tropotin (s. Abb.
t t t t

__ _“TnPD2in _ “TnPD1in TnPD2out __ “TnPDlout _ _
Vi = 2 tTnout - tTnPDZout tTnPDlout 313' A)

Tnin

Gl.3.1

Die Kenntnis der Stromungsgeschwindigkeit ermoglicht im Weiteren die Ermittlung des Abstandes der
Tropfen zueinander. Dafiir wird die Zeit erfasst, die zwischen den aufeinander folgenden Tropfen
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vergeht, bis sie den zweiten Detektor erreichen. Mittels der Stromungsgeschwindigkeit vz, und der
Zeitdifferenz Atrp.++ kann der Abstand zwischen den beiden Tropfen srpn.+ ermittelt werden (Gl. 3.2).

S Y t t t

Tan++PD — YTn (tTn++PD2in - TnPDZin) Tont+ = Ulne+pD2in  CTnpD2in Gl.3.2

Fiir die Berechnung des Tropfenvolumens wird im ersten Schritt die Lange eines Tropfens erfasst.
Hierfir wird die Zeitspanne ermittelt, die ein Tropfen benétigt, um von Eingang des 1. Detektors zum
Ausgang des 2. Detektors zu stromen. In dieser Zeitspanne trppiinppzout hat der Tropfen eine Strecke
zurtickgelegt, die sich aus der Distanz zwischen den Detektoren sps» (Zentrum/Zentrum) und den
jeweils halben Durchmessern des 1. und des 2. Detektors dpi/2 und dpz/2 zusammensetzt. Mit der
Stromungsgeschwindigkeit vr, des Tropfens, der zuriickgelegten Strecke und der dafiir benétigten Zeit
kann die Lédnge eines Tropfens s, pp berechnet werden (Gl. 3.3).

d d opp2outpotin = (s. Abb.
St = Vi ° (tTnPDZOUt _tTnPDlin )_(ﬁ"'spmz +ﬁj Gl.3.3
2 2 tTnPDZout _tTnPDlin 3.13, B)

In Abhangigkeit zur ermittelten Tropfenlange wird in Bezug zum Kanaldurchmesser das Volumen der
Tropfen Vmpp berechnet. Ist die Lange des Tropfens < dem Kanaldurchmesser, erfolgt die Volumen-
berechnung fiir einen Kugelkdrper nach Gleichung (GI. 3.4). Im Fall, dass die Lange des Tropfens den
Durchmesser des Kanals tiberschreitet, wird das Volumen nach Gleichung (Gl. 3.5) fiir einen zylindri-
schen Korper mit konvexen Enden berechnet.

V. _ St STnPDSdc Gl.3.4

Vyopp =t~ - (5500 — ) Spopp > o Gl.3.5

Die vorgestellte Berechnung des Volumens basiert auf der Annahme einer idealisierten Kugelform
bzw. spharischen Form der Tropfen. Bei der Messung werden jedoch die stromenden Tropfen in
Abhangigkeit von der Stromungsgeschwindigkeit deformiert. Hierdurch weicht die tatsachliche Trop-
fenform von der idealisierten ab. Im Vergleich mit einem stehenden (nicht deformierten) Tropfen
wird diese Formabweichung mit zunehmender Strémungsgeschwindigkeit vr, immer grofer. Zur
Bericksichtigung dieser Formabweichungen wird ein Transformationsfaktor Tssp/spp €ingefiihrt.

Zur Berechnung des Faktors wird das Volumen des Probenmediums, das wahrend der Tropfen-
generierung mit der Spritzenpumpe (SP) eingeleitet wird, ermittelt. Das gesamte geférderte Proben-
volumen wird durch die Anzahl der generierten Tropfen geteilt. Das resultierende gemittelte Tropfen-
volumen wird in Abhadngigkeit vom Volumen in eine mittlere Tropfenldange srsp umgerechnet. Zudem
wird ein Mittelwert der Tropfenlangen smvep gebildet, die nach der zuvor beschriebenen Methode aus
den Signalen der photometrischen Detektoren ermittelt wurden. Der Transformationsfaktor wird
abschlieRend durch die Division beider Tropfenldngen gebildet (Gl. 3.6).

T STSP

SSP/sPD

Gl. 3.6

TPD

Mit Hilfe des Transformationsfaktor Tssp/spp Wird die Lange der einzelnen Tropfen smpep in Abhdngigkeit
zur Formabweichung in die transformierte Lange srrpp umgerechnet (Gl. 3.7).
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St = Stnep TsSp/sPD Gl. 3.7

Abschliefend wird das Volumen der Tropfen mit den transformierten Langen nach Gleichung Gl. 3.4
und Gl. 3.5 berechnet.

Die beschriebene Routine ermdglicht die Vergleichbarkeit der Tropfenvolumina unabhangig vom
Einfluss der Stromungsgeschwindigkeit auf das Detektionsverfahren. Fir eine genaue Erfassung der
Tropfen muss das entsprechende Probenmedium eine ausreichend hohe Absorption hervorrufen. Um
dieses gewahrleisten zu konnen, wurde den Probenmedien 0,1%(v/v) Phenolrot zugesetzt.
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4 Material und Methoden

4.1 Beschichtungsverfahren

Fiir eine zuverlassige Hydrophobisierung wurde C4Fs eingesetzt. Dieser Prakursor ermoglicht unter
geeigneten Voraussetzungen die Abscheidung von CsFy+; Fragmenten. Es werden Fluorkohlenstoff-
Verbindungen abgeschieden und teflondhnliche Schichten gebildet. Hierdurch wird das Bestreben des
perfluorierten PFD, mit fluorierten Oberflachen zu interagieren, beférdert und die Affinitat des PFD
zur Bildung eines schiitzenden Filmes zwischen der wassrigen Probephase (Tropfen) und den Oberfla-
chen der tropfenfiihrenden Kanale steigt. Zur Generierung der Beschichtung wurden zwei Verfahren
eingesetzt: Ein Atmospharendruck- und ein Niederdruck-Plasmaverfahren. Alle im Rahmen dieser
Arbeit untersuchten FMS wurden mit einem der beiden Verfahren beschichtet oder ohne eine Be-
schichtung eingesetzt.

Der Prakursor C4Fg ist bei Raumtemperatur und Umgebungsdruck gasférmig und besteht aus einem
Kohlenstoffring mit vier Kohlenstoffatomen. Im Gegensatz zu typischen Kohlenwasserstoff Verbind-
ungen sind die Wasserstoffatome vollstandig durch Fluoratome ersetzt (s. Abb. 4.1).

oo
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Abb. 4.1: Strukturformel C4Fs.

4.1.1 Atmospharendruck-Plasmaverfahren

Die Beschichtung der FMS mittels eines Atmospharendruck-Plasmaverfahrens wurde vom Fraun-
hofer-Institut fir Schicht- und Oberflachentechnik (IST) durchgefiihrt. Flr die Atmospharendruck-
Plasmabeschichtung wurde eine DBE-Anlage der Firma TIGRES V20-901 Typ 1 eingesetzt. Das Elektro-
densystem und ein verfahrbarer Substrattisch befinden sich bei dieser Anlage im Rezipienten, der
evakuiert werden kann. Hierdurch kann z.B. Sauerstoff vom Entladungsbereich entfernt werden. Fir
die Behandlung der FMS wurde der Druck im Rezipienten dem Umgebungsdruck angeglichen. Die
zwei Elektroden der Anlage sind mit Keramik ummantelt, um so Kurzschliisse zwischen dem geer-
deten Substrattisch und den Elektroden zu verhindern. Nachfolgend sind die Kenndaten der Atmo-
spharendruck-Plasmaanlage aufgefiihrt (s. Tab. 4.1).
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Tab. 4.1: Kenndaten der Atmospharendruckplasmaanlage DBE-1.

Parameter Wert Einheit
Elektrodenldnge 120 mm
Elektrodenbreite 15 mm
Anzahl Elektroden 2 -
Frequenz ~38 kHz
Pulsmuster cw / PP -
Gasspalt 1 mm

Das Beschichtungsverfahren beruht auf einer plasmaaktivierten chemischen Gasphasenabscheidung
(Plasma-Activated Chemical Vapour Deposition PA-CVD). Die Generierung des Plasmas erfolgte hier-
bei mittels einer dielektrischen Barrierenentladung (DBE). Details (iber das DBE-aktivierte PA-CVD-
Wachstum von perfluorierten hydrophoben Plasmapolymeren wurden von Vinogradov und Lunk
[155] beschrieben. Die Techniken, mit der die Atmospharendruck-Plasmabeschichtung in dieser
Arbeit erfolgte, wurden von Eichler et al. beschrieben [156].

Zwischen den Elektroden wird das Prozessgas eingespeist. Das Prozessgas ist hierbei ein Gemisch aus
Argon mit 5%(v/v) CsFs (Linde AG), welches mit 10 sIm (Standard-Liter pro Minute) eingeleitet wird.
Durch das elektrische Wechselfeld wird das Gas ionisiert. Die Geschwindigkeit des Substrattisches und
die Anzahl der Uberfahrten der Elektroden tiber das Substrat sind entscheidend fiir die Schichtdicke.
Die Beschichtungsdauer betrug bei diesem Verfahren 100 s.

4.1.2 Niederdruck-Plasmaverfahren

Die Beschichtung mit dem Niederdruck-Plasmaverfahren [157] erfolgte mit einer Niederdruck-
Plasmaanlage (Pico 110265, Typ F, Diener electronic GmbH + Co. KG). Als Prakursor wurde ebenfalls
C4Fs (Air Liquide Deutschland GmbH) verwendet. Vor der Beschichtung wurden die entsprechenden
FMS-Elemente mittels Isopropanol im Ultraschallbad (Sonorex super RK 100 H, Bandelin electonic
GmbH & Co. KG) fiir 15 min gereinigt und nachfolgend erst mit Ethanol 80 %(v/v) und dann mit
Reinstwasser gespllt. Nach der Reinigung wurden die Elemente mit gefilterter Druckluft getrocknet.
Zur Beschichtung wurde der Rezipient auf einen Druck von 10 Pa evakuiert und anschlieRend das
Prakursorgas mit 15 sccm (Standardkubikzentimeter) eingeleitet. Das Plasma wird mit einer An-
regungsfrequenz von 13,56 MHz erzeugt. Zur Generierung der gewlinschten Hydrophobizitat werden
die zu beschichtenden FMS-Elemente dem Plasma flir 30 min ausgesetzt.

4.2 Spritzguss

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgten Untersuchungen mit spritzgussgefertigten mikro-
strukturierten FMS und mikrostrukturierten Testelementen (MTE). Das entsprechende Spritzwerk-
zeug wurde von der FKT Formenbau und Kunststofftechnik GmbH gefertigt. Das Abformen der Form-
teile erfolgte am Kunststoff-Zentrum Leipzig. Die Mikrostruktur wurde bei diesem Verfahren direkt
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beim SpritzgieRen tbertragen. Hierfiir wurden die entsprechenden Formeinsatze (Gussformen) mit
einem Laserablationsverfahren am Glinter-Kohler-Institut fir Flgetechnik und Werkstoffpriifung
GmbH (ifw) strukturiert.

4.2.1 Spritzgusswerkzeuge

Das Spritzgusswerkzeug (s. Abb. 4.2) wird aus mehreren Komponenten gebildet: zum einen aus den
Spritzgussrahmen (s. Abb. 4.2, A1.1 und B1.2) und zum anderen aus den entsprechenden Formein-
satzen (s. Abb. 4.2, A2.1, B2.2 und B2.3).

Abb. 4.2: Spritzgusswerkzeuge; A — Komponenten fir die AuRenseite der FMS; B — Komponenten fiir die
Innenseite der FMS, 1.1: Spritzgussrahmen (AuRenseite), 1.2: Spritzgussrahmen (Innenseite),
2.1: Formeinsatz fiir die AuRenseite der FMS-Elemente, 2.2 und 2.3: Formeinséatze fir die Innenseite der
FMS, 3.1: Kavitat fur das FMS-Bodenelement, 3.2: Kavitat fir das FMS-Deckelelement, 3.3: Kanalstruktur fur
das FMS-Bodenelement, 3.4: Kanalstruktur fiir das FMS-Deckelelement.

Ein Teil des Werkzeuges dient der Formgebung der AuBenmale (Lange/Breite/Hohe) der MTE und
der FMS. Der andere Teil dient der Formgebung der Kanalstruktur der FMS (s. Abb. 4.2, B) und mit
zwei weiteren Formeinsatzen der Formgebung der Mikrostruktur der MTE.

Alle Komponenten wurden aus poliertem 1.2343 Warmarbeitsstahl gefertigt. Die entsprechenden
MTE- und FMS-Konturen wurden mittels spanender Verfahren in die Formeinsatze gefrast (s. Abb.
4.2, A2.1).

Die Erstellung der Kanalstruktur bei den FMS-Formeinsatzen erfolgte mittels Elektroerosion der
Oberflache. Die FMS-Formeinsatze weisen nach der Bearbeitung ein erhabenes halbrundférmiges
Negativ der gewiinschten Kanalstruktur fiir das FMS-Bodenelement (s. Abb. 4.2, B3.3) und fiir das
FMS-Deckelelement (s. Abb. 4.2, B3.4) auf.

4.2.2 Lasergestiitzte Mikrostrukturierung

Zur Erstellung einer Mikrostruktur auf der Oberflache der Formeinsatze wurde ein Ultrakurzpulslaser
(UKP-Laser, Hyper Rapid, Coherent GmbH) eingesetzt, der mit einem Galvanometer-Scanner ausge-
stattet war. Die Strukturierung der Oberflachen erfolgte mit einer Leistung von 0,5 W. Die Pulsbreite
betrug 8 ps bei einer Wellenldange von 355 nm.

Zur Ermittlung der physikochemischen Eigenschaften und der Oberflachentopographie der unter-
suchten Mikrostrukturen wurde die Oberflache der MTE-Formeinsatze mit einem Strukturfenster



50 4 Material und Methoden

versehen (s. Abb. 4.3, Al). Diese Mikrostruktur wurde beim Abformen auf das MTE-Formteil iber-
tragen (s. Abb. 4.3, B2).

Abb. 4.3: Mikrostrukturiertes Testelement (MTE); A — Formeinsatz; B — Formteil aus PC;
1: Mikrostruktur des Formeinsatzes, 2: Mikrostruktur des Formteiles.

Die lasergestiitzte Strukturierung der FMS-Formeinsatze erfolgte wiederum auf Teilbereichen der
erhabenen Kanalstruktur (s. Abb. 4.2, B3.3 und B3.4). Fir die Strukturierung wurden die Formeinséatze
im Lasersystem auf einen xyz-Tisch positioniert und entsprechend der gewiinschten Struktur-
dimensionen bearbeitet.

Die MTE-Formeinsatze lagen hierbei planar auf dem Positioniertisch, so dass der Laserstrahl senkrecht
in die Oberflache eindringen konnte. Die Realisierung der gew{inschten Abstdnde der einzelnen Struk-
turelemente erfolgte tber Spiegel, die eine nanometergenaue Auslenkung des Laserstrahls ermog-
lichen. Fiir groRere Auslenkungen wurden die Formeinsatze mittels des xyz-Tisches ausgerichtet.

Um ein senkrechtes Eindringen des Laserstrahles in die Kanaloberflache der FMS-Formeinsatze zu
garantieren, wurden diese gekippt. Dieses war erforderlich, da die erhabene Kanalstruktur der FMS-
Formeinsatze eine gekrimmte Oberflache aufweist und nur durch Kippen der Formeinséatze ein anna-
hernd senkrechtes Eindringen des Laserstrahles ermdéglicht werden konnte. Fiir ein genaues Kippen
der Formeinsatze wurde eine spezielle Kippvorrichtung (ifw Jena, Deutschland) eingesetzt. Sowohl die
Verkippung als auch die Positionierung der Formeinsatze erfolgte mit hoher Prazision im Mikrometer-
Bereich.

4.2.3 Formteile

Die MalRe der abgeformten MTE- und FMS-Formteile betragen 25 x 25 x 4 mm (s. Abb. 4.4). Die MTE-
Formteile (s. Abb. 4.4, A) weisen auf einer Seite das 20 x 20 mm groRe Strukturfeld auf (s. Abb. 4.3,
B2), welches fiir die physikochemische und die oberflachentopographische Analyse eingesetzt wurde.

Die FMS-Formteile (s. Abb. 4.4, B). dienten der Untersuchung des Einflusses, den die Mikrostruktur
auf die Tropfengenerierung ausiibt. Vor den Untersuchungen wurden die entsprechenden FMS-
Formteile (Deckel- und Bodenelement) beschichtet und mit der Kanalstruktur zueinander ausge-
richtet.
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Abb. 4.4: Spritzgegossene Formteile aus PC; A — MTE-Formteile; B — FMS-Formteile,

1: FMS-Bodenelement, 2: FMS-Deckelelement.

Flr eine exakte Ausrichtung der abgeformten FMS-Elemente sind das Deckelelement (s. Abb. 4.4, B2)
mit zwei Justiernoppen und das Bodenelement (s. Abb. 4.4, B1) mit entsprechenden Justierver-
tiefungen ausgestattet. Die Montage erfolgt analog zu den gefrasten FMS mit vier M4-Schrauben tber
entsprechende Bohrungen, die hierfiir in den FMS-Formteilen vorhanden sind.

4.2.4 Spritzgussverfahren

Das Abformen der MTE- und FMS-Formteile erfolgte mit einer Arburg Allrounder 320s Spritzguss-
maschine. Als Standardparameter wurden folgende ProzessgroRen festgelegt (s. Tab. 4.2):

Tab. 4.2: Standard Spritzgussparameter.

Parameter Wert | Einheit
Schmelztemperatur 320 °C
Spritzdruck 45,3 MPa
Einspritzgeschwindigkeit 20 ml/s
Einspritzzeit 0,9 S
Dosierzeit 2,35 S
Kiihlzeit 70 s
Nachdruck 80 MPa
Formtemperatur 110 °C

Entsprechend dem Untersuchungsverlauf wurden die Standardparameter variiert.
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4.3 Physikochemische Untersuchungen

Zur Charakterisierung der Oberflacheneigenschaften wurden Kontaktwinkelmessungen durchgefiihrt.
Die Ergebnisse der Messungen wurden zur Bestimmung des energetischen Zustands der Oberflachen
eingesetzt. Die Beurteilung erfolgte anhand des dispersen und polaren Anteils der freien Oberflachen-
energie. Zur Charakterisierung mikrofluidischer Phdnomene wurden Stoffeigenschaften wie die Visko-
sitdt, die Ober- und Grenzflachenspannung sowie die Dichte der eingesetzten Fluide ermittelt.

4.3.1 Kontaktwinkelmessung

Die Kontaktwinkel wurden mit dem computergestiitzten Messsystem OCA (Optical Contact Angle,
DataPhysics Instruments GmbH) gemessen, welches mittels der herstellereigenen Software ,SCA20“
betrieben wurde. Die Kontaktwinkelmessungen erfolgten mit der Methode des liegenden Tropfens.
Fiir die Messung wurden drei Tropfen des jeweiligen Mediums mit einem Volumen von je 3 pl auf die
zu analysierende Oberflache gesetzt und der resultierende Kontaktwinkel gemessen. Bei jedem Trop-
fen erfolgte hierbei eine flinfzehnfache Bestimmung der Kontaktwinkel.

4.3.2 Oberflaichenenergie

Die freie Oberflachenenergie sowie deren polare und disperse Anteile wurden mit dem OWRK-Ansatz
(Owens, Wendt, Rabel und Kaelble) ermittelt. Hierflir wurden vier charakterisierte Testflussigkeiten
auf die zu analysierende Oberflache gesetzt und gemessen. Als Messldsungen dienten neben deioni-
siertem Wasser (polar) Formamid, Ethylenglykol (iberwiegend polar) und Dijodmethan als rein dis-
perse Flissigkeiten, deren oberflaichenenergetische Parameter aus Messungen und der Literatur
bekannt sind.

4.3.3 Stoffeigenschaften

Das fluidische Verhalten der untersuchten Probenmedien wird durch deren Dichte, Oberflachenspan-
nung und Viskositat charakterisiert. Diese Stoffeigenschaften sind die relevanten Parameter fiir mik-
rofluidische Untersuchungen. Fiir die Medien, bei denen diese Eigenschaften nicht bekannt waren,
wurden diese ermittelt. Des Weiteren wurde bei allen untersuchten Medien die Grenzflachen-
spannung zum Separationsmedium PFD bestimmt.

Oberflachenspannung:

Die Ermittlung der Oberflachenspannung erfolgte mit einem Tensiometer nach der Wilhelmy-Platten-
Methode. Hierflir wurde ein Kraftsensor-Tensiometer DCAT21 (dataphysics GmbH) genutzt. Das zu
analysierende Medium wurde in einem dem Tensiometer zugehoérigem Gefall vorgelegt und ein
Messkorper aus Platin wurde in das Medium eingetaucht. Die hierbei gemessene Zugkraft, bezogen
auf die benetzte Lange des Messkorpers und dessen Kontaktwinkel zum Medium, ermoglicht die
Ermittlung der Oberflichenspannung.
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Grenzflaichenspannung:

Fiir Medien, bei denen mit der Platten-Methode keine Bestimmung der Oberflaichenspannung mog-
lich war (z.B. proteinhaltige Medien), wurde diese mit dem Pendent-Drop-Verfahren [158] (iber
Kontaktwinkelmessungen bestimmt. Bei dieser Methode wird aus dem Abbild eines an einer Kapillare
hiangendem Tropfen mittels Konturanalyse die Oberflaichenspannung oder Grenzflachenspannung
berechnet. Die Bestimmung der Grenzflachenspannung zwischen den untersuchten Probenmedien
zum PFD erfolgte ausschlieRRlich mit dieser Methode. Zur Ermittlung der Oberflachenspannung der
Medien wurde das Medium in die Kapillare zur Konturanalyse gefordert. Die Ermittlung der Ober-
flachenspannung erfolgte hierbei in Bezug zu Luft. Zur Bestimmung der Grenzflachenspannung der
Medien im Kontakt zum PFD wurde das Separationsmedium in die Kapillare geférdert. Die Kapillare
ragte hierbei in ein transparentes Gefal}, das mit dem entsprechenden Medium gefiillt war. Durch die
Konturanalyse des PFD wurde somit die Grenzflaichenspannung ermittelt. Diese Messvariante war
erforderlich, da PFD eine Dichte von 1930 kg/m? hat und alle untersuchten Probenmedien eine gerin-
gere Dichte aufweisen.

Viskositat:

Die Viskositat wurde mit einem Kapillarviskosimeter bestimmt. Hierfiir wurde eine Ubbelohde Glas-
Kapillare (Schott Gerate GmbH) eingesetzt. Bei diesem Niederdruck-Kapillarviskosimeter wird die
kinematische Viskositdt durch die Ermittlung der Durchflusszeit eines definierten Volumens der Probe
durch eine Messkapillare bestimmt.

Fir Medien, die mit dieser Methode nicht vermessen werden konnten, wurde ein Rheometer des
Typs MCR 522 (Modular Compact Rheometer, Anton Paar GmbH) zur Viskositatsbestimmung einge-
setzt. Hierbei wurde die Probe zwischen einem rotierenden Messkorper und einer ruhenden Ober-
flache des Rheometers geschert. Aus der Geometrie des Messkorpers und deren Rotation ergibt sich
die Schergeschwindigkeit. Das Drehmoment, das zur Aufrechterhaltung der Bewegung bendtigt wird,
ermoglicht die Ermittlung der Schubspannung. Mit der Kenntnis der Schergeschwindigkeit und der
Schubspannung kann die Viskositat bestimmt werden.

Dichte:

Die Bestimmung der Dichte erfolgte mit einem Pyknometer (Brand GmbH & CO KG). Das Pyknometer
dient der Bereitstellung eines prazisen Volumens der Probe. Durch eine Differenzwagung des leeren
und gefiillten Pyknometers wird die Dichte ermittelt. Eventuelle Luftblasen, die durch die Befiillung
eingebracht wurden und das Ergebnis verfdlschen konnten, wurden mittels einer Ultraschall-Behand-
lung entfernt. Zur Gewahrleistung einer hohen Genauigkeit wurde das Pyknometer dreimal mit der-
selben Probe gefiillt und jeweils dreimal gewogen.

4.4 Oberflachentopographische Untersuchungen

Die Beschaffenheit der Oberflachen ist ein wichtiger Parameter fluidischer Systeme und insbesondere
fir deren Benetzungsverhalten. Zur Bestimmung der Oberflachenbeschaffenheit wurde ein Stereo-
Rasterelektronenmikroskop (Stereo-REM, engl.: Scanning Electron Microscopy SEM) und ein Raster-
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kraftmikroskop (engl. atomic force microscope, AFM) eingesetzt. Die Analyse der Schichtdicke erfolg-
te ebenfalls mit dem AFM. Zur Bestimmung der Oberflachenrauheit wurde ein WeiRlichtinter-
ferometer eingesetzt.

4.4.1 Weillichtinterferometer

Fir die Rauheitsanalyse von Polymeroberflachen wurde ein Weillichtinterferometer (ContourGT,
Bruker Corporation) eingesetzt. Die Analyse erfolgte mit einer 50-fachen VergrofRerung. Hierbei wird
ein Feld von 125 x 94 um gemessen. Die PixelgréRe betrug 0.195 pum. Die Erstellung von Oberflachen-
modellen und die Bestimmung relevanter Rauheitsparameter erfolgten mit der Software SPIP™
V6.4.3. Das Leveling erfolgte in Anlehnung ISO 25178-2 mit einem GauR-filter (entsprechend ISO
16610).

4.4.2 Rasterkraftmikroskop

Fir die topographischen Untersuchungen und zur Schichtdickenbestimmung wurde ein NanoWizard®
AFM eingesetzt, das mit einem 100 um z-Scan-Modul CoHesion® (jpk Instruments AG) ausgestattet
ist. Alle Scans wurden im Kontaktmodus bei Umgebungsbedingungen mit einem ARROW-NC Canti-
lever (Nanoworld®) durchgefiihrt. Der Cantilever weist eine Nennfederkonstante von 42 N/m und
einen Spitzenradius von weniger als 20 nm auf. Fiir Untersuchungen von Mikrostrukturen mit einem
hohen Seitenverhaltnis wurde die Abtastung mit einer relativ niedrigen Abtastrate von 0,1 Hz durch-
gefuhrt. Mit der Software SPIP™ (Image Processing A/S) wurden die Scandaten mittels einer Hinter-
grundkorrektur und eines GauRschen Glattungsfilters nachbearbeitet.

4.4.3 Rasterelektronenmikroskop

Der liberwiegende Teil der topographischen Untersuchungen der Oberflachen (Mikrostruktur) erfolg-
te mit einem Stereo-REM Evo LS10 (Carl Zeiss Microscopy GmbH). Dabei werden fiir verschiedene
vordefinierte VergroRerungen REM-Aufnahmen der Oberflachen in drei unterschiedlichen Kipp-
winkeln aufgenommen. Dies wird durch eine automatisierte euzentrische Verkippung des Proben-
tisches ermoglicht. Die Rekonstruktion der Oberflache in einem dreidimensionalen digitalen Ober-
flichenmodell (3D-DOM) erfolgt nachgeschaltet mit der Analysesoftware MeX® (Alicona Imaging
GmbH).

Die Messungen zur Erzeugung eines 3D-DOM erfolgten mit einem Kippwinkeltriplet von 0° - 7° - 15°.
Die Messungen wurden im Hochvakuum mit einer VergroRerung von 250 durchgefiihrt. Die Auflésung
betrug 1024 x 768 Pixel. Es wurde mit einer Beschleunigungsspannung von 15 kV und einem Sonden-
strom von 10 — 30 pA bei einem Arbeitsabstand von 9 mm gearbeitet. Fiir die Untersuchungen wur-
den die Proben mit einem Sputter Coater (K550X, Quorum Technologies Ltd) mit Gold (ca. 9 nm)
beschichtet.
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5 Tropfengenerierung

Ein wichtiger Aspekt fiir die Qualitat tropfenbasierter Anwendungen ist die Reproduzierbarkeit der
Tropfengenerierung. Das Generieren reproduzierbarer Tropfenvolumina bei einer definierten Konzen-
tration der Inhaltsstoffe ist ein bestimmender Faktor fiir die Genauigkeit. Insbesondere im Fall der
Generierung von Tropfen mit definierten Zellenkonzentrationen ist eine moglichst geringe Abweich-
ung vom mittleren Tropfenvolumen entscheidend fiir die Qualitdt des gesamten Verfahrens. Para-
meter wie die Beschichtung der Mikrokanale und deren Oberflachenbeschaffenheit, die Kanalan-
ordnung (FMS-Design), die Forderraten und die Art der Probenmedien beeinflussen die Reproduzier-
barkeit der Tropfengenerierung in entscheidendem MaRe und lagen deshalb im Fokus der Untersuch-

ungen.

Die in diesem Abschnitt beschriebenen Untersuchungen erfolgten ausschlieRlich mit FMS, die mittels
feinmechanischer Frasverfahren aus PC hergestellt wurden. Die FMS wurden mit dem in Kapitel 4.1.1
beschriebenen Atmospharendruck-Plasmaverfahren hydrophobisiert. Die Tropfengenerierung erfol-
gte mit PFD (kontinuierliche Phase).

Die nachfolgend aufgefiihrten Ergebnisse sind in fiinf Abschnitte unterteilt. Im ersten Abschnitt wer-
den die Oberflachenrauheit und die Beschichtung der FMS charakterisiert. Im zweiten Abschnitt folgt
die Charakterisierung des fluidischen Systems anhand dimensionsloser Kennzahlen. Im dritten Ab-
schnitt wird die Tropfenbildung auf der Basis numerischer Simulationen analysiert. Im vierten Ab-
schnitt folgen die Untersuchungen der Tropfengenerierung in Bezug zur Standzeit sowie in Abhangig-
keit vom FMS-Design und den Férderraten. Der fiinfte Abschnitt befasst sich mit Untersuchungen zur
Eignung der FMS zur Generierung von Tropfen aus einem breiten Spektrum bio-(technologisch) rele-
vanter Medien.

5.1 Charakterisierung der physikochemischen
Oberflacheneigenschaften

Die physikochemischen Oberflacheneigenschaften mikrofluidischer Systeme haben einen maligeb-
lichen Einfluss auf die Qualitat tropfenbasierter Verfahren. Dies gilt vor allem fiir die Beschaffenheit
und dass Benetzungsverhalten der Kanaloberflachen. Insbesondere bei Anwendungen, bei denen auf
die Verwendung von Tensiden verzichtet wird, ist die Qualitat der Beschichtung entscheidend fiir die



56 5.1 Charakterisierung der physikochemischen Oberfldcheneigenschaften

Reproduzierbarkeit und Stabilitdt. Aus diesem Grund wurde zu Beginn der Untersuchungen das Be-
netzungsverhalten von PC in Abhangigkeit zur Oberflachenbeschaffenheit charakterisiert.

Die Bestimmung der Oberflachenrauheit wurde mittels WeiRlichtinterferometrie bestimmt (s. Kapitel
4.4.1). Die Analyse des Benetzungsverhaltens erfolgte auf der Basis von Kontaktwinkelmessungen (s.
Kapitel 4.3.1). Erlauternd sei erwahnt, dass die untersuchten Kanale fir Kontaktwinkelmessungen
ungeeignete Strukturen (kleine Radien: Hauptkanal rux = 500 um, Seitenkanal sx = 150 um) aufweisen.
Zur Gewabhrleistung optimaler Bedingungen bei der Analyse des Benetzungsverhaltens wurden plana-
re Testelemente (TE) eingesetzt.

Das Material und die Dimensionen der TE sind identisch mit denen der FMS (PC 24 x 24 x 4 mm). Zur
Untersuchung des Einflusses der Oberflachenbeschaffenheit auf das Benetzungsverhalten wurde die
Oberflache der TE auf einer Seite zur Halfte (12 x 12 mm) mit einem Fraser um 0,5 mm abgetragen.
Die TE weisen hierdurch eine unbehandelte glatte und eine gefraste raue Flache auf und ermdglichen
so die Bestimmung des Benetzungsverhaltens in Abhadngigkeit von der Beschaffenheit der Ober-
flachen.

Oberflichenrauheit:

Die Rauheitsanalyse erfolgte zum einen an einen FMS zur Tropfengenerierung und zum anderen an
einem TE. Das untersuchte FMS weist zwei Seitenkandle im 90° Winkel zum Hauptkanal auf. Die
Rauheit wurde im Zentrum des Haupt- und des Seitenkanals eines FMS-Bodenelements bestimmt. Die
nachfolgende REM-Aufnahme zeigt die Messfelder (125 x 94 um), in denen die Rauheit mittels Weil3-
lichtinterferometrie bestimmt wurde (s. Abb. 5.1, rote Rahmen).

Abb. 5.1: REM-Aufnahmen des Kanalkreuzes eines FMS-Bodenelements; rote Rahmen: Positionen der
Rauheitsbestimmung im Haupt- und Seitenkanal des FMS-Bodenelements.

Fiir die Gegenliberstellung der Oberflachenrauheit wurden sowohl die unbehandelte glatte als auch
die gefraste raue Oberflache des TE in vergleichbaren Messfeldern untersucht.
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Anzumerken ist, dass die Rauheitsanalyse beim Haupt- und Seitenkanal auf einer gekrimmten und
beim TE auf einer planaren Oberflache erfolgte. Die Krimmung der Kanale wurde fir die Weilllicht-
interferometer-Modelle mittels Leveling (Trennung von Rauheit und Form) ausgeglichen.

Die Modelle zeigen, wie erwartet, eine deutliche Zunahme der Rauheit der gefrasten Oberflachen des
FMS und des TE (s. Abb. 5.2, A— C) im Vergleich zur unbehandelten extrudierten Oberflache des TE (s.
Abb. 5.2, D). Insgesamt weisen die bearbeiteten Oberflachen im Maximum vergleichbare Werte auf.
Beim plangefrasten TE zeigt sich eine einheitliche Rauheit der Oberflache (s. Abb. 5.2, A - C), wohin-
gegen bei den Kanaloberflachen vereinzelte Maxima auftreten (s. Abb. 5.2, Ain der Mitte des Mess-
feldes und Abb. 5.2, B am Rand des Messfeldes).

Abb. 5.2: WeiBlichtinterferometer-Modelle der untersuchten Oberflachen; A — Hauptkanal des FMS (ge-
frast), B — Seitenkanal des FMS (gefrast); C — TE gefrast Oberflache; D — TE unbehandelt Oberflache.

Fiir eine genaue Beurteilung wurden drei reprasentative Rauheitsparameter ermittelt: die mittlere
arithmetische Héhe (Sa), die Zehn-Punkte-Hohe der Oberflache (510z) und das entwickelte Grenz-
flachenverhaltnis (Sdr).

Die Einschatzung der Rauheit aus den Weililichtinterferometer-Modellen spiegelt sich in den Rau-
heitsparametern wieder (s. Tab. 5.1). Fiur die gefrdste Oberflache der TE wurde im arithmetischen
Mittel (Sa) die starkste Rauheit ermittelt. Fir die Kanale zeigen die arithmetischen Mittelwerte nur
geringfligige Unterschiede in der Ausbildung der Rauheit. Diese Unterschiede in der Rauheit resultier-
en aus den unterschiedlichen Frasern, die fir die Bearbeitung der Oberflachen eingesetzt wurden.
Allgemein ist festzuhalten, dass die aus der Frasbearbeitung resultierende Rauheit bei der Charakte-
risierung des Benetzungsverhaltens beriicksichtigt werden muss. Zudem sind die gewonnenen Ergeb-
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nisse der Rauheitsanalyse reprasentativ fiir alle untersuchten FMS, die mittels Prazisionsfertigung
(Frasen, Bohren) hergestellt wurden.

Tab. 5.1: Ermittelte Rauheitsparameter der Kanaloberflachen eines FMS fiir den Haupt- und Seitenkanal
sowie einer gefrasten und unbehandelten Oberflache eines TE.

Mittelwert Standardabweichung
Probe Parameter . .
Wert Einheit Wert Einheit VK

Sa 249,6 nm 32,0 nm 12,8%
Hauptkanal (FMS) S10z 4156,0 nm 1601,1 nm 38,5%

Sdr 3,6 % 2,0 % 55,9%

Sa 269,5 nm 27,5 nm 10,2%
Seitenkanal (FMS) S10z 5004,2 nm 1271,7 nm 25,4%

Sdr 8,3 % 4,0 % 48,3%

Sa 389,6 nm 8,4 nm 2,2%
Testelement 510z 65551 | nm | 11269 | nm | 17,2%
(gefrast)

Sdr 30,4 % 5,7 % 18,8%

Sa 1,6 nm 0,1 nm 9,0%
Testelement .
(unbehandelt) S10z 22,2 nm 3,8 nm 17,2%

Sdr 0,0 % 0,0 % 21,2%

Benetzung:

Zur Charakterisierung des Benetzungsverhaltens wurden drei TE mit C4Fs beschichtet und die Kontakt-
winkel zu den Messflissigkeiten (s. 4.3.2) bestimmt. Nach der Beschichtung erhéhte sich der Wasser-
kontaktwinkel auf der glatten Oberflache um ca. 32° auf 120° und auf der rauen Oberflache um ca.
25° auf 129.9° (s. Tab. 5.2). AuBerdem sank die Oberflachenenergie der unbehandelten Oberflache
um ca. 30 mN/m und auf der gefrasten Oberflaiche um ca. 38 mN/m. Hierbei sanken sowohl| der
disperse wie auch der polare Anteil der Oberflachenenergie, wobei der Gberwiegende Anteil der
Minderung auf den dispersen Anteil entfallt. Der polare Anteil macht bei PC unabhangig von der
Beschichtung weniger als 3,5% der freien Oberflachenenergie aus.

Tab. 5.2: Ermittelte Wasserkontaktwinkel und Oberflachenenergien unbehandelter und gefraster PC-
Oberflachen vor und nach einer Beschichtung mit CsFs.

Wasser- Oberflachenenergie

Beschichtung | Oberfliche | Kontaktwinkel gesamt dispers polar
[°] [mN/m] [mN/m] [mN/m]
unbehandelt 88,3 t1,4 40,4 10,9 39,6 0,7 0,7 £0,1

unbehandelt
gefrast 105,1 #4,1 445 1,1 43,8 +0,9 0,7 0,2
unbehandelt 120,0 £3,0 10,6 0,4 10,4 0,2 0,2 +0,1

C4F3

gefrist 129,9 +1,4 6,4 0,2 6,2 0,1 0,2 0,1

Die beschichteten Oberflachen sind im Allgemeinen sehr niederenergetisch. Weiterhin zeigen die
Anteile der Oberflachenenergie, dass die Beschichtung einen hydrophoben Charakter hervorruft.
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Interessanterweise wurde die Benetzbarkeit nicht nur flir wassrige Testfllssigkeiten reduziert, son-
dern auch fiir Ole wie TD. Die beschichteten Oberflichen waren jedoch vollstandig benetzbar fiir das
perfluorierte Separationsmedium PFD (Kontaktwinkel <20°). Der niedrige Kontaktwinkel des PFD
weist auf einen fluorphilen Charakter der beschichteten Oberflachen hin.

Schichtdicke:

Zur Ermittlung der Dicke der abgeschiedenen Schicht wurde ein AFM eingesetzt (s. Kapitel 4.4.2).
Zunachst wurde ein Glas-Slide mit den entsprechenden Parametern beschichtet und anschlieRend die
aufgebrachte C4Fs-Schicht mit einem Skalpell gezielt abgetragen. Die so entstandene Fehlstelle wurde
danach topografisch charakterisiert. Die Messung erfolgte im Intermittent Contact Mode auf einer
Fliche von 15 x 15 um? (s. Abb. 5.3, B).

A Anhaufiung B )
Material durch C,Fg-Schicht
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Abb. 5.3: Schichtdickenbestimmung; A — AFM-Aufnahme des Messfensters, B — Histogramm der Messwerte.

Die Methode ermdglicht eine exakte Bestimmung der Schichtdicke. Das aus den Messungen resultier-
ende Histogramm weist eine Schichtdicke auf Glas von 143 nm auf. Diese Ergebnisse sind reprasen-
tativ fur alle mit dem Atmosphéarendruck-Plasmaverfahren erzeugten Schichten.

5.2 Bestimmung relevanter dimensionsloser Kenn-
zahlen

Eine erste Charakterisierung erfolgte anhand von dimensionslosen Kennzahlen, die fiir mikro-
fluidische Prozesse relevant sind. Entsprechend der Systemspezifikationen (s. Kapitel 3, Durchmesser
des fluidischen Systems dux = 1000 um) und der Strémungsbedingungen (Volumenstrome der ver-
wendeten Medien sowie deren Stoffeigenschaften (s. S. 83, Tab. 5.7) wurden fiir die Reynolds-, die
Bond-, die Weber-, die Kapillar- und die Euler-Zahl je ein minimaler und ein maximaler Wert bestimmt
(s. Tab. 5.3).

Die Werte fir die Reynolds-Zahl bestatigen, dass wie erwartet keine Turbulenzen wahrend der Unter-
suchungen auftreten. Jedoch ist der minimale Wert fiir die Reynolds-Zahl nicht deutlich kleinerals 1,
somit dominiert die viskose Reibungskraft nicht gegeniiber der Tragheitskraft. Im Gegensatz zu einer
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Vielzahl von mikrofluidischen Anwendungen erfolgt ein Massentransport hierbei nicht ausschlieRlich
Uber Diffusionsvorgange. Zudem kann der Einfluss der Tragheitskraft nicht vernachlassigt werden und
eine Vereinfachung der Navier-Stokes-Gleichung zur Stokes-Gleichung ist nicht zul3ssig.

Tab. 5.3: Ermittelte Minimal- und Maximal-Werte aller relevanten dimensionslose Kennzahlen unter

Bericksichtigung der untersuchten Medien und der fluidischen Prozessparameter. Die Berechnungen
erfolgte in Bezug zu einem Durchmessers des Hauptkanal von dux = 1000 pm.

Kennzahl Formel- | minimal | maximal
zeichen Wert Wert

Reynolds-Zahl Re 0,58 66,56

Bond-Zahl Bo 0,13 1,01

Weber-Zahl We 4,66E-04 | 3,64E-01

Kapillarzahl Ca 7,13E-05| 1,74E-02

Euler-Zahl Eu 812 51151

Obwohl die in dieser Arbeit eingesetzten FMS mit einem Kanaldurchmesser von 1000 um fiir Mikro-
systeme verhaltnismaRig grofle Dimensionen aufweisen, sind die Werte fiir die Bond-Zahl nicht we-
sentlich gréRer als 1. Der Einfluss der Gravitation kann jedoch durch die relativ groRe Differenz der
Dichten zwischen der dispersen Phase (z.B. Wasser, p = 997 kg/m?, Bo = 0,13) und der kontinuier-
lichen Phase (PFD, p = 1930 kg/m3, Bo = 1,01) nicht vollstindig vernachlassigt werden. Die Gravitation
hat einen Einfluss auf die Form eines im Mikrokanal befindlichen, unbewegten Tropfens.

Die Werte fiir die Weber-Zahl sind bei niedrigen Volumenstromen (Minimal-Wert) deutlich kleiner als
1. In diesem Fall werden die stromenden Tropfen nicht durch den Einfluss der Tragheitskraft defor-
miert, da die Oberflachenkraft dominiert. Die Tropfen bilden eine Form minimaler Oberflache. Mit
der Erhohung der Volumenstrome strebt die Weber-Zahl gegen 1, der Einfluss der Tragheitskraft
steigt und der Tropfen wird im Stromungsfeld deformiert.

Gleiches gilt fiir die Kapillar-Zahl, die bei niedrigen Volumenstromen (Minimal-Wert) ebenfalls deut-
lich unter 1 liegt. Die Oberflachenkrafte dominieren gegentiber den Reibungskraften. Bei hoheren
Volumenstromen erfolgt eine Verformung des Tropfens unter dem Einfluss der Reibungskraft.

Zudem zeigen die Werte fir die Weberzahl und die Kapillarzahl, dass der Einfluss der Tragheitskraft
auf die Tropfenform groBer ist als der Einfluss der Reibungskraft.

Die Werte flr die Euler-Zahl zeigen, dass, hervorgerufen durch den relativ groRen Kanaldurchmesser
(duk = 1000 pm) in Bezug zu einer Vielzahl von tropfenbasierten mikrofluidischen Anwendungen aus
der Literatur, die Druckverluste bei den hier beschriebenen Anwendungen moderat ausfallen.

5.3 Numerische Simulation

In einem zweiten Schritt erfolgt eine Charakterisierung der Tropfengenerierung auf der Basis numeri-
scher Simulationen mittels COMSOL Multiphysics®. Die Simulation der Tropfengenerierung wurde
anhand eines FMS mit einem Kanalkreuz, bestehend aus zwei Seitenkandlen im 90° Winkel zum
Hauptkanal, durchgefiihrt. Die numerischen Berechnungen basieren auf einem 2D-Modell des FMS.
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Die Dimensionen der Kandle entsprechen denen der in dieser Arbeit untersuchten FMS
(dk = 1000 um, dsk = 300 um). Der Fokus der Untersuchungen lag auf der Tropfengenerierung und
den hierbei auftretenden Stromungen und Druckverhéltnissen im FMS.

Die Berechnungen erfolgten mit Hilfe der Level-Set-Methode (s.(Gl. 5.1)).

29 Vo

—+v-Vo=yV- g Vo-0¢(1-¢)— Gl.5.1
Die Gleichung beinhaltet die Level-Set-Funktion ¢, die Stromungsgeschwindigkeit v sowie die para-
meterbestimmende Grenzflachendicke & und den Reinitialisierungsparameter Y, die als numerische

Stabilisierungsfaktoren eingesetzt werden.

Mit der Level-Set-Methode kdnnen bewegte Objekte (hier die stromenden Tropfen) verfolgt werden.
Die Level-Set-Methode verwendet hierfiir ein festes Netz (Mesh) und die Losung der Gleichung er-
moglicht die Berechnung der Grenzflachenbewegung.

Die Charakterisierung der beteiligten Fluide erfolgt tGiber die Dichte p, die dynamische Viskositat u und
die Grenzflachenspannung Y zwischen den Fluiden.

Die Dichte und die dynamische Viskositat der Fluide werden (iber die Level-Set-Funktion ¢ nach den
Gleichungen (Gl. 5.2) und (Gl. 5.3) gewichtet.

p:p1+(pz_p1)'(|) (Gl. 5.2)

m=p, +(, — 1, ) 0 (Gl. 5.3)

Hierbei bezeichnet der Index 1 die kontinuierliche und Index 2 die disperse Phase. Fiir das Modell
wurde als kontinuierliche Phase PFD und als disperse Phase DMEM definiert (s. S. 83, Tab. 5.7). Das
Modell berechnet die Tropfengenerierung bei einer PFD-Férderrate von Qx = 1000 pl/min und einer
DMEM-Forderrate von Qg = 200 pl/min.

Die Charakterisierung der Kanaloberflache erfolgte unter der Annahme einer befeuchteten Wand
ohne Slip-Stick Verhalten. Der genaue Aufbau und die spezifischen Randbedingungen des Modells
sind im Anhang (s. Anhang A.1) aufgefiihrt.

Tropfenbildung:

Die Tropfengenerierung ist ein hoch dynamischer Prozess. Hiermit ist gemeint, dass sich die Strom-
ungen der beteiligten Phasen kontinuierlich beeinflussen - nichts ist statisch. Der gesamte Bereich der
Tropfengenerierungszone (s. Abb. 5.4, 1) befindet sich aus stromungstechnischer Sicht in einem
stetigen Wandel. Betrachtet man im Gegensatz dazu eine normale Kanalverengung nach dem Konti-
nuitatsgesetz, so ist bekannt, dass bei einem gegebenen Volumenstrom die Strémungsgeschwin-
digkeit in einer Verengung ansteigt, wahrend der Druck singt (Bernoulli-Effekt). Diese Betrachtung
erfolgt unter der Annahme, dass die geometrische Anordnung der Verengung unveranderlich ist. Bei
den hier untersuchten FMS gilt diese Annahme fiir die Anordnung der Tropfengenerierungszone
ebenfalls, jedoch resultiert aus den Stromungen der nicht mischbaren Phasen eine standige Verander-
ung der einzelnen Stromungskorridore (s. Abb. 5.4, 3 und 4). Der Raum, der der kontinuierlichen
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Phase wahrend der Tropfengenerierung zur Verfligung steht, wird mit der Bildung eines Tropfensim
Kanal zunehmend kleiner (s. Abb. 5.4, 4). Das Kontinuitdtsgesetz hat weiterhin seine Gliltigkeit, je-
doch sind die entscheidenden Querschnitte abweichend vom Kontinuitdtsgesetz einer standigen

Anderung unterworfen.

X 1

2
YI_'Z

Abb. 5.4: Zuweisung der unterschiedlichen Zonen bei der Tropfengenerierung; 1: Tropfengenerierungszone;
2: Kanalkreuz; 3:Verbindung zwischen dem sich bildenden Tropfen und der dispersen Phase vor dem Kanal-
kreuz; 4: Stromungskorridor der kontinuierlichen Phase um den sich bildenden Tropfen.

Dariiber hinaus hat die Anordnung der Kanalkreuzung (s. Abb. 5.4, 2), an der die kontinuierliche Phase
auf die disperse Phase trifft, einen entscheidenden Einfluss auf die Tropfenbildung und auf deren
Reproduzierbarkeit. Es ist bekannt, dass die Volumenstréme der kontinuierlichen und dispersen
Phase das Tropfenvolumen beeinflussen (s. Kapitel 5.4.3). Sind die Volumenstrome der beteiligten
Phasen konstant und der Tropfenabriss erfolgt in einem engen Zeitintervall, weisen die Tropfen-
volumina eine hohe Reproduzierbarkeit auf.

Im Weiteren muss bei der Tropfengenerierung der Einfluss der Oberflachen beriicksichtigt werden.
Bei den kleinen Dimensionen mikrofluidischer Systeme kommt Oberflacheneffekten eine grofie Be-
deutung fir das Stromungsverhalten zu. Die Tropfengenerierung erfolgt unter laminaren Bedin-
gungen, jedoch fallt der Einfluss oberflichennaher Wechselwirkungen durch die Miniaturisierung
starker ins Gewicht als bei makroskopischen Systemen.

Nachfolgend wird der Tropfengenerierungsprozess anhand numerischer Untersuchungen genauer
beschrieben. Hierfiir wird der Prozess in vier Phasen unterteilt. Die Beschreibung der einzelnen Pha-
sen erfolgt anhand der Volumenanteile der dispersen und kontinuierlichen Phase sowie deren Stro-
mungen (Ansicht A). Zudem erfolgt die Beschreibung anhand des Druckes im Bereich der Tropfenge-
nerierungszone (Ansicht B).

- Ansicht A: Farbskala der Volumenanteile der dispersen Phase (rot) und der kontinuierlichen
Phase (blau). Die resultierenden Stromungsvektoren werden durch weiRe Pfeile dargestellt.
Die Lange und GroRe entspricht hierbei dem Betrag der Vektoren.

- Ansicht B: Farbskala des Drucks im FMS (rot = 50 Pa, blau = 0 Pa).
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Phase 1:

Die Beschreibung der ersten Phase beginnt nach einem zuvor erfolgten Tropfenabriss. Zu diesem Zeit-
punkt hat der Tropfen die Generierungszone verlassen und stromt zum Ausgang des FMS. Die disper-
se Phase wird durch den Hauptkanal (s. Abb. 5.5, A, in z-Richtung, von links) mit einem konstanten
Volumenstrom (Qq = 200pl/min) in die Tropfengenerierungszone geférdert. Die Einleitung der konti-
nuierlichen Phase erfolgt durch die zwei gegeniiberliegenden, um 90° zum Hauptkanal versetzten
Seitenkanile (s. Abb. 5.5, A, in x-Richtung von oben und unten) ebenfalls mit konstanten Volumen-
strémen (pro Kanal Qx = 250 pl/min). Durch die rdumliche Anordnung der Seitenkanéle vollzieht die
kontinuierliche Phase eine entsprechende Richtungsanderung, um zum Ausgang des FMS (s. Abb. 5.5,
A, in z-Richtung, nach rechts) zu strémen. Die Grenzflache zwischen der dispersen und der kontinuier-
lichen Phase hat sich nach dem vorherigen Tropfenabriss bis zum Kanalkreuz zuriickgezogen (s. Abb.
5.5, A). Da die Einleitung der kontinuierlichen Phase in die Tropfengenerierungszone mit hoheren
Volumenstromen und (iber kleinere Kanalquerschnitte erfolgt, ist die Stromungsgeschwindigkeit der
kontinuierlichen Phase (v, = 29,47 mm/s pro Seitenkanal) deutlich héher als die der dispersen Phase
(vin=1,06 mm/s). An der Grenzfliche der beiden Phasen (s. Abb. 5.5, A1) induzieren die gegen-
ldufigen Stromungen der kontinuierlichen Phase eine Zirkulation in der dispersen Phase (s. Abb. 5.5,
A2). Auf Grund der gegenlaufigen Stromungsvektoren der kontinuierlichen Phase aus den gegeniiber-
liegenden Seitenkandlen (s. Abb. 5.5, Al) erfolgt die Zirkulation innerhalb der dispersen Phase von
Richtung der Seitenkanale ins Zentrum des Hauptkanals (s. Abb. 5.5, A2) [145].
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Abb. 5.5: Tropfenbildung mit einem Kanalkreuz (dux = 1000um, dsx = 300um) zum Beginn der Tropfenbil-
dung (Phase 1) bei einer Férderrate der kontinuierlichen Phase (PFD) von Qi = 1000 pl/min und der disper-
sen Phase (DMEM) von Qg = 200 pl/min, A - COMSOL-Modell: Darstellung der Volumenanteile (blau = PFD,

rot = DMEM) und der Strémungsvektoren (weiRe Pfeile) ; A1 — Detailansicht der Grenzflachenstromun-
gen; A2 — Detailansicht der Stromungen in der dispersen Phase; B— COMSOL-Modell: Darstellung der
Druckverhaltnisse.

Hinsichtlich des Druckes liegt im Bereich der Tropfengenerierungszone kein signifikanter Gradient vor
(s. Abb. 5.5, B). Lediglich innerhalb der dispersen Phase herrscht ein erhéhter Druck, da die kontinu-
ierliche Phase der Stromung der dispersen Phase einen Widerstand entgegensetzt.
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Phase 2:

Durch die fortwahrende Einleitung der dispersen Phase stromt diese Giber das Kanalkreuz hinaus und
weiter in den Hauptkanal (s. Abb. 5.6, A). Hinter dem Kanalkreuz bildet die disperse Phase unter dem
Einfluss der Oberflaichenspannung eine tropfenférmige Kontur (ein Volumen minimaler Oberflache).
Die kontinuierliche Phase muss um die disperse Phase herumstrémen. Durch die Ausbreitung der
dispersen Phase verringert sich der Stromungskorridor fiir die kontinuierliche Phase (s. Abb. 5.6, A1,
oben und unten). Folglich erhoht sich die Stromungsgeschwindigkeit (s. Abb. 5.6, A1) der kontinuier-
lichen Phase und der Druck vor der Verengung steigt (s. Abb. 5.6, B). Die Zunahme der Stromungs-
geschwindigkeit im Korridor um den sich bildenden Tropfen fiihrt zu einer Verstarkung der Zirkulation
innerhalb der dispersen Phase (s. Abb. 5.6, Al). Zudem fiihrt die Stromung der kontinuierlichen Phase
von den Seitenkandlen in die Tropfengenerierungszone (s. Abb. 5.6, A) aufgrund des daraus resul-
tierenden Druckes (s. Abb. 5.6, B und B1) zur Einschniirung der Verbindung der dispersen Phase vor
und hinter dem Kanalkreuz (s. Abb. 5.6, A).
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Abb. 5.6: Tropfenbildung mit einem Kanalkreuz (dux = 1000um, dsx = 300um) zum Beginn der Tropfenbil-
dung (Phase 2) bei einer Férderrate der kontinuierlichen Phase (PFD) von Qi = 1000 pl/min und der disper-
sen Phase (DMEM) von Qg = 200 pl/min, A - COMSOL-Modell: Darstellung der Volumenanteile (blau = PFD,

rot = DMEM) und der Strémungsvektoren (weile Pfeile) ; A1 — Detailansicht der Grenzflachen-
stromungen; B - COMSOL-Modell: Darstellung der Druckverhaltnisses; B1 — Detailansicht der Druckver-
héltnisse an der Grenzflache des sich bildenden Tropfens.

Phase 3:

Durch die weitere Einleitung der dispersen Phase vergroRert sich die Tropfenkontur hinter dem Kanal-
kreuz (s. Abb. 5.7, A). Die Ausbreitung des sich bildenden Tropfens verengt den Strémungskorridor
der kontinuierlichen Phase zunehmend. Infolgedessen erhdht sich die Stromungsgeschwindigkeit der
kontinuierlichen Phase an der Verengung (s. Abb. 5.7, A). Der sich bildende Tropfen dringt weiter in
den Hauptkanal vor und dehnt sich in Strémungsrichtung aus. Hierdurch verlangert sich der Strom-
ungskorridor der kontinuierlichen Phase um den sich bildenden Tropfen (s. Abb. 5.7, A). Der durch die
Einleitung der kontinuierlichen Phase auf die Verbindung der dispersen Phase wirkende Druck ver-
ringert sich, da der Raum, der der kontinuierlichen Phase zur Verfliigung steht, durch die Verengung
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der Verbindung zunimmt (s. Abb. 5.7, B). Der geringere Druck wirkt hierbei jedoch auf eine gréRere
Flache (Kraft = Druck x Flache). Es beginnt ein Wettstreit zwischen der Kohésion, die die disperse
Phase zusammenhalt, und der Oberflaichenspannung, die bewirkt, dass der sich bildende Tropfen eine
minimale Oberflache im Verhaltnis zum Volumen einnimmt. Die Wirkung der Kohasion wird durch die
Verengung der Verbindung gemindert und die Oberflachenspannung gewinnt an Dominanz.

[ | ET T .
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Abb. 5.7: Tropfenbildung mit einem Kanalkreuz (dux = 1000um, dsx = 300um) wahrend der Tropfenbildung
(Phase 3) bei einer Férderrate der kontinuierlichen Phase (PFD) von Qi = 1000 pl/min und der dispersen
Phase (DMEM) von Qg = 200 pl/min, A — COMSOL-Modell: Darstellung der Volumenanteile (blau = PFD,
rot = DMEM) und der Stromungsvektoren (weilRe Pfeile); B— COMSOL-Modell: Darstellung der Druckver-

haltnisse.

Phase 4:

Durch die beschriebenen Effekte gewinnt die Oberflachenspannung letztendlich die Oberhand lber
die Kohasion und die Verbindung zwischen dem sich bildenden Tropfen und der dispersen Phase vor
dem Kanalkreuz reiRt ab. Durch die Oberflachenspannung formt sich ein Tropfen, der in Bezug auf
sein Volumen eine minimale Oberfldche aufweist. Ist der gebildete Tropfen bezliglich seines Durch-

messers grofSer als der Kanal, ist die Form der minimalen Oberflache ein Zylinder mit konvexen Enden
(s. Abb. 5.8, A und Al).
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Abb. 5.8: Tropfenbildung mit einem Kanalkreuz (dux = 1000um, dsx = 300um) nach der Tropfenbildung
(Phase 4) bei einer Férderrate der kontinuierlichen Phase (PFD) von Qi = 1000 pl/min und der dispersen
Phase (DMEM) von Qg = 200 pl/min, A - COMSOL-Modell: Darstellung der Volumenanteile (blau = PFD,
rot = DMEM) und der Stromungsvektoren (weiRe Pfeile) ; A1 — Detailansicht des gebildeten Tropfens ;
B — COMSOL-Modell: Darstellung der Druckverhaltnisse im FMS; B1 und B2 — Detailansicht der Druckver-
héltnisse zwischen Grenzflache des Tropfens und der Kanaloberflache.
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Der durch die Krimmung der Oberflache hervorgerufene Laplace-Druck innerhalb des Tropfens und
das Bestreben der Oberflachenspannung diese zu minimieren fiihren zu einem Druck auf den Film der
kontinuierlichen Phase an der Kanaloberflache (s. Abb. 5.8, B). Dieser Druck wird tiber den Film der
kontinuierlichen Phase auf die Kanaloberflache tibertragen (s. Abb. 5.8, B1 und B2). Aus dieser Be-
schreibung wird ersichtlich, welche Effekte fir die Tropfenbildung relevant sind.

5.4 Charakterisierung der Tropfengenerierung

Um die Reproduzierbarkeit beurteilen und relevante EinflussgroRen charakterisieren zu kénnen,
wurden umfangreiche mikrofluidische Untersuchungen durchgefiihrt. Im Vordergrund stand in die-
sem Abschnitt der Einfluss der Volumenstrome der eingesetzten Fluide und der Einfluss der Kanal-
anordnung (FMS-Design) auf die Tropfengenerierung. Zudem lag das Augenmerk auf der Bestandig-
keit der Beschichtung.

Zur Ermittlung der Reproduzierbarkeit mikrofluidischer Verfahren ist es erforderlich, vergleichbare
Untersuchungen durchfiihren zu kdnnen. Soll ein Parameter identifiziert werden, darf nur dieser
durch die Variation einer Komponente beeinflusst werden. Insbesondere fiir solche Untersuchungen
ist die entwickelte Plattform pradestiniert. Durch die definierten Abstdande der Baugruppen zuein-
ander und den modularen Aufbau kdnnen die erforderlichen Voraussetzungen fiir vergleichende
Untersuchungen garantiert werden.

FMS-Design:

Zur Bewertung der Reproduzierbarkeit in Abhangigkeit zur Kanalanordnung wurden finf FMS-Designs
entwickelt und untersucht (s. Abb. 5.9, 1-5). Die Entwiirfe unterscheiden sich in der Art der Tropfen-
generierung. Die Entwiirfe umfassten sowohl Anderungen der Anzahl der Seitenkanile als auch der
Winkel, mit denen die kontinuierliche Phase in die Tropfengenerierungszone eingeleitet wird.

Abb. 5.9: Photographie der fiinf untersuchten FMS-Designs zur Tropfengenerierung; engl.: 1 und 2 Junc-
tion; 3 bis 5 Flow — Focusing.

Zwei der flinf FMS weisen einen Seitenkanal oder zwei Seitenkanale im 45° Winkel zum Hauptkanal
auf (s. Abb. 5.9, 2 und 3), die Ubrigen drei FMS (s. Abb. 5.9, 1, 4 und 5) einen oder zwei Seitenkanile
im 90° Winkel. Zwei FMS (s. Abb. 5.9, 1 und 2) verfligen Gber einen Seitenkanal, drei FMS (s. Abb. 5.9,
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3,4 und 5) Gber zwei Seitenkanile. Bei allen FMS zur Tropfengenerierung sind die Seitenkanéle mittig
zur Lange des Hauptkanals angeordnet.

Die FMS (s. Abb. 5.9, 1, 2, 3 und 4) werden aus einem Boden- und einem Deckelelement gebildet. Die
flinfte FMS-Variante (s. Abb. 5.9, 5) benétigt ein Kegelelement (s. Abb. 5.10) als weitere Komponente
zur Tropfengenerierung.

K gher £

i ! b il D
Abb. 5.10: Fiinftes FMS-Design; engl.:3D Flow — Focusing; A — Photographie der Tropfengenerierung mit PFD
(farblos, Qx = 250ul/min) und DMEM (rot, Qq = 50 pl/min); B — Detaildarstellung (3D-Modell),
1: Bodenelement des FMS, 2: Hauptkanal, 3: Seitenkanal, 4: Kegelelement, 5: Ringspalt.

Durch die Montage der FMS-Elemente (Boden/Deckel) mit dem Kegelelement bildet sich an der
Tropfengenerierungszone ein im Winkel von 45° zum Hauptkanal ausgerichteter, 360° umspannender
Ringspalt (s. Abb. 5.10, A5) aus. Hierdurch wird eine den Hauptkanal vollstdndig umspannende Einlei-
tung des Separationsmediums in die Tropfengenerierungszone erméglicht. Der Spalt weist im mon-
tierten Zustand am Ubergang zum Hauptkanal eine Breite von 300 pm auf. Durch diese Ausfiihrung
des Uberganges erfolgt die Tropfengenerierung bei diesem FMS als sogenanntes 3D Flow-Focusing.
Die Breite des Ringspaltes (lzs) von 300 um wurde so gewahlt, dass die Einleitung des Separationsme-
diums von den Dimensionen vergleichbar ist mit denen der Gbrigen FMS. Dieser Ansatz wurde ge-
wahlt, um bei der Ermittlung von EinflussgréBen nur einen Unterschied in der Art der Einleitung
hervorzurufen.

Nachfolgend sind die geometrischen Spezifikationen der fiinf FMS aufgefiihrt. Zudem werden den
Systemen Bezeichnungen zugewiesen, die sich aus der Art der Tropfengenerierung ergeben (s. Tab.
5.4).Bei allen FMS-Designs wurde der Hauptkanal verwendet, um die wassrigen Proben (disperse
Phase) zur Tropfengenerierungszone zu leiten. Die Tropfengenerierung mit den finf FMS unter-
scheidet sich somit nur beziglich der Einleitung der kontinuierlichen Phase (45° oder 90°, einen
Seitenkanal, zwei Seitenkandle oder ein Ringspalt). AbschlieBend wird angemerkt, dass beim flinften
FMS (s. Abb. 5.10) die Seitenkanéle (s. Abb. 5.10, B3) im 90° Winkel zum Hauptkanal (s. Abb. 5.10, B2)
ausgerichtet sind, die Einleitung der kontinuierlichen Phase durch das Kegelelement (s. Abb. 5.10, B4)
jedoch lber den Ringspalt (s. Abb. 5.10, B5) im 45° Winkel erfolgt.
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Tab. 5.4: Kennzeichnung der untersuchte FMS-Designs.

FMS Nr. Beschreibung Dimension Bezeichnung | Referenz |Piktogramm
Abb. 5.7,
1 ein 90° Seitenkanal 1D (junction) 1D 90° FMS NI 1
Abb. 5.7,
2 ein 45° Seitenkanal 1D (junction) 1D 45° FMS NI 2
zwei 2D (flow- Abb. 5.7,
3 2D 90° FMS
90° Seitenkanile focusing) Nr. 3
zwei 2D (flow- Abb. 5.7,
4 2D 45° FMS
45° Seitenkandle focusing) Nr. 4
zwei
3D (flow- Abb. 5.7,
5 90° Seitenkanale auf { . 3D 45° FMS
- ) focusing) Nr. 5
einen 45° Ringspalt

Regime zur Ermittlung des Einflusses des FMS-Designs und der Férderraten auf die Tropfen-

generierung:

Zur Gewadbhrleistung standardisierter Bedingungen wurde eine einheitliche Versuchsreihe definiert, die
nachfolgend beschrieben wird: Es wurde je eine Versuchsreihe mit den verschiedenen FMS-Designs
zur Tropfengenerierung durchgefiihrt. Durch die Gegenliberstellung der Ergebnisse wird der Einfluss
der Standzeit, des FMS-Designs und der Forderraten auf die Reproduzierbarkeit und auf die Bestan-
digkeit der Beschichtung charakterisiert.

Die Untersuchungen erfolgten mit der mikrofluidischen Plattform in der aufgefiihrten Anordnung (s.
Kapitel 3). Jedes der zu untersuchenden FMS wurde mit dem beschriebenen Atmospharendruck-
Plasmaverfahren beschichtet (s. Kapitel 4.1.1). Zu Beginn einer Versuchsreihe wurde das entsprech-
ende FMS an der vorgesehenen Position in die Plattform integriert (s. S. 26, Abb. 3.2, A2) und die
gesamte Plattform mit PFD befullt. Zur Gewahrleistung identischer Versuchsbedingungen wurde die
Plattform fir eine definierte Zeitspanne von mindestens 2 h mit PFD konditioniert.

Zur Ermittlung des Einflusses der Forderraten auf die Tropfengenerierung wurden unterschiedliche
Forderratenverhaltnisse zwischen der kontinuierlichen und der dispersen Phase festgelegt. Hierfir
erfolgten die Untersuchungen bei drei verschiedenen Forderraten der kontinuierlichen Phase Qi von
250, 500 und 1000 pL/min und je drei unterschiedlichen Forderratenverhéltnissen zur dispersen
Phase Qqvon 10/1, 5/1, und 2,5/1. Somit wurden mit jedem FMS neun Forderratenkombinationen
untersucht. Um die Reproduzierbarkeit der Tropfengenerierung in Abhangigkeit zu den Férderraten
zu untersuchen, wurden Experimente mit den neun Kombinationen in einer definierten Reihenfolge
durchgefiihrt. Die Experimente mit den neun Kombination, die den 1. Lauf darstellen, begannen mit
der Forderratenkombination 250/25 ul/min (Q«/Qq) und endeten mit der Kombination 1000/400

ul/min (Q«/Qq) (s. Tab. 5.5).

Um die Reproduzierbarkeit zweier identischer Férderratenkombinationen, die zeitlich aufeinander
folgen, beurteilen zu konnen, wurden exemplarisch die Liufe mit einem Férderratenverhaltnis von
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5/1 direkt nacheinander wiederholt, welche dem 2. Lauf zugeordnet werden. Folglich wurden im
Rahmen der zwei Laufe zwolf Experimente mit demselben FMS durchgefiihrt. Diese Experimente
werden der 1. Serie zugeordnet. Um eine zeitliche Verdnderung der Beschichtungseigenschaft tiber
einen langeren Zeitraum zu bericksichtigen und deren Stabilitat zu untersuchen, wurde die beschrie-
bene Abfolge der Experimente nach der Beendigung der 1. Serie in ihrer Gesamtheit wiederholt. Die
Wiederholdung aller Laufe der 1. Serie bildet die 2. Serie und beinhaltet den 3. und 4. Lauf. Der Zeit-
verzug zwischen der 1. und der 2. Serie betrug ca. 48 h. Im Rahmen einer Versuchsreihe wurden so
Uber mehrere Tage insgesamt 24 Experimente (24 Laufe) mit jedem FMS durchgefiihrt (s. Tab. 5.5). In
den Zeitrdumen zwischen den Experimenten wurde das fluidische System vollstandig mit der kontinu-
ierlichen Phase PFD gefillt.

Tab. 5.5: Regime zur Untersuchungen der Tropfengenerierung.

Serie 1 Serie 2

1. Lauf 2. Lauf 3. Lauf 4. Lauf
Forderraten- . .
verhiltnis Experiment | Férderraten- | Forderraten- || Férderraten- | Férderraten- | Experiment
Q. / Qu Nr. Kombination | Kombination | Kombination | Kombination Nr.

Qc/Qq Qc/ Qg Qc/ Qq Qc/ Qq
10 / 1 1 250 / 25 250 / 25 13
5 / 1 2-3 250 / 50250 / 50250 / 50250 / 50 14 - 15
25 / 1 4 250 / 100 250 / 100 16
0 / 1 500 / 50 500 / 50 17
5 / 1 6-7 500 / 100 500 / 100 500 / 100 500 / 100 18-19
25 /1 8 500 / 200 500 / 200 20
10 / 1 9 1000 / 100 1000 / 100 21
5 / 1 10-11 1000 / 2001000 / 2001000 / 200|1000 / 200 22-23
25 / 1 12 1000 / 400 1000 / 400 24

Einzellauf Einzellauf Einzellauf Einzellauf

Abweichung Kurzzeit Kurzzeit
Langzeit

Zur Beurteilung der Reproduzierbarkeit der Tropfengenerierung in Abhangigkeit von der Standzeit
wurden drei unterschiedliche zeitabhangige Standardabweichungen definiert:

1. Einzellaufabweichung (Standardabweichung fiir einen einzelnen Lauf, ein Experiment)

2. Kurzzeitabweichung (Standardabweichung fiir zwei direkt aufeinanderfolgende Laufe mit der
gleichen Forderratenkombination und einem Forderratenverhéltnis von 5/1, Standardab-
weichung Gber den 1. und 2. sowie den 3. und 4. Lauf)

3. Langzeitabweichung (Standardabweichung liber alle vier Laufe (Experimente der 1. Serie und
2. Serie) mit der gleichen Forderratenkombination)

Die Beurteilung der Reproduzierbarkeit erfolgte anhand der durchschnittlich generierten Tropfen-
volumina und auf der Basis des prozentualen Variationskoeffizienten (VK-Wert). Die aufgefiihrte
Vorgehensweise ermoglicht eine vielfaltige Beurteilung der Einflisse auf die Reproduzierbarkeit der
Tropfengenerierung und die Stabilitat der Beschichtung. Bei jeder Versuchsreihe wurden die Laufe
entsprechend der Reihenfolge der Experiment-Nr. nacheinander untersucht.
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Um eine ausreichend hohe Anzahl an Tropfen in die Bewertung aufnehmen zu kénnen, wurde fir die
Liufe mit einer niedrigen Forderrate der kontinuierlichen Phase (z.B. bei Qx = 250 pl/min) eine mini-
male Laufzeit fiir den entsprechenden Lauf von 17 min festgelegt. Bei hoheren Forderraten wurde die
Laufzeit auf einen Minimalwert von 9 min reduziert. Diese Vorgehensweise war dem zeitlichen Auf-
wand und dem Medienverbrauch geschuldet. In Abhangigkeit von den Forderratenkombinationen
und dem FMS-Design wurden wahrend der Laufzeit eines Experimentes ca. 390 bis 4850 Tropfen
generiert. Wahrend einer Versuchsreihe (Dauer ca. 4 Tage) wurden mit jedem der untersuchten FMS
durchschnittlich ca. 6 h Tropfen generiert. Die Gestaltung der Versuchsdurchfiihrung orientierte sich
anvergleichbaren Untersuchungen aus der Literatur [159-163]. Jedoch wurden die Kanalquerschnitte
und die Forderraten an die Bedirfnisse scherkraftempfindlicher Zellkulturen angepasst.

Alle Untersuchungen zur Charakterisierung des Einflusses der Standzeit, des FMS-Designs und der
Forderraten wurden mit DMEM der Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Produkt Nummer D5523) durchge-
fuhrt. Hierbei handelt es sich um ein standardisiertes Nahrmedium in der Zellkulturtechnik, welches
haufig zur Zellkultivierung eingesetzt wird. Es enthalt eine Vielzahl von Inhaltsstoffen, wie anorgan-
ische Salze, Vitamine, Aminosduren und Natriumpyruvat. Dem Ndhrmedium wurden zusatzlich 5 g/l
D-Glucose, 2 mmol/I L-Glutamin, 1% v/v eines Antibiotikagemisches aus Penicillin und Streptomycin
sowie 10 % v/v fetales Kalberserum (FBS) und 0,1%(v/v) Phenolrot zugesetzt. Durch die Zusammen-
setzung stellt DMEM ein liberaus anspruchsvolles Probenmedium fiir mikrofluidische Verfahren dar.
Fir die Untersuchungen zur Beurteilung der Reproduzierbarkeit wurde nur zellfreies DMEM einge-
setzt. Nach Abschluss einer vollstandigen Versuchsreihe mit einem FMS wurden alle Schlduche, die
mit dem DMEM in Kontakt kamen, gewechselt und das nachste FMS untersucht.

5.4.1 Einfluss der Standzeit

Zunachst erfolgt die Beurteilung der Reproduzierbarkeit der Tropfengenerierung und der Stabilitat
der Beschichtung anhand des Einflusses, den die Standzeit der FMS auf die Tropfengenerierung aus-
Ubt. Reprasentativ fiir alle durchgefiihrten Versuchsreihen werden die Ergebnisse mit dem 1D 45° und
dem 2D 90° FMS verglichen. Zur Veranschaulichung wurden die wahrend eines Laufes generierten
Topfenvolumina gemittelt und den zugehérigen Standardabweichungen der einzelnen Laufe (Einzel-
laufverhalten) gegentibergestellt (s. Abb. 5.11). Zur Beurteilung sind die Ergebnisse aller Ldufe mit den
Forderratenkombinationen von 250/50, 500/100 und 1000/200 pl/min (je ein Block im Diagramm)
aufgetragen. Das entspricht allen Laufen mit einem Forderratenverhaltnis von 5/1. Zur Beurteilung
des Einflusses der Standzeit sind die VK-Werte fiir alle Liufe einer Férderratenkombination (Langzeit-
abweichung) seitlich an den drei Blocken aufgetragen.

Zum Verstandnis des zeitlichen Ablaufes sei erwdhnt, dass die linke Sdule im Diagramm (1. Lauf,
250/50) immer den dritten Lauf und die rechte Saule (4. Lauf, 1000/200) den vorletzten Lauf einer
Versuchsreihe reprasentieren. Der 1. und 2. sowie der 3. und 4. Lauf eines Blocks (z.B. bei der Forder-
ratenkombination von 250/50) wurden direkt hintereinander untersucht (Kurzzeitverhalten). Zwi-
schen den 2. und 3. Lauf erfolgten die weiteren Untersuchungen einer Versuchsreihe, somit die Laufe
der lbrigen Férderratenkombinationen. Das entspricht je zehn Laufen zwischen der zweiten und
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dritten Saule eines Blocks. Hierdurch kann die Reproduzierbarkeit der Tropfengenerierung in Bezug zu
den verschiedenen Forderraten und der zeitlichen Bestandigkeit der Beschichtung analysiert werden.

A 1. 2. [ 3. 4. Lauf B 1. 2. . 4. Lauf
1000 1000
! gl 8,5% AN
900 | 900 .
] [
1 + 1 }3.3%
800 | gl 800 - LR PR R
— 1 6,1% — 2,6%
= 700: e £ 700 § e
= ] ]2,0% — ]
= ! e = &5 11,8%
600 1 600 1
500 | 500 1
400 - . 400 :
250/50 500/100 1000 /200 250/50 500/100 1000 /200
Qc/Qq -] Qs / Qg

Abb. 5.11: Gegeniiberstellung der mittleren Tropfenvolumina und der entsprechenden Standardabweich-
ungen aller Liufe bei den Férderratenkombinationen von 250/50, 500/100 und 1000/200. Fir jede Forder-
ratenkombination (je ein Block) sind die VK-Werte fiir die Langzeitabweichung aufgetragen;

A—1D 45° FMS; B—2D 90° FMS.

Einfluss auf die Reproduzierbarkeit des Tropfenvolumens:

Die aufgefiihrten Ergebnisse zeigen, dass durch eine Erhéhung der Forderraten im gleichen Verhaltnis
die Volumina der Tropfen signifikant verringert werden. Die Betrachtung der Standardabweichung der
einzelnen Laufe (Einzellaufabweichung) zeigen allgemein eine geringe Schwankungsbreite. So lagen
die VK-Werte beim 1D 45° FMS in einem Bereich von 1,1 bis 2,1% und beim 2D 90° FMS in einem
Bereich von 1,4 bis 2,1 %.

Betrachtet man die Reproduzierbarkeit der direkt aufeinanderfolgenden Laufe (1. und 2. Lauf sowie 3.
und 4. Lauf, Kurzzeitabweichung), so weisen diese unabhangig von der Férderratenkombination eben-
falls nur eine geringe Schwankung von 1,2 bis 2,0 % beim 1D 45° FMS und von 1,5 bis 1,9 % beim
2D 90° FMS auf.

Die Reproduzierbarkeit tber alle vier Laufe einer Férderratenkombination (Langzeitabweichung) zeigt
jedoch merkliche Unterschiede hinsichtlich des Einflusses der Forderraten. Auch ist ein Einfluss des
FMS-Designs erkennbar. Es wird ersichtlich, dass sich das mittlere Tropfenvolumen vom 1. und 2. Lauf
zum 3. und 4. Lauf bei der Férderratenkombination von 250 / 50 uL/min im Mittel beim 1D 45° FMS
(s. Abb. 5.11, A) um 8,5 % und beim 2D 90° FMS (s. Abb. 5.11, B) um 3,3 % verringert. Dies sind vor
allem beim 1D 45° FMS erhebliche Schwankungen und zeigen, dass keine solide Vergleichbarkeit bei
Anwendungen mit diesen Férderraten Gber einen langeren Zeitraum moglich ist.

Unabhangig vom gewahlten FMS zur Tropfengenerierung nimmt die Schwankungsbreite von den
niedrigen Forderratenkombinationen (250/50 pl/min) zu den héheren (1000/200 pl/min) ab (s. Abb.
5.11). Aligemein ist die Schwankungsbreite beim 2D 90°FMS deutlich geringer als beim 1D 45° FMS.
Betrachtet man die Reproduzierbarkeit aller vier Laufe bei einer Férderratenkombination von
1000/200 pl/min, sind die Schwankungen mit 2,0 % (1D 45° FMS) und 1,8 % (2D 90°FMS) deutlich
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geringer. Beide FMS zeigen hierbei eine fiir analytische Anwendungen vertretbare Schwankungsbreite
Uber einen langeren Zeitraum.

Die Beobachtungen hinsichtlich der Reproduzierbarkeit lassen sich in Bezug zur Standzeit vom
1D 45° FMS weitestgehend auf die des 1D 90° FMS (ibertragen, wobei hier die Schwankungen zumeist
geringer ausfallen. Das 2D 45° FMS weist zwischen dem 2. und 3. Lauf eine merklich geringere Volu-
mendnderung auf. Betrachtet man hier die Schwankungsbreite der drei Blécke (250/50, 500/100 und
1000/200 pl/min), liegen diese tiber alle vier Durchlaufe zwischen 2 % bis 2,7 %.

Das 3D 45° FMS hingegen entzieht sich vollstdndig dem Trend, dass zwischen dem 2. und 3. Lauf eine
markante Volumenverringerung auftritt. Vielmehr schwankt das mittlere Tropfenvolumen bei allen
vier Laufen einer Forderratenkombination um einen gemeinsamen Mittelwert, wobei die Volumen-
schwankung mit 2,5 % bis 4,7 % starker ausfallt.

5.4.2 Einfluss des FMS-Design

Der Einfluss der Kanalanordnung auf die Tropfengenerierung wird auf der Basis einer Gegeniiber-
stellung der Ergebnisse mit allen fiinf FMS-Designs beurteilt. Die Beurteilung des Tropfenvolumens
und deren Reproduzierbarkeit erfolgt stellvertretend fiir alle durchgefiihrten Untersuchungen anhand

der Ldufe mit einem Forderratenverhéltnis von 5/1.

Schon die Betrachtung der Tropfengenerierung zeigt, welchen Einfluss das FMS-Design auf die Trop-
fenbildung ausibt (s. Abb. 5.12). Mit der Zunahme der Dimensionen, mit der die kontinuierliche
Phase in die Tropfengenerierungszone eingeleitet wird, nimmt das Tropfenvolumen ab. Vor allem
beim Vergleich der Tropfengenerierung mit den 1D FMS (s. Abb.5.12, B1 und B2) und dem 3D FMS (s.
Abb. 5.12, B5) wird dieser Zusammenhang ersichtlich.

Abb. 5.12: Photographie der Tropfengenerierung der finf unterschiedlichen FMS-Designs bei einer Forder-
ratenkombination von 250/50 pl/min; disperse Phase (rot, DMEM); kontinuierliche Phase (farblos, PFD)
A —vor dem Tropfenabriss; B—nach dem Tropfenabriss; 1 — 1D 90° FMS; 2 — 1D 45° FMS; 3 — 2D 90° FMS;
4 —-2D 45° FMS; 5 - 3D 45° FMS.

Zur genauen Beurteilung wurden die Tropfenvolumina aller vier Laufe fir die Forderratenkombina-
tionen 250/50, 500/100 und 1000/200 pl/min gemittelt und mit den entsprechenden VK-Werten fiir
die Langzeitabweichung aufgetragen (s. Abb. 5.13).
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Einfluss auf das Tropfenvolumen:

Die Ergebnisse zeigen, dass es erhebliche Unterschiede bei der Generierung der Tropfen in Abhang-
igkeit von den Winkeln der Seitenkanale sowie deren Anzahl und Ausfiihrungen gibt (s. Abb. 5.13).
Obwohl die Stromungsgeschwindigkeit der kontinuierlichen Phase (PFD) mit den Dimensionen der
Einleitung in die Tropfengenerierungszone (1D, 2D und 3D) abnimmt, verursacht die Einleitung des
PFD von mehr als einem Seitenkanal eine starkere Fokussierung und fiihrt folglich zu einer inten-
siveren Abschniirung des sich entwickelnden Tropfens. Dadurch verringert sich das Tropfenvolumen
signifikant.

Zusatzlich beeinflusst der Winkel, mit dem das PFD in die Tropfengenerierungszone eingeleitet wird,
ebenfalls das Tropfenvolumen. Mit der Abnahme des Winkels zwischen dem Seitenkanal und dem
Hauptkanal von 90° auf 45° verringert sich das Tropfenvolumen (s. Abb. 5.13).
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Abb. 5.13: Gegenliberstellung der gemittelten Tropfenvolumen und der Standardabweichung (Langzeit-
abweichung) in Bezug zu den finf untersuchten FMS-Designs fiir die Forderratenkombinationen 250/50,
500/100 und 1000/200 bei einem Fdrderratenverhaltnis von 5/1.

Dieser Effekt konnte sowohl fiir einen Seitenkanal als auch fiir zwei Seitenkandle beobachtet werden.
Jedoch ist dieser Zusammenhang nur bei den Férderratenkombinationen von 500/100 und 1000/200
erkennbar. Bei niedrigen Férderraten (250/50) liegen die Tropfenvolumina bei den 1D und den 2D
FMS auf einem vergleichbaren Niveau.

Aufgrund des geringeren Winkels von 45° sind die Tangentialkrafte in Stromungsrichtung starker und
die Tropfen werden im Gegensatz zu den 90° FMS zusatzlich von der Tropfengenerierungszone in
Stromungsrichtung verdrangt. Dies fihrt zu einem beschleunigten Abriss des Tropfens im Vergleich zu
den 90° FMS. Zudem ist dieses Phdnomen bei 1D FMS starker ausgepragt als bei den 2D FMS.

Einfluss auf die Reproduzierbarkeit des Tropfenvolumens:

Der Einfluss des FMS-Designs auf die Reproduzierbarkeit des Tropfenvolumens ist weniger deutlich zu
erkennen wie der Einfluss auf das Tropfenvolumen selbst. Die Ergebnisse zeigen in Bezug zur Repro-
duzierbarkeit (s. Abb. 5.13), dass die Standardabweichung (Langzeitabweichung) bei den 2D FMSim
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Vergleich zu den 1D FMS deutlich geringer ausfallt, mit Ausnahme der Laufe mit hoher Strémungs-
geschwindigkeit (1000/200 pl/min). Hierbei ist die Standardabweichung des Tropfenvolumens fiir das
1D 45° FMS zum einen deutlich geringer als fiir das 1D 90° FMS und zum anderen geringer als fiir das
2D 45° FMS. Fir das 3D 45° FMS wurde in Bezug zu den Férderratenkombinationen ein entgegen-
gesetztes Verhalten beobachtet. Mit der Zunahme der Strémungsgeschwindigkeit der beteiligten
Fluide erhohte sich die Standardabweichung.

Der Winkel (90° und 45°) und die Ausfiihrung der PFD-Einleitung (1D, 2D und 3D) beeinflussen die
Reproduzierbarkeit des Tropfenvolumens und werden fiir die Forderratenkombination 1000/200
ul/min genauer diskutiert, da hierbei keine signifikante Volumendifferenz bei der Tropfengenerierung
im Vergleich zu den vier gemittelten Laufen auftrat (s. S. 39, Abb. 5.11).

PFD zeigt eine hohe Affinitat zur Anlagerung an die plasmabeschichtete Kanaloberflache (Kontakt-
winkel des PFD zur Oberflache > 20°). Dies fuhrt zur Bildung eines diinnen PFD-Films auf der Kanal-
oberflache. Dieser Film verhindert, dass die Tropfen die Kanaloberflache berihren [153, 164]. Das
Vorhandensein eines solchen schiitzenden PFD-Films wurde in Experimenten nachgewiesen, in denen
die Oberflachen des FMS vor dem Einsatz nicht mit PFD in Kontakt kamen. In diesen Experimenten
wurde eine direkte Interaktion der dispersen Phase mit der beschichteten Kanaloberflache beob-
achtet. Diese Wechselwirkung wurde nicht beobachtet, wenn das FMS vor der Einleitung der disper-
sen Phase mit PFD durchstrémt wurde und sich ein schiitzender PFD-Film gebildet hatte [165]. Auch
hat die Stromungsgeschwindigkeit der Tropfensequenz einen Einfluss auf die Dicke des Filmes. Unter-
suchungen mit bildgebenden Verfahren (Imaging-System, Medea AV Multimedia und Software
GmbH) zeigen, dass die Dicke des PFD-Films durch eine Erhdhung der Stromungsgeschwindigkeit
zunimmt (s. Abb. 5.14).

A. - : c —

Abb. 5.14: Einfluss der Stromungsgeschwindigkeit auf die Tropfenform und die Dicke des PFD-Film. Die
Tropfen wurden mit einem 2D 90° FMS bei einer Forderratenkombination von 250/50 pl/min generiert. Die
Aufnahmen erfolgten mit einem Imaging-System in einem FEP-Schlauch (d; = 1mm); A — ruhender Trop-
fen; B — Tropfen bei einer mittleren Strémungsgeschwindigkeit v von 1,06 mm/s (Qx = 50 pl/min); C—
v=4,24 mm/s (Qx = 200 pl/min); D—v =10,61 mm/s (Qx = 500 pl/min) ; E—v=21,22 mm/s
(Qk = 1000 pl/min).

Die Untersuchungen mit den 1D FMS haben gezeigt, dass durch die einseitige Einleitung der konti-
nuierlichen Phase die disperse Phase gegen die diametrale Kanaloberflache gedriickt wird. Der resul-
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tierende Druck beeinflusst die Ausbildung des PFD-Films auf der Kanaloberflache und kann Wechsel-
wirkungen zwischen der dispersen Phase und der Kanaloberflaiche zur Folge haben. Bei der
90° Einleitung der kontinuierlichen Phase ist die Druckkomponente gegen die Kanaloberflache (in x-
Richtung) groRer als bei einer 45° Einleitung (s. S. 72, Abb. 5.12, A1 und 2). Zudem fiihrt im Fall der
45° Einleitung die starkere Druckkomponente in z-Richtung zu einem schnelleren und reproduzier-
bareren Tropfenabriss (s. S. 72, Abb. 5.12, A3 und 4). Die Effekte, die bei der Tropfengenerierung mit
dem 2D- und 3D-FMS beobachtet wurden, werden im nachsten Abschnittim Zusammenhang mit dem
Einfluss der Forderraten diskutiert.

5.4.3 Einfluss der Forderraten

Zur weiteren Analyse des Tropfengenerierungsprozesses wurden die untersuchten Forderratenkom-
binationen in lhrer Gesamtheit herangezogen. Die vergleichende Betrachtung der Tropfengenerierung
im 2D 90° FMS (s. Abb. 5.15; A) und der zugehorigen Tropfensequenz im Speichermodul (s. Abb. 5.15,
B) vermitteln einen Eindruck, wie sich die Variation der Férderraten auf das Tropfenvolumen und
deren Abstdande zueinander auswirkt.

250/25 pl/min (10/1) 250/50 pl/min (5/1) 250/100 pl/min (2,5/1)

[N
Abb. 5.15: Photographle der Tropfengenerlerung mit dem 2D 90° FMS bei drei unterschiedlichen Forder-
ratenkombinationen von 250/25, 250/50 und 250/100 ul/min; A — Tropfengenerierung im FMS;
B — gebildete Tropfensequenz im Speichermodul.

Bei einer konstanten Forderrate der kontinuierlichen Phase Qx und einer schrittweisen Verdoppelung
der Forderrate der dispersen Phase Q4 nimmt das Volumen zu und die Abstande zwischen den Trop-
fen verringern sich (s. Abb. 5.15). Der Einfluss der Forderraten auf die Tropfengenerierung wurde in
der Literatur beschrieben [166-168]. Diese Untersuchungen beziehen sich jedoch auf Mikrokanale mit
kleineren und zumeist rechtwinkligen Dimensionen. Eine Vielzahl von Untersuchungen erfolgt mit
Tensiden oder es handelt sich um rein simulative Untersuchungen.
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Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete Prinzip des ,,montier- und demontierbaren Fluidmikro-
systems” [154] unterscheidet sich in wesentlichen Eigenschaften von den in der Literatur beschrie-
benen mikrofluidischen Systemen und wurde aus diesem Grund, auch unter dem Aspekt der ange-
strebten Anwendung (s. Kapitel 1.4), weitergehend untersucht.

Einfluss auf das Tropfenvolumen:

In einem weiteren Schritt wird untersucht, wie sich die Anderung nur einer Férderrate der beteiligten
Phasen auf die Entwicklung des Tropfenvolumens auswirkt. Hierfir wurden geeignete Forderraten-
kombinationen ausgewéhlt, um den Einfluss einer Anderung der Férderung sowohl der dispersen
Phase (s. Abb. 5.16, A) als auch der kontinuierlichen Phase (s. Abb. 5.16, B) bewerten zu kdnnen. Dazu
wurden die gemittelten Tropfenvolumina und die Standardabweichung (Langzeitabweichungen) der
entsprechenden Férderratenkombinationen gegenlibergestellt. Die Bewertung der Trends erfolgte
anhand geeigneter Regressionen.
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Abb. 5.16: Gegenliberstellung des Einflusses der Férderraten auf das Tropfenvolumen und der ermittelten
Regressionen aller FMS-Designs; A — Tropfenvolumen in Abhangigkeit zur Forderrate der dispersen Phase
bei einer konstanten Férderrate der kontinuierlichen Phase von 1000 pl/min; B — Einfluss der Forderrate der
kontinuierlichen Phase auf das Tropfenvolumen bei einer konstanten Forderrate der dispersen Phase von
100 pl/min.

Bei konstanter Forderung der kontinuierlichen Phase Qx (1000 pl/min) flihrt ein proportionaler An-
stieg der Forderung der dispersen Phase Qg (100, 200 und 400 pl/min) zu einer Zunahme des Trop-
fenvolumens. Dagegen flihrt die proportionale Erhohung der Forderrate der kontinuierlichen Phase

Q« (250, 500 und 1000 pl/min) bei gleichbleibender Férderung der dispersen Phase Qg (100 pl/min) zu

einer Verringerung des Tropfenvolumens.

Im untersuchten Forderratenbereich erfolgt die Zunahme des Tropfenvolumens mit zunehmender
Forderrate der dispersen Phase Qq linear, wahrend sich das Tropfenvolumen mit steigender Férder-



5 Tropfengenerierung 77

ung der kontinuierlichen Phase Qi logarithmisch verringert. Diese Korrelationen sind aus der Literatur
bekannt [169-173] und konnten hier im Rahmen der eigenen Untersuchung bestatigt werden.

Die hier beschriebenen Untersuchungen dienten in erster Linie der Ermittlung der Reproduzierbarkeit
der Tropfengenerierung unter dem Einfluss der Laufzeit, des FMS-Design und der Férderraten. Aus
diesem Grund wurden mit jedem FMS-Design neun Férderratenkombinationen im Rahmen zeit- und
materialintensiver Experimente untersucht (mehrere unabhangige Laufe mit einer ausgepragten Lauf-
zeit und einer hohen Anzahl an Tropfen). Deshalb wurden nur die Ergebnisse der Experimente von je
drei Forderratenkombinationen zur Bewertung des Trends beriicksichtigt. Es ist bekannt, dass fiir eine
Beurteilung linearer oder logarithmischer Zusammenhange drei Messpunkte die geringstmogliche
Datenbasis darstellen. Da diese drei Messpunkte jedoch aus einer hohen Anzahl von Daten berechnet
wurden, ist eine Beurteilung der Zusammenhange zulassig.

Zur weiteren Verdeutlichung des Einflusses des FMS-Designs werden nachfolgend exemplarisch die
Ergebnisse mit dem 2D 90° und dem 3D 45° FMS in Bezug zu den Forderraten aufgefihrt (s. Abb.
5.17). Hierfiir wurden die gemittelten Tropfenvolumina aller untersuchten Férderratenkombinationen
der beiden FMS gegenlibergestellt. Fiir eine bessere Vergleichbarkeit sind zusatzlich die VK-Werte der
Langzeitabweichung fir die entsprechenden Forderratenkombinationen aufgefiihrt.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Tropfenvolumina durch Anpassung der Forderraten Qx und Qg und
durch Verwendung verschiedener FMS-Designs in einem groflen Volumenbereich variiert werden
kénnen. Beim 2D 90° FMS liegt dieser Bereich zwischen 560 nl und 1010 nl, und beim 3D 45° FMS
zwischen 425 nl und 870 nl.

Einfluss auf die Reproduzierbarkeit des Tropfenvolumens:

Aus den Ergebnissen (VK-Werte) wird ersichtlich, dass die Variation der Forderraten auch die Repro-
duzierbarkeit der Tropfengenerierung beeinflusst (s. Abb. 5.17).
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Abb. 5.17: Gegenlberstellung der Tropfenvolumen und der KV-Werte der untersuchten Forderraten-
verhaltnisse Qx/Qq bei drei unterschiedlichen Férderraten der kontinuierlichen Phase Qi von 250, 500 und
1000 pl/min; A — Korrelation der Ergebnisse mit dem 2D 90° FMS; B — Korrelation der Ergebnisse mit dem
3D 45° FMS.
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Allgemein flhrt eine Erhdhung der Forderrate der dispersen Phase Qq zu einer Erhohung der Repro-
duzierbarkeit (s. Abb. 5.17, A und B von rechts nach links). Fiir die meisten FMS-Designs flihrt eine
Erhohung der Forderrate der kontinuierlichen Phase Qrebenfalls zur einer Erhéhung der Reproduzier-
barkeit (s. Abb. 5.17, A von oben nach unten). Ausnahmen bilden das 3D 45°FMS, bei dem durch eine
Erhohung der Forderrate der kontinuierlichen Phase ein gegenldufiges Verhalten festgestellt wurde (s.
Abb.5.17, B), sowie flir das 2D 45° FMS, bei dem keine eindeutige Korrelation der Reproduzierbarkeit
in Abhdngigkeit von den Férderraten erkennbar war.

Argumentation:

Wenn die Forderrate der kontinuierlichen Phase Qxerhdht wird, steigt die Stromungsgeschwindigkeit
van und folglich der Druck p, mit dem die Phase eingeleitet wird. Infolgedessen erhdhen sich auch die
Krafte, mit denen die disperse Phase durch die Einleitung der kontinuierlichen Phase abgeschniirt
wird. Als Konsequenz wird die Verbindung zwischen der dispersen Phase vor der Tropfengenerier-
ungszone und dem sich abschniirenden Tropfen hinter der Tropfengenerierungszone starker einge-
engt. Die hoheren Krafte, die durch die kontinuierliche Phase hervorgerufen werden, bewirken ein
schnelleres Abschniiren des Tropfens. Zudem fiihrt eine Erhéhung der Férderrate der kontinuierlichen
Phase Qi zu einer hoheren Dynamik des Tropfengenerierungsprozesses. Die beschriebenen Zusam-
menhange flihren zu einer héheren Reproduzierbarkeit der Tropfengenerierung.

Wenn die Forderrate der dispersen Phase Qg erhoht wird, steigt ebenfalls deren Stromungsge-
schwindigkeit v und somit der Druck p, mit dem diese Phase in den Hauptkanal eingeleitet wird.
Durch die Zunahme der Stromungsgeschwindigkeit v wird der Einfluss der Krafte der kontinuierlichen
Phase auf den Tropfenabriss verringert. Durch die héhere Einleitung der dispersen Phase Qq wird das
Tropfenvolumen vergroRert. Diese Effekte fiihren ebenfalls zu einer Verbesserung der Reproduzier-
barkeit.

Vergleicht man die Ergebnisse des 2D 90° FMS (s. Abb. 5.17, A) mit denen des 3D 45° FMS (s. Abb.
5.17, B), wird ersichtlich, dass die niedrigsten Standardabweichungen (Langzeitabweichungen) fir das
2D 90° FMS bei einer hohen und fiir das 3D 45° FMS bei einer niedrige Forderrate der kontinuierlichen
Phase Qi auftreten. Die Griinde fiir dieses gegensatzliche Verhalten des 3D 45° FMS werden im Fol-
genden diskutiert.

Ein Aspekt fiir dieses Verhalten liegt in der Tropfengrofie, die beim 3D 45° FMS aus der 360° Ein-
leitung der kontinuierlichen Phase resultiert. Bei den Forderratenverhaltnissen von 1000/100 und
1000/200 pl/min (Q«/Qq) werdenim 3D 45° FMS, im Gegensatz zu den anderen FMS-Designs, Tropfen
gebildet, die den Hauptkanal (duk = 1 mm) beim Abriss nicht vollstandig ausfiillen (Vr < 523 nl). Der
sich bildende Tropfen wird hierbei nicht wie bei anderen Forderraten durch einen Wandkontakt vor
dem Abriss zusatzlich verformt. Wenn ein Tropfen durch die Kanaloberflache gehindert wird eine
kugelige Form auszubilden, steigt das A/V-Verhiltnis. Dieser Effekt fiihrt zu einer zusatzlichen Kom-
ponente, die den Tropfenabriss befordert. Der Effekt fehlt bei Tropfen, die den Kanal vor dem Abriss
nicht ausfillen. Hierdurch fehlt die Stabilisierung, die normalerweise durch die Wand des mikrofluidi-
schen Kanals auf den sich bildenden Tropfen ausgetibt wird. Aufgrund dieses héheren Freiheitsgrades
erfolgt die Tropfengenerierung unregelmaRig, da der Zeitpunkt des Tropfenabrisses einer hoheren
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Schwankung unterworfen ist. Das flihrt zur Abnahme der Reproduzierbarkeit bei diesen Forderraten-
kombinationen.

Esist aus der Literatur nicht bekannt, dass dieser Effekt bei anderen Systemen auftritt. Jedoch muss
beriicksichtigt werden, dass die iberwiegende Zahl der im Bereich der tropfenbasierten Mikrofluidik
publizierten Anwendungen mit Tensiden betrieben wird und hierbei vorwiegend kleinere Tropfen mit
deutlich h6herem Volumenstrom generiert werden. Diese Aspekte haben einen erheblichen Einfluss
auf die Tropfengenerierung und lassen sich nicht eins zu eins mit dem hier vorgestellten System
vergleichen.

Ein weiterer Aspekt fiir das unterschiedliche Verhalten bezliglich der Reproduzierbarkeit liegt in der
45° Einleitung der kontinuierlichen Phase Qx beim 3D 45° FMS (s. Abb. 5.18, B) im Vergleich zum
2D 90° FMS (s. Abb. 5.18, A). Durch die unterschiedlichen Einleitungswinkel greifen die Krafte, die
durch die Einleitung der kontinuierlichen Phase auf den sich bildenden Tropfen wirken, mit unter-
schiedlichen Kraftvektoren an. Bei der Tropfenabschniirung verursacht der 45° Winkel eine starkere
Kraftkomponente in z-Richtung (s. Abb. 5.18, B; horizontal). Der Tropfen wird hierdurch starker in
Stromungsrichtung (z-Richtung) verdrangt. Jedoch ist die Kraftkomponente in x-Richtung (vertikal) im
Vergleich zum 2D 90° FMS geringer. Die Verbindung zwischen der dispersen Phase vor der Tropfen-
generierungszone und dem sich abschniirenden Tropfen hinter der Tropfengenerierungszone wird
somit beim 2D 90° FMS starker verengt, wohingegen der Tropfen beim 3D 45° FMS durch die hdhere
Kraftkomponente in z-Richtung stérker in diese Richtung gedriickt wird.

Abb. 5.18: Gegenliberstellung der Wirkungsrichtung der Krafte, die durch die Einleitung der kontinuierli-
chen Phase auf den sich bildenden Tropfen wirken; A —2D 90° FMS; B — 3D 45° FMS.

Die Abschniirung des Tropfens wird beim 3D 45° FMS somit mehr durch das Dehnen der Verbindung
verursacht als durch die Verengung der Verbindung. Ein Vergleich des 3D 45°FMS mit dem
2D 45° FMS zeigt fur die Férderratenverhiltnisse von 10/1 ein dhnliches Verhalten, wodurch dieses
Argument gestiitzt wird. Die Tropfengenerierung ist bei diesen Forderratenverhéltnissen starkeren
Schwankungen unterworfen.

Ein weiterer Aspekt, der eine Rolle spielt, ist die Art der Einleitung der kontinuierlichen Phase. Beim
2D 90° FMS wird die kontinuierliche Phase von den beiden Seitenkanalen direkt in den Hauptkanal
eingeleitet. Beim 3D 45° FMS wird die kontinuierliche Phase zwar ebenfalls aus zwei Seitenkanalen
eingeleitet, jedoch erfolgt iber den Ringspalt eine 360° umspannende raumliche Verteilung (s. Abb.
5.19).
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Abb. 5.19: Modell des 3D 45° FMS; A — Darstellung der Stromungsvektoren (rote Pfeile) der kontinuierlichen
Phase im Ringspalt; 1: Bodenelement des FMS, 2: Hauptkanal, 3: Seitenkanal, 4: Kegelelement,
5: Ringspalt; B — 45° Perspektive des Ubergangs vom Kegel zum Hauptkanal.

Durch die Einleitung der kontinuierlichen Phase aus den zwei Seitenkanalen in den Ringspalt resul-
tieren unterschiedliche Stromungsvektoren im Spalt. Die Seitenkanéle liegen auf einer Ebene (x-
Ebene) mit dem Hauptkanal und sind im 180° Winkel zueinander und im 90° Winkel zum Hauptkanal
angeordnet. Uber die Seitenkanile stromt die kontinuierliche Phase in den Ringspalt und (iber die
kegelformige Verengung im 45° Winkel in die Tropfengenerierungszone (s. Abb. 5.19). Analog zum
elektrischen Strom hat eine Fluidstromung das Bestreben entlang des Vektors mit dem geringsten
fluidischen Widerstand zu stromen. Hierdurch bildet sich ein Stromungsgradient im Ringspalt aus. Die
Strémungsvektoren sind auf der x-Ebene am starksten und nehmen zur y-Ebene ab.

Der Tropfengenerierungsprozess ist ein hochst dynamischer Vorgang. Wahrend sich der Tropfen vor
dem Abriss ausbildet, wird der Stromungspfad fur die kontinuierliche Phase um den Tropfen herum
durch die Ausbreitung der dispersen Phase hinter der Tropfengenerierungszone zunehmend schma-
ler. Hierdurch nimmt der Druck vor dem sich bildenden Tropfen zu. Die Verengung des Stromungs-
pfades hat einen Einfluss auf die Auspragung des Stromungsgradienten im Ringspalt. Insbesondere
bei hohen Forderraten ist das Stromungsfeld im Ringspalt starkeren Schwankungen unterworfen und
die Reproduzierbarkeit sinkt.

Die beschriebenen Effekte weisen bei niedrigen Forderraten eine wesentlich geringere Dominanz auf,
wodurch die Reproduzierbarkeit der Tropfengenerierung beim 3D 45° FMS und niedrigen Férderraten
zunimmt.

5.5 Einfluss des Probenmediums

Ein weiterer Schwerpunkt bei der Charakterisierung lag auf der Untersuchung des Einflusses, den das
Probenmedium (disperse Phase) auf die Bestandigkeit der Beschichtung und die Tropfengenerierung
auslibt. Dazu wurde die Bestandigkeit der Beschichtung liber einen Zeitraum von 8 Stunden mit einer
Vielzahl biomedizinisch und biotechnologisch relevanter Medien (s. Tab. 5.6) untersucht. Fir jedes
Medium wurde ein unbenutztes, erstmalig beschichtetes 1D 90°FMS eingesetzt. Durch die einseitige
Einleitung der kontinuierlichen Phase wird hierbei die Beschichtung am starksten beansprucht (s.
Kapitel 5.4.2). Fur ausgewahlte Medien wurden weitere Untersuchungen mit einem 2D 90°FMS
durchgefiihrt.
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Die Untersuchungen erfolgten mit jedem Medium an zwei aufeinanderfolgenden Tagen. Am ersten
Tag (erster Versuchsabschnitt) wurde eine Beanspruchung der Beschichtung durch wechselnde Stro-
mungsparameter initiiert. Dazu wurden Tropfen mit vier verschiedenen Férderratenkombinationen
(500/50, 500/100, 1000/100 und 1000/200 pl/min) generiert. Analog zu den vorherigen Versuchs-
reihen (s. Kapitel 5.4) erfolgte die Tropfengenerierung am ersten Versuchstag entsprechend den o.g.
Forderratenkombinationen in vier aufeinanderfolgenden Laufen (viermalige Wiederholung jeder
Forderratenkombination). Die Dauer eines Laufes betrug in Abhangigkeit von den Forderraten 9 bis
15 min. In den Zeiten zwischen den Laufen war das FMS mit PFD gefuillt.

Am zweiten Tag (zweiter Versuchsabschnitt) erfolgte die Untersuchung der Schichtbestandigkeit mit
demselben FMS vom Vortag, hierbei jedoch anhand einer kontinuierlichen Tropfengenerierung fir
einen Zeitraum von 6 Stunden bei einer Férderratenkombination von 250/25 pl/min. Bei dieser For-
derratenkombination erfolgte die Tropfengenerierung und -stromung mit einer geringeren Stro-
mungsgeschwindigkeit, was die Wahrscheinlichkeit flr Interaktionen des Probenmediums mit der
Kanaloberflache des FMS erhohte. Bei den Medien, die eine Interaktion mit der Beschichtung zeigten,
wurden die entsprechenden FMS mit Reinstwasser gespllt und nachfolgend nochmals mit DMEM
untersucht. Dieser Schritt sollte Aufschluss dariiber geben, inwieweit und unter welchen Bedingungen
die FMS-Beschichtungen regenerierbar sind.

Bei den untersuchten Medien handelt es sich um biologisch relevante Medien, die bei Applikationen
im Bereich der Life Sciences genutzt werden. Mogliche Einfllisse verschiedener Medienzusatze auf die
Stabilitat der Beschichtung wurden ebenso bericksichtigt wie die Einfllisse der Dichte, der Viskositat,
der Oberflachenspannung und der chemischen Natur der Medien.

Als reprasentative Beispiele fir Zellkulturmedien wurden DMEM und Iscove's modified Dulbecco's
Medium (IMDM) [174] ausgewahlt. Antikoagulierte Blutprodukte wie Vollblut, Plasma und Serum
zahlten ebenso zu den untersuchten Medien wie eine Hefe-Suspension. Zur Charakterisierung des
Einflusses verschiedener Zusadtze wurden weiterhin Medien ausgewahlt, die sich bezlglich der Salz-,
Kohlenhydrat-, Protein- und Lipid-Konzentration unterscheiden. Zudem wurde der Einfluss des pH-
Wertes und unpolarer, nicht fluorierter Medien auf die Tropfengenerierung untersucht. Zur Beur-
teilung des Einflusses der Viskositat diente eine Alginatldsung. Die relevanten Spezifikationen der
untersuchten Medien sind in Tab. 5.6 aufgefiihrt. Alle Experimente wurden mit PFD als kontinuier-
liche Phase durchgefiihrt.
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Tab. 5.6: Ubersicht der untersuchten Medien.

Probenmedien

Spezifikationen

Vollblut Schweineblut
+ 0,37 %(w/v) Natriumcitrat-Dihydrat
Blutplasma Humanes Blutplasma; ITM Suhl gGmbH (Deutschland)
Blutserum Fotales Bovines Serum (FBS), Product Nr.: S 0115 FBS (Kalb)
Biochrom GmbH (Germany)
DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
Produkt Nummer D5523
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
erganzt mit 5 g/l D-Glucose, 2 mmol/I L-Glutamin, 1% v/v
(Penicillin/Streptomycin), 10 % v/v fotales Kédlberserum (FBS)
IMDM Iscove's modified Dulbecco's Medium

Produkt Nr.: 31980030

Thermo Scientific GmbH (Germany);

erganzt mit 20 %(v/v) FBS,

2 mmol/I L-Glutamin, 1 %(v/v) nicht essentielle
Aminosauren and 100 pmol/l B-Mercaptoethanol

Hefesuspension

3 * 107 KBE/ml (Rhodotorula mucilaginosa)
in YPD-Medium (10 g/l Hefeextrakt;
20 g/l Pepton; 20 g/l D-Glucose; pH 6,5)

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS): 8 g/l NaCl; 0,24 g/l KH,POy;
0,2 g/l KCl; 1,8 g/l Na;HPO4 x 2 H,0; pH 7,4

pH 2 Losung PBS eingestellt auf pH 2 mit HCI

pH 4 Losung PBS eingestellt auf pH 4 mit HCI

pH 8 Losung PBS eingestellt auf pH 8 mit NaOH

pH 10 Losung

PBS eingestellt auf pH 10 mit NaOH

Glucoseldsung

PBS + 90,1 g/| D-Glucose

Salzlésung

PBS + 146,1 g/I NaCl

Alginatlésung

5 g/l Alginat + 0,9 g/I NaCl
Product Nr. (Alginat): W201502
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Deutschland)

konzentrierte Milch

7,5 % Fettgehalt; Tchibo GmbH (Deutschland)

Sahne 20 % Fettgehalt;
Milbona (Lidl Stiftung & Co. KG; Deutschland)
Tetradekan Product Nr.: 87140

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Deutschland)

Die fur den Einfluss auf die Beschichtung relevanten Stoffeigenschaften (Dichte, Viskositadt, Ober-
flachenspannung, Grenzflaichenspannung zur kontinuierlichen Phase(PFD)) der Medien bzw. Suspen-
sionen wurden entsprechend den technischen Moglichkeiten mit den in Kapitel 4.3.3 beschriebenen
Methoden und Verfahren bestimmt und sind in Tab. 5.7 zusammengestellt.
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Tab. 5.7: Stoffeigenschaften der untersuchten Medien.

kine- . « Grenz-

Stoffparameter Dichte n.'natisc'h.t.e d\‘;:‘sir:;:tc.;;e O::;fr:zf::\egn- flachen-
Viskositat spannung
berechnet
Kapillar- aus der .

Methode/Verfahren F:::::‘:r- vispkosi- ki'nema- :Li:; Pe;i;nt TI:Z:::- Pe;i;nt

meter tischen

Viskositat

Formelzeichen P v 1] 1] c c Y
Medien [g/ml] | [mm?/s] [mPas] |[mPas] | [mN/m] |[mN/m]| [mN/m]
Reinstwasser (Literatur) | 0,997 0,893 0,890 0,890 | 71,960 | 71,960 N/A
Reinstwasser 0,997 0,899 0,896 0,947 | 72,810 | 72,847 | 51,638
Vollblut 1,041 N/A N/A 8,858 | 55,359 N/A N/A
Blutplasma 1,021 N/A N/A 2,359 | 62,210 N/A N/A
Blutserum 1,017 N/A N/A 2,277 | 51,390 N/A 32,493
DMEM 1,008 N/A N/A 1,924 | 62,880 N/A 35,153
IMDM N/A N/A N/A N/A | 63,323 N/A N/A
PBS 1,005 0,914 0,918 0,903 | 73,480 | 72,882 | 50,328
pH 2 Lésung 1,002 0,916 0,918 1,336 | 70,456 | 72,317 | 48,498
pH 10 Lésung 1,005 0,928 0,933 0,910 | 72,871 | 72,589 | 49,810
Glucoseldsung 1,037 1,107 1,147 1,193 | 72,830 | 73,039 | 49,528
Salzlosung 1,189 1,069 1,271 1,698 | 81,760 | 81,856 | 46,399
Sahne 30% 0,997 10,037 10,003 N/A | 43,549 N/A N/A
Tetradekan 0,767 2,726 2,091 N/A | 21,007 N/A 4,090
PFD 1,930 2,850 5,502 N/A | 17,717 | 18,737 Basis

Einige Parameter konnten mit den in Kapitel 4.3.3 beschriebenen Methoden nicht bestimmt werden.
Beispielsweise war es nicht moglich, die kinematische Viskositat der stark proteinhaltigen Medien mit
dem Kapillarviskosimeter zu messen. Gleiches gilt flir die Bestimmung der Oberflachenspannung
mittels des Tensiometers. Die Erfassung der Grenzflachenspannung der Medien zum PFD war mit der
Pendant Drop Methode nur bei ausreichend transparenten Medien moglich. Des Weiteren war die
Bestimmung der dynamischen Viskositdt der Sahne mit dem Rheometer nicht zielflihrend, da die
Viskositat der Sahne durch die Rotation der Sonde des Rheometers kontinuierlich zunahm.

Bei allen Versuchen wurde auf die Zugabe von Phenolrot verzichtet, um einen moglichen Einfluss auf
die Bestandigkeit der Beschichtung auszuschlielRen. Fiir die photometrische Erfassung des Tropfen-
volumens ware jedoch eine definierte Farbung der Gberwiegend transparenten Medien mittels Phe-
nolrot erforderlich gewesen, um die Qualitat der Volumenbestimmung zu garantieren (s. Kapitel
3.4.2). Aus diesem Grund wurde bei diesen Untersuchungen auf die Bestimmung der Tropfenvolu-
mina und eine statistische Auswertung der Reproduzierbarkeit verzichtet, die Charakterisierung der
Reproduzierbarkeit der Tropfengenerierung erfolgte im Gegenzug ausschlielRlich anhand der optisch-
en Beurteilung sowohl der Tropfengenerierung im FMS als auch der generierten Tropfensequenz im
Speichermodul (s. Abb. 5.20).
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Abb. 5.20: Photographie der im Rahmen der Untersuchungen zum Einfluss der Probenmedien mit einer
Forderratenkombination von 500/50 pl/min generierten Tropfensequenzen im Speichermodul nach einer
Prozesszeit von 15 min; A — IMDM-Tropfensequenz; B — Blutserum-Tropfensequenz; C — Vollblut-
Tropfensequenz; D — Sahne-Tropfensequenz; A, B und D: Tropfengenerierung mit einem 1D 90° FMS; C: mit
einem 2D 90° FMS.

Zur Klassifizierung der Stabilitat der Beschichtung sind den Medien entsprechende Wertungskatego-
rien zugeordnet (s. Tab. 5.8). Die Beobachtungen wurden in drei Kategorien eingeteilt. Ein "+" kenn-
zeichnet eine storungsfreie Tropfengenerierung liber den gesamten Versuchszeitraum, "0" bedeutet,
dass Interaktionen mit der beschichteten Oberflache beobachtet wurden und "-" steht fir eine irre-
versible Beschadigung der Beschichtung durch das Medium.

Mit dem Uberwiegenden Teil der untersuchten Medien war eine uneingeschrankte Tropfengenerier-
ung Uber einen Zeitraum von 8 Stunden mit hoher Qualitat méglich. Damit konnte die Stabilitat der
FMS-Beschichtung fiir diesen Zeitraum nachgewiesen werden. Die Beurteilung der Tropfensequenzim
Speichermodul zeigte, dass insbesondere mit Kondensmilch, Sahne und Alginat eine hohe Reprodu-
zierbarkeit und Stabilitat der Tropfengenerierung erzielt wurde. Ursache hierfiir sind die hohe Visko-
sitdt der Medien und ihr hoher Lipidgehalt.
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Tab. 5.8: Bewertung der Stabilitat der FMS-Beschichtung.

Probenmedien Stabilitat
Vollblut 0
Blutplasma 0
Blutserum +
DMEM +
IMDM +
Hefesuspension +
PBS +
pH 2 Losung -
pH 4 Losung +
pH 8 Losung

pH 10 Losung -

Glucoselosung +
Salzlosung +
Alginatlosung +
konzentrierte Milch +
Sahne +
Tetradekan +

Demgegeniber zeigte die Beschichtung gegen hochkomplexe Medien wie Vollblut und Blutplasma
sowie Losungen mit sehr hohen beziehungsweise sehr niedrigen pH-Werten eine geringe Stabilitat
und demzufolge eine geringe Reproduzierbarkeit der Tropfengenerierung. Die in Frage kommenden
Ursachen fir diese Instabilitdten werden nachfolgend diskutiert.

Die Tropfengenerierung von Vollblut mit dem 1D 90° FMS verlief zun&chst storungsfrei (s. Abb. 5.21,
A1). Nach ca. 5 min kam es jedoch zu Stérungen in der Tropfengenerierung durch eine ausgepragte
Adhasion des Blutes an der dem Seitenkanal gegeniberliegenden Kanaloberflache (s. Abb. 5.21, A2).
Eine Wiederholung der Versuche mit einem 2D 90° FMS fiihrte zu einer Verbesserung der Situation,
eine storungsfreie Tropfengenerierung erfolgte hier tiber einen Zeitraum von 15 min (s. Abb. 5.21, B1
und Abb. 5.20, C).

A1 ~— B T T—
A2 T ‘ B2 T T—
- P | || —

Abb. 5.21: Photographie der Tropfengenerierung mit Vollblut; A — Tropfengenerierung mit einem
1D 90° FMS; B — Tropfengenerierung mit einem 2D 90° FMS; 1: nach einer Laufzeit von 5 min; 2: nach einer
Laufzeit von 15 min.

Nach ca. 15 min wurde jedoch auch beim 2D 90° FMS eine zyklisch auftretende Interaktion des Voll-
blutes mit der Kanaloberflache hinter der Tropfengenerierungszone beobachtet (s. Abb. 5.21, B2).



86 5.5 Einfluss des Probenmediums

Hierdurch wurde die Reproduzierbarkeit der Tropfengenerierung beeinflusst. Der gleiche Effekt tratin
einem deutlich geringeren MaR bei den Untersuchungen mit Blutplasma auf. Am Ende der Versuche
des zweiten Tages mit einem 2D 90° FMS (F6rderratenkombination von 250/25 pl/min) wurden
jedoch azyklische Interaktionen des Blutplasmas mit der Kanaloberflache beobachtet. Durch eine
Erhohung der Forderraten auf 500/100 pl/min konnten diese Interaktionen deutlich reduziert wer-
den.

Die Ursache fiir die Interaktionen des Blutplasmas und des Vollblutes mit der Kanaloberflache sind
nicht eindeutig geklart. Es ist wahrscheinlich, dass Blut- und Blutplasmabestandteile die Oberflachen
beeintrachtigen, indem sie diese maskieren und somit die Oberflacheneigenschaften verandern. Eine
exakte Analyse der Beschichtung an den Interaktionsstellen (z.B. mittels XPS) steht noch aus, ist je-
doch aufgrund ihrer Komplexitat nicht mehr Bestandteil dieser Arbeit. Durch die Ergebnisse mit Blut-
serum (s. Tab. 5.8), bei dem keine Interaktion mit der Kanaloberflache beobachtet wurden, kann die
Ursache jedoch eingegrenzt werden.

Vollblut stellt ein heterogenes Medium mit einer Vielzahl verschiedenster Inhaltstoffe dar. Vollblut
unterscheidet sich von Blutplasma dadurch, dass im Plasma keine Blutzellen mehr, wie z.B. Erythrozy-
ten, Thrombozyten oder Leukozyten, vorhanden sind. Im Unterschied zum Blutplasma fehlen dem
Blutserum wiederum zusatzlich alle Gerinnungsfaktoren (liberwiegend Proteine).

Diese Tatsache lasst die Schlussfolgerung zu, dass die Gerinnungsfaktoren fiir die Interaktion des Blut-
plasmas mit der Oberflache verantwortlich sind. Es wird jedoch ausgeschlossen, dass durch die Adha-
sion der Gerinnungsfaktoren eine Initiation der Gerinnungskaskade ausgel6st wird, da Citrat-Zusatze
im Vollblut und im Blutplasma diese blockieren. Entsprechend wurden keine Anzeichen einer Fibrin-
polymerisation wie bei einer Gerinnung beobachtet. Vielmehr scheinen speziell die Gerinnungs-
faktoren selbst als Proteine ein erhohtes Adhasionspotenzial zur Kanaloberflache aufzuweisen. Diese
Hypothese wird durch die Beobachtungen unterstiitzt, dass mit Blutserum storungsfreie Tropfen
generiert werden konnten und dem Blutserum im Gegensatz zum Blutplasma nur die Gerinnungs-
faktoren fehlen. Die noch starkere Interaktion des Vollblutes mit der Oberflache lasst wiederum den
Schluss zu, dass hierfiir die Blutzellen verantwortlich sind. Weitere Untersuchungen zur Adhasion von
Blutzellen und Gerinnungsfaktoren missen durchgefiihrt werden, um diese Hypothesen zu belegen.

Im Weiteren zeigen die Versuchsergebnisse, dass eine Erhohung der Férderraten die Anhaftung des
Blutplasmas signifikant vermindert, wohingegen dieser Effekt fiir Vollblut nicht beobachtet wurde. Bei
der Férderratenkombination 250/25 pl/min nahmen die Adhdsionseffekte des Blutplasmas zu, wih-
rend diese bei einer Erhohung der Forderraten auf 500/100 pl/min vollstandig gehemmt wurden. Die
Ursachen fiir dieses Verhalten liegen zum einen in der kiirzeren Verweildauer der Tropfen im Mikro-
kanal, zum anderen ist das Adh&sionspotenzial des Blutplasmas aufgrund der fehlenden zelluldren
Bestandteile geringer als das des Vollblutes.

Mit dem 2D 90° FMS war es moglich, die Generierung von Tropfen aus Vollblut Gber einen langeren
Zeitraum (mehr als 15 min) aufrecht zu erhalten. Das lasst sich damit begriinden, dass bei diesem FMS
das Vollblut durch die PFD-Einleitung von zwei Seitenkanalen im Zentrum des Hauptkanals fokussiert
wird (s. Abb. 5.22, B). Dieser Effekt bewirkt eine deutliche Reduzierung der Kontaktflache des Voll-
blutes zur Kanaloberflache und wirkt damit einer Interaktion entgegen. Im Gegensatz dazu wird das
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Vollblut beim 1D 90° FMS gegen die dem Seitenkanal entgegengesetzte Kanaloberflache gedriickt (s.
Abb. 5.22, A).

Abb. 5.22: Gegeniiberstellung der Wirkungsrichtung der Krafte (griine Pfeile), die durch die Einleitung des
PFD auf das Vollblut (rot) an der Tropfengenerierungszone wirken; Querschnitt durch die Tropfengenerie-
rungszone, A—1D 90° FMS; B — 2D 90° FMS,

1: Deckelelement, 2: Hauptkanal, 3: Seitenkanal, 4: Bodenelement, 5: Schlauchjustierbohrung.

Abschliefend soll erwdhnt werden, dass die beschriebenen Effekte nicht eindeutig erklaren, wie die
Bestandteile des Vollblutes und des Blutplasmas den PFD-Film durchdringen, der sich zwischen den
stromenden Tropfen und der Kanaloberflache ausbildet. Eine mogliche Ursache ist die Oberflachen-
rauheit der gefrasten FMS. Gefraste Oberflachen weisen keine einheitliche Rauheit auf (siehe WeiRk-
lichtinterferometer-Modelle s. Abb. 5.2, A), vielmehr ragen vereinzelt Materialspitzen im Mikrometer-
bereich aus der Oberflache. An solchen Stellen weist der PFD-Film eine deutlich geringere Starke auf,
was einen Kontakt der Medienbestandteile der Tropfen mit den Materialspitzen der Kanaloberflache
wabhrscheinlich erscheinen l3sst. Die durch die Adhision des Vollblutes induzierten Anderungen der
Oberflacheneigenschaften waren irreversibel.

Noch ausgepragter waren die Auswirkungen auf den Tropfengenerierungsprozess bei Medien mit
extremen pH-Werten. Eine Erhéhung der H*- und der OH™-Konzentration flhrt bei pH-Werten unter-
halb von 2 bzw. oberhalb von 10 zur Storung der Tropfengenerierung. Wahrend zu Beginn des jeweili-
gen Versuches einige Tropfen gebildet wurden, stromte das Probenmedium (pH 2 und pH 10 Losung)
nach wenigen Sekunden undefiniert zum Ausgang des FMS und die Tropfenbildung erfolgte am Uber-
gang des Kanals zum Ausgangsschlauch. Dieser Effekt ist aus Versuchen mit unbeschichteten FMS
bekannt und tritt immer dann auf, wenn die Kanaloberflache eines FMS keine ausreichend hohe
Hydrophobizitat aufweist. Offensichtlich verursachen hohe H*- und OH-Konzentrationen eine irrever-
sible Schadigung der Beschichtung. Trotz anschlieBenden Spiilens der Kanale des Systems mit Reinst-
wasser zeigten nachfolgende Versuche mit DMEM, dass keine Tropfengenerierung mehr moglich war.

Hinsichtlich der Medien mit niedrigen bzw. hohen pH-Werten ist davon auszugehen, dass die H*- oder
OH™-lonen in Abhangigkeit von ihrer Konzentration (s. Tab. 5.8) die Kanalbeschichtung angreifen und
zu einer Ablosung fiihren. Durch die initiale Ablosung kann das Probenmedium bis an die FMS-Ober-
flache vordringen und die Beschichtung entlang des Hauptkanals vollstandig ablésen. Eine Tropfen-
generierung ist dann nicht mehr moglich. Detaillierte Untersuchungen zum Einfluss der H*- und OH™-
Konzentrationen auf die Beschichtung sind Gegenstand laufender Untersuchungen, jedoch nicht mehr
Bestandteil dieser Arbeit.
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Die aufgefiihrten Untersuchungen zum Einfluss der Probenmedien auf die Tropfengenerierung haben
gezeigt, dass eine Vielzahl von Medien fiir den Bereich der Life Science mit der entwickelten mikro-
fluidischen Plattform und deren Modulen bearbeitet werden kénnen. Jedoch stehen insbesondere
Vollblut und Blutplasma im Fokus der zukiinftig angestrebten Biomarker-Analysen. Um diese Medien
mit der Plattform reproduzierbar und langzeitstabil bearbeiten zu kénnen, missen die Eigenschaften
der Kanaloberflachen hinsichtlich des Hydrophobisierungsgrades und der Beschichtungsstabilitat
signifikant verbessert werden. Die zu diesem Zweck durchgefiihrten Arbeiten und deren Ergebnisse
beschreibt das nachfolgende Kapitel.
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6 Mikrostrukturierung

Eine Steigerung der Hydrophobizitat und der Beschichtungsstabilitat kann nicht nur den Einsatz von
Vollblut und Blutplasma ermdoglichen, auch die Bedingungen fiir die Verwendung von proteinhaltigen
Zellkulturmedien kénnen dadurch verbessert werden. Zellkulturmedien enthalten zumeist ober-
flachenaktive Biomolekiile wie Proteine, die aus hydrophilen und hydrophoben Aminosauren beste-
hen. Dabei sind die hydrophoben Aminosduren eines Proteins vorwiegend ins Innere gerichtet und
bilden den Kern, wahrend die Proteinoberflache von hydrophilen Aminosdauren dominiert wird. Der
Anteil hydrophober Aminosauren an der Oberflache von Proteinen ist hingegen haufig gering. Die
Affinitat von Proteinen zur Adhdsion an hydrophoben Oberflachen ist jedoch wiederum deutlich
hoéher als deren Affinitat zur Adhasion an hydrophilen Oberflachen. Zumeist fiihrt ein direkter Kontakt
eines Proteins mit einer hydrophoben Oberflache zu einer Anlagerung einzelner hydrophober Amino-
sauren, die an der Oberflache des Proteins vorliegen. Die Wechselwirkung mit der Oberflache bewir-
ken eine Anderung der Proteinkonformation, wodurch der Proteinkern freigelegt wird und die hydro-
phoben Aminosaduren an der hydrophoben Oberflache adharieren [175].

Eine Interaktion proteinhaltiger Probenmedien mit den Kanaloberflachen eines FMS beeintrachtigt
z.B. die Reproduzierbarkeit der Tropfengenerierung, da hierdurch eine Verzégerung des Tropfenab-
risses hervorgerufen wird. Um Medienanlagerungen zu verhindern und eine Steigerung der Prozess-
stabilitdt zu erreichen, muss bei tropfenbasierten Verfahren das Bestreben des perfluorierten Sepa-
rationsmediums (PFD), die durch die Beschichtung fluorierten Kanaloberflachen zu benetzen, erhéht
werden. Eine Steigerung der Affinitat des PFD zur Bildung eines Filmes zwischen den wassrigen Pro-
ben und der Kanaloberflachen ist erforderlich.

Im Hinblick auf eine kommerzielle Nutzung tropfenbasierter mikrofluidischer Verfahren ist es zudem
erforderlich, die entsprechenden FMS kostenglinstig zu fertigen. Bei polymerbasierten Systemen, die
heute zumeist in der Mikrofluidik eingesetzt werden, bieten sich dafiir Spritzgussverfahren an. Hier-
durch lassen sich hohe Stiickzahlen bei gleichbleibender Qualitat erreichen. Soll auf Tenside verzichtet
werden, um z.B. die medizinische Zulassung tropfenbasierter Anwendungen zu erleichtern, ist es
erforderlich, die fur eine Interaktion des Probenmediums zur Verfligung stehenden FMS-Oberflachen
signifikant zu verringern.
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6.1 Eigenschaften einer Mikrostrukturierung

Die Untersuchungen der Oberflachenbeschaffenheit (s. Kapitel 5.1) haben gezeigt, dass die Ober-
flachenrauheit, die aus der mechanischen Bearbeitung (Frasen) der Kanale resultiert, die Auspragung
der Hydrophobizitadt verstarkt. Mittels Spritzguss hergestellte Oberflachen weisen demgegeniiber eine
geringe Rauheit auf (s. Abb. 6.1).

Abb. 6.1: Analyse der Oberflachenbeschaffenheit einer spritzgegossenen PC-Oberflache; A — REM-
Aufnahme der Tropfengenerierungszone eines spritzgegossenen 2D 90° FMS, roter Rahmen: Positionen der
Rauheitsbestimmung am FMS-Bodenelement; B — WeiRlichtinterferometer-Modelle der Oberflache im rot
markierten Bereich.

Die Rauheitsanalysen mittels Weilllichtinterferometrie ergaben (s. Tab. 6.1), dass die Oberflachen-
rauheit vergleichbar ist mit der einer mittels Extrusion-Verfahrens gefertigten Polymeroberflache (s.
S. 57 und 58, Abb. 5.2, D und Tab. 5.1, TE (unbehandelt)).

Tab. 6.1: Ermittelte Rauheitsparameter eines spritzgegossenen FMS.

Mittelwert Standardabweichung
Probe Parameter — —
Wert Einheit | Wert Einheit VK
Hauptkanal Sa 79,6 nm 5,5 nm 6,9%
(Spritzguss-FMS, S10z 1895,7 nm 145,5 nm 7,7%
unstrukturiert) Sdr 2,0 % 0,3 % 13,0%
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Die spritzgegossenen Oberflachen weisen zudem nur eine geringe Rauheit im Vergleich zu den gefras-
ten Oberflachen der in Kapitel 5 untersuchten FMS auf.

Die Untersuchungen des Einflusses spritzgussgefertigter FMS erfolgte anhand eines 2D 90° Designs,
da die vorangegangenen Untersuchungen (s. Kapitel 5) gezeigt haben, dass dieses Design eine hohe
Reproduzierbarkeit bei der Tropfengenerierung ermaoglicht. Fir die Spritzgussfertigung des 2D 90°
FMS (s. Abb. 6.1) wurde ein Spritzgusswerkzeug mit den entsprechende FMS-Formeinsatzen (Guss-
formen) hergestellt (s. Kapitel 4.2.1). Die Rauheit der mittels Spritzguss gefertigten FMS-Formteile
(abgeformte Deckel- und Bodenelemente) resultiert aus der Oberflachenbeschaffenheit, die durch die
Bearbeitung der FMS-Formeinsatze mittels Funkenerosionsverfahren hervorgerufen wird.

Im Gegensatz zu den vorherigen Untersuchungen zur Tropfengenerierung (s. Kapitel 5) wurden die in
diesem Kapitel untersuchten Formteile mit dem in Kapitel 4.1.2 beschriebenen Niederdruck-Plasma-
verfahren hydrophobisiert.

Die geringe Oberflachenrauheit des spritzgegossenen FMS spiegelt sich ebenfalls in den vergleichs-
weise (s. S. 58, Tab. 5.2, gefraste Oberflachen) hohen Oberflachenenergien und den niedrigen Was-
serkontaktwinkeln nach der Beschichtung mit C4Fs wieder (s. Tab. 6.2).

Tab. 6.2: Ermittelte Wasserkontaktwinkel und Oberflachenenergien einer unstrukturierten PC-Oberflache
vor und nach einer Beschichtung mit Cy4Fs.

Wasser- Oberflichenenergie
Beschichtung | Oberfliche | Kontaktwinkel gesamt dispers polar
[°] [mN/m] [mN/m] [mN/m]
unbehandelt [ unstrukturiert 88,1 +3,4 41,9 #1,0 40,0 1,1 1,9 0,3
C4Fs unstrukturiert 119,4 0,7 8,9 0,2 8,4 +0,3 0,5 #0,2

Fluidische Untersuchungen mit den spritzgegossenen FMS haben gezeigt, dass die geringe Rauheit der
Oberflache die Stabilitat der Beschichtung mindert. Schon nach einer kurzen Prozesszeit von ca.
10 min traten bei der Tropfengenerierung Interaktionen des DMEM (Probenmedium) mit der Kanal-
oberflache der spritzgegossenen FMS auf, was zur Storung der Tropfengenerierung fuhrte. Eine re-
produzierbare Prozessfiihrung war mit diesem FMS nicht moglich.

Um mittels Spritzguss gefertigte FMS fiir tropfenbasierte mikrofluidische Anwendungen ohne den
Zusatz von Tensiden einsetzten zu kdnnen, muss die Kanaloberflache der FMS eine ausreichend hohe
Rauheit aufweisen. Zudem ist im Fall der Applikation von Blut und Plasma zur Gewahrleistung stabiler
Prozessbedingungen eine hohe Hydrophobizitat der Kanaloberflache erforderlich. Dazu miissen die
Oberflachen der Mikrokanale moglichst schon wahrend des Spritzgusses topografisch so strukturiert
werden, dass sie nach der Beschichtung superhydrophobe Eigenschaften besitzen.

Zur technischen Umsetzung einer Strukturierung der Kanaloberflaiche mit dem Ziel einer Erhéhung
der Hydrophobizitat ist es sinnvoll, sich die Natur zum Vorbild zu nehmen. Das Lotusblatt und der
hiernach benannte Lotuseffekt zeigen, welche Voraussetzungen geschaffen werden missen, um
Oberflachen mit einer geringen Benetzbarkeit fiir wassrige Medien zu erzeugen.
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Der Lotuseffekt beruht auf zwei Faktoren: Zum einen weist die Oberflache des Lotusblatt eine Mikro-
struktur auf, zum anderen ist diese Mikrostruktur mit einer weiteren nanoskaligen Struktur (Nano-
struktur) versehen [176, 177]. Die Mikrostruktur wird durch die Epidermis des Lotusblattes gebildet.
Die Epidermiszellen bilden an der Oberflache makroskopische Auswiichse, die als Papillen bezeichn-
end werden [178]. Die Papillen des Blattes weisen eine Hohe und eine Breite von ca. 10 — 15 um
sowie einen Abstand von ebenfalls ca. 10 — 15 um auf. Die Nanostruktur wird wiederum durch die
Cuticula, einer den Epidermiszellen aufliegenden Wachsschicht, gebildet [179]. Diese Doppelstruktur
ist flir den superhydrophoben Charakter des Lotusblattes verantwortlich [180].

Der Zweck der Hydrophobisierung der Oberflachen von tropfenbasierten Mikrosystemen liegt, wie
erwahnt, in der Verringerung des Adhdsionspotenzials fiir das Probenmedium, um Interaktionen mit
den Kanaloberflachen zu verhindern. Da wiederum die Stabilitdt der Beschichtung von der Rauheit
der Oberflachen beeinflusst wird, ist es nahliegend, mit einer dem Lotusblatt ahnlichen Oberflachen-
struktur die erforderliche Rauheit zur Stabilisierung der Beschichtung zu erreichen.

Diverse Veroffentlichungen beschreiben Moéglichkeiten der Oberflachenmodifikation mit dem Ziel,
superhydrophobe Eigenschaften auf Polymeroberflichen zu erzielen [181, 182]. Ublicherweise wird
die Oberflache mikrostrukturiert und anschlieBend mit geeigneten Methoden hydrophobisiert. Etabli-
erte Verfahren sind das HeiBpragen [183], eine Sol-Gel-Beschichtung [184] und die Ablagerung von
Ruf3 [185] oder Nanopartikeln [186]. Darliber hinaus werden zur Strukturierung der Oberflachen
Laserablationsverfahren eingesetzt [187, 188]. Die abschlieRende Hydrophobisierung erfolgt hierbei
vorwiegend mittels einer nasschemischen oder plasmaunterstiitzten Beschichtung [189]. Die aufge-
fliihrten Verfahren sind jedoch teurer als die Herstellung von Mikrosystemen durch SpritzgielSen oder
nicht geeignet fiir tropfenbasierte mikrofluidische Anwendungen.

In dieser Arbeit wird ein biomimetischer Ansatz zur Herstellung superhydrophober lotusblattahnlicher
Eigenschaften [190] auf der Basis von PC- und COC-Polymeren angestrebt. Der Lotuseffekt soll hier
aus der Kombination einer definierten Mikrostruktur resultieren, die anschliefend durch eine Be-
schichtung hydrophobisiert wird [191-193].

Fir eine effiziente und kostengtinstige Fertigung ist es vorteilhaft, die gewiinschte Mikrotopographie
direkt beim SpritzgieRen auf die Kanaloberflachen der FMS zu tibertragen. Um die Mikrotopographie
des Lotusblattes [194-197] zu replizieren, wird hierfiir die Oberflache der Formeinsatze mittels Laser-
ablationsverfahrens mit einer Mikrostruktur versehen, vergleichbar mit dem von Groenendijk be-
schriebenen Femtosekundenimpulslaser-Ablationsverfahren [198]. Welche Bedingungen erforderlich
sind, um die gewlinschte Mikrostruktur beim SpritzgieRen auf die Polymeroberflachen zu Gibertragen
und somit einen Lotuseffekt zu erzielen, wird nachfolgend beschrieben.

Zum Erreichen des Lotuseffektes sind Kegelstrukturen mit abgerundeten Spitzen (papillendhnliche
Struktur) auf der Oberflache erforderlich. Um solche Strukturen beim SpritzgieRen zu tGbertragen,
muss die entsprechende Negativstruktur auf die Oberflache der Formeinsatze aufgebraucht werden;
d. h., die Oberflache der Formeinsatze muss Kavitdten im Mikrometerbereich aufweisen (s. Abb. 6.2,
A). Um diese Mikrokavitaten in die Oberflache von Formeinsatzen mit einer hohen Giite einzubringen,
wird ein Ultrakurzpuls-Laser (UKP-Laser) eingesetzt (Kapitel 4.2.2).
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Abb. 6.2: Schematische Darstellung der Ubertragung einer Mikrostruktur beim SpritzgieRen, A —
Mikrostruktur des Formeinsatzes (Negativstruktur); B — Ubertragung der Mikrostruktur vom Formeinsatz
auf das Formteil; C — Strukturelemente der Mikrostruktur auf der Oberflache des Formteiles (Positivstruk-
tur).

Strukturtiefe

Dafiir wird die Oberflache der Formeinsatze entsprechend dem gewlinschten Strukturabstand und
der Strukturtiefe punktuell mit dem UKP-Laser bearbeitet. Da die Intensitat eines Laserstrahles ein
GauR-Profil aufweist, ist die Energiedichte im Zentrum hdher als in den Randbereichen, wodurch der
Materialabtrag zu einer kegeligen Kavitat fihrt (s. Abb. 6.2, A). Beim SpritzgieBen werden die Mikro-
kavitdten in der Oberflache der Formeinsatze von der Polymerschmelze ausgefillt und die Mikro-
struktur wird auf die Formteile ibertragen (s. Abb. 6.2, B). Durch diesen Ansatz wird eine definierte
Mikrostruktur, die entsprechend der Mikrokavitaten auf der Oberflache der Formeinsatze aus einzel-
nen Strukturelementen gebildet wird, auf die Oberflache der Formteile Gibertagen (s. Abb. 6.2, C).

Eine anschlieRende Beschichtung mit C4Fs bildet eine hydrophobe Schicht auf der Oberflache der
Formteile. Unter Berlicksichtigung der Theorie der heterogenen Benetzung nach Cassie-Baxter [199]
wird durch diesen Ansatz die Oberflache fir die Probentropfen reduziert, wodurch die Adhasions-
krafte gemindert werden. Der theoretische Ansatz bezliglich des Nutzens fiir tropfenbasierte mikro-
fluidische Verfahren ist nachfolgend schematisch dargestellt (s. Abb. 6.3, A und B).

A Kompartiment B
Beschichtung
Hydrophobe Hydrophile
Phase Phase l
.
FMS (Kanal)

Abb. 6.3: A — Schematische Darstellung einer mikrostrukturierten Kanaloberflache in Bezug zu einem kugel-
formigen Tropfen in einem Kanal mit 1 mm Durchmesser, B — Detaildarstellung der Kontaktflache zwischen
dem Tropfen und der mikrostrukturierten Oberflache (Annahme: Cassie-Baxter-Zustand).

Der dem Cassie-Baxter-Zustand zugrundeliegende Ansatz, dass durch die hydrophobe Struktur die
Kontaktflache fiir die wassrige Phase verringert wird, resultiert aus der Annahme, dass die Raume
zwischen den Strukturelementen mit Luft gefiillt sind und somit das wassrige Medium auf einem
Luftpolster aufliegt [197].

Bei den hier vorgestellten tropfenbasierten Anwendungen sind diese Zwischenrdume mit dem unpo-
laren PFD (hydrophobe Phase) gefillt (s. Abb. 6.2, A). PFD weist eine niedrige Oberflachenspannung
auf (s.S. 83, Tab. 5.7), wodurch es Oberflachen leicht benetzt. Zudem handelt es sich bei PFD um ein
perfluoriertes Ol. Dessen Vorteil ist hierbei das Bestreben fluorierte Oberflichen vollstandig zu benet-
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zen (s. Abb. 6.3, B). Hierdurch wird die Kanaloberflache zusétzlich vor dem wéssrigen Probenmedium
(hydrophile Phase) geschiitzt.

Die nachfolgend beschriebenen Untersuchungen zeigen, welche Voraussetzungen erfillt werden
missen, um eine geeignete Mikrostruktur zur Verbesserung der Prozessstabilitat direkt beim Spritz-
gielRen zu Ubertragen. Hierflr wurden Formeinsatze erstellt, mittels Laser mikrostrukturiert und an-
schlieBend abgeformt und beschichtet.

Fiir die Untersuchungen wurden zwei unterschiedliche Formeinsatze zur Abformung mikrostruktur-
ierter Formteile verwendet. Die Untersuchungen der physio-chemischen Eigenschaften und der Ober-
flachentropografie erfolgten mit planaren, mikrostrukturierten Formteilen (mikrostrukturiertes Test-
element (MST)), vergleichbar mit den in Kapitel 5.1 beschriebenen Testelementen (TE). Die planare
Anordnung der Mikrostrukturierung ermoglichte deren grundlegende topografische Charakterisier-
ung. Demgegeniber erfolgten die Untersuchungen zum Einfluss der Mikrostrukturierung auf die
Stabilitat der Beschichtung und die Reproduzierbarkeit der Tropfenbildung anhand eines mikrostruk-
turierten FMS (2D 90° FMS). Diese fluidischen Untersuchungen erfolgten mit DMEM und antiko-
aguliertem Blut.

Die zu strukturierenden Formeinsatze wurden definiert im Lasersystem positioniert und entsprechend
der gewiinschten Strukturdimensionen bearbeitet (Kapitel 4.2). In Anlehnung an die Mikrostruktur
des Lotusblattes wurden durch die Laserablation ca. 6 — 15 um tiefe Mikrokavitaten auf den Ober-
flachen der Formeinsatzen erzeugt [200]. Der Durchmesser des Laserfokus betrug bei dem hier ver-
wendeten UKP-Laser 10 um. Die Tiefen der Mikrokavitaten wurden durch Variieren der Dichte der
Laserimpulse pro Flache (Wiederholungen oder Impulszdhlung) eingestellt. Fir die ersten Untersuch-
ungen wies die Mikrostruktur eine lineare Ausrichtung auf.

In einem ersten Schritt wurde der Einfluss verschiedener Ausfiihrungen der Strukturelemente auf die
Oberflacheneigenschaften untersucht (Variation der Strukturabstande und -tiefen der Mikrokavi-
taten). In einem zweiten Schritt wurde der Einfluss der Spritzgussparameter auf die Ausbildung der
Mikrostruktur analysiert. Die Untersuchungen erfolgten ausschlieRlich mit MST auf der Basis von PC.
Um den Einfluss des Materials, aus denen die Formteile hergestellt werden, zu untersuchen, wurden
in einem dritten Schritt Formteile aus PC und COC abgeformt. Zudem wurde in einem weiteren Schritt
der Einfluss des Temperierungsmediums auf die Ausbildung der Mikrostruktur untersucht.

All diese Untersuchungen erfolgten ausschlieBlich mit MST. Die Beurteilung der Einfliisse der Mikro-
struktur erfolgte anhand der Strukturdimensionen und der Wasserkontaktwinkel. Zur weiteren Cha-
rakterisierung der physikochemischen Eigenschaften wurde die freie Oberflaichenenergie ermittelt.
Die freie Oberflachenenergie weist einen polaren und einen dispersen Anteil auf, die Kenntnis der
Anteile ermdglicht eine Aussage inwieweit eine Oberflache von polaren und unpolaren Medien be-
netzt wird.

In einem flinften Schritt wurde die finale Mikrostruktur eines MST mit der eines Lotusblattes ver-
glichen. Die finale Mikrostruktur wurde auf die Kanaloberflache der FMS-Formeinsatze Gibertragen.
Die mit dieser finalen Struktur abgeformten FMS bildeten die Basis fur die abschlieBenden fluidischen
Untersuchungen.
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6.2 Ubertragbarkeit einer Mikrostruktur

Im Fokus der Untersuchungen zur Ubertragung der Mikrostruktur der Formeinsitze (s. Abb. 6.4, A)
auf die Formteile (s. Abb. 6.4, B) standen die Einfllsse auf die erreichbaren Strukturdimensionen und
deren Einfluss auf die physikochemischen Oberflacheneigenschaften. Hierflir wurden drei unter-
schiedliche Mikrostrukturen untersucht, die sich hinsichtlich der Abstédnde und der Tiefe der Mikro-
kavitdten der Formeinsatze unterschieden. Die Bezeichnung der untersuchten MST-Formeinsatze
leitet sich aus dem Strukturabstand (1. Zahl) und der Strukturtiefe (2. Zahl) ab, die aus der Laser-
modifikation der Formeinsatze resultieren. Die Zahlenwerte entsprechen den Zielvorgaben fir die
Strukturdimensionen in Mikrometern. Die Abformung der MST-Formteile erfolgte unter definierten
Standardbedingungen (s. Kapitel 4.2.4) mit dem als mittelviskosem Polymer klassifiziertem PC (Kenn-
zeichnung: 2805).

Abb. 6.4: Ubertragung der Mlkrostruktur A Mlkrostruktur eines 15/8- Formelnsatzes (Negatlv) B-
Mikrostruktur auf dem entsprechenden Spritzgusselement (15/15-MST, Positiv).

Die erreichten Strukturhéhen und der Einfluss der Mikrostruktur auf den Wasserkontaktwinkel nach
einer Beschichtung mit C4Fs sind nachfolgenden aufgefiihrt. Die Ergebnisse der Untersuchungen
zeigen, dass sich die Tiefe der Mikrostruktur der MST-Formeinsatze nicht im vollen Umfang auf die
abgeformten MST Ubertragt (s. Abb. 6.5). Die Strukturanalyse des 30/15-Formeinsatzes ergab fir die
Tiefe der Mikrokavitaten die geforderten 15 um. Die Strukturelemente des abgeformten 30/15-MST
weisen jedoch nur eine Hohe von ca. 4,4 um auf.
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Abb. 6.5: Gegenliberstellung der Strukturtiefen der Formeinsatze mit den erzielten Strukturhéhen der
Formteile und den ermittelten Wasserkontaktwinkeln nach einer C4Fs-Beschichtung der Formteilen.

Zudem zeigt sich, dass bei den 15/8- und 15/6-Formeinséatzen, die deutlich kleinere Mikrokavitaten
aufweisen, die Hohe der abgeformten Strukturelemente nur geringfligig kleiner ist (ca. 1,9 um) als die
des 30/15-MST. Somit hat die Tiefe der Mikrokavitdten des Formeinsatzes zwar einen Einfluss auf die
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Hohe der abgeformten Strukturelemente, doch muss der Formeinsatz deutlich tiefere Mikrokavitaten
aufweisen, um beim Abformen héhere Strukturelemente zu erreichen.

Zwei Effekte verhindern die Ausbildung hdherer Strukturen. Zum einen weisen die Polymerschmelzen
eine hohe Viskositat auf und erschweren dadurch das Einstrémen in die Mikrokavitdten der Form-
teile. Zum anderen sind die vor dem Einspritzen geschlossenen Formeinsatze mit Luft gefillt, welche
beim Einspritzen der Schmelze nicht entweichen kann. Die Luft wird durch die einstromende Polymer-
schmelze komprimiert und in die Mikrokavitaten gepresst. Das dort gebildete Luftpolster beschrankt
das Einstromen der Schmelze in die Mikrokavitaten.

Die plasmabeschichteten MST mit einem Strukturabstand von 15 um (das 15/8- und 15/6-MST) wei-
sen hdhere Wasserkontaktwinkel auf als die 30/15-MST. Hierbei ist der Kontaktwinkel der 30/15-MST
jedoch nurum ca. 2,5° niedriger als beim 15/8-MST. Die theoretischen Grundlagen zum Einfluss einer
Mikrostruktur auf die Hydrophobizitdt einer Oberflache besagt jedoch, dass héhere Strukturen zu
héheren Kontaktwinkeln flihren. Das ldsst die Schlussfolgerung zu, dass ein Strukturabstand von
15 um eine stdrkere Zunahme der Hydrophobizitat hervorruft als ein 30 um Abstand (s. Abb. 6.5).

Im Vergleich zu den Wasserkontaktwinkeln einer unstrukturierten, beschichteten PC-Oberflache (0
ca. 120°) lasst sich feststellen, dass die untersuchten Mikrostrukturen nur eine geringe Steigerung des
Wasserkontaktwinkels um max. 17° hervorrufen. Dieses Ergebnis lasst sich zum einen mit den gerin-
gen Strukturhdhen begriinden. Fiir eine signifikante Steigerung der Hydrophobizitat sind hohere
Strukturelemente erforderlich.

Die Untersuchungen zeigten zudem, dass eine weitere Verringerung der Strukturabstande nicht
moglich ist, da bei einem Abstand der Strukturelemente von 15 um und einem Durchmesser von ca.
15 um die Mikrostrukturen ineinander Gbergehen (s. Abb. 6.4, A und B). Sind die Abstdnde zu gering,
wird die urspriingliche Oberflache der Formeinsatze durch die Lasermodifikation abgetragen und die
Tiefe der Mikrokavitdaten minimiert. Infolge dessen wiirde die Hohe der abgeformten Mikrostruktur
ebenfalls minimiert.

Hinsichtlich der Strukturabstdande und -tiefe der Mikrokavitaten der Formeinsatze wurde aus der
ersten Versuchsreihe ein optimaler Strukturabstand von 15 um bei einer Strukturtiefe von ebenfalls
15 um abgeleitet. Fiir die weiteren Untersuchungen wurde die Mikrostruktur mit diesen Parametern
gefertigt.

6.3 Einfluss der Spritzgussparameter

In einer weiteren Versuchsreihe wurde untersucht, welche Parameter beim SpitzgieRen eine Steige-
rung der Strukturhohe erméglichen. Die Temperatur und der Druck sind zwei Parameter, die die Aus-
bildung einer Mikrostruktur beim SpritzgieRen beeinflussen. Die Temperatur hat einen direkten Ein-
fluss auf die Viskositat der Polymerschmelze und somit auf das FlieBverhalten. Wird die Viskositat
reduziert, kann die Schmelze tiefer in die Mikrokavitaten einstromen.

Bei den Untersuchungen wurde das Polymer (PC2805) im Temperaturbereich von 300 - 320°C einge-
spritzt (s. Kapitel 4.2.4). Eine Erh6hung der Einspritztemperatur war nicht moglich, da bei den verwen-
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deten Polymeren oberhalb dieser Temperaturen eine irreversible thermische Zersetzung eintritt (z.B.
PC, T > 350°C). Eine Erh6hung der Formtemperatur kann jedoch das Einstrémen der Polymerschmelze
in die Mikrokavitaten erhéhen. Trifft die Schmelze beim Einspritzen auf die Oberflache der Form-
einsatze, die eine niedrigere Temperatur als die Polymerschmelze aufweist, wird diese abgekiihlt.
Hierdurch wird die Viskositat erhdht und die FlieRfahigkeit verringert. Das Einstromen der Schmelze in
die Mikrokavitaten wird erschwert. Durch eine Erh6hung der Formtemperatur kann diesem Verhalten
entgegengewirkt werden.

Ein weiterer Parameter, der einen direkten Einfluss auf die Strukturhéhe hat, ist der Nachdruck. Der
Nachdruck presst die Schmelze beim Abkihlen in die Form und hat einen maRgeblichen Einfluss auf
die Formtreue der spritzgegossenen Formteile. Durch eine Erhdhung des Nachdrucks wird die
Schmelze starker in die Mikrokavitdten gepresst und die vorhandene Luft weiter komprimiert.

Um die Einfllsse der benannten Parameter auf die Strukturbildung und die physikochemischen Ober-
flacheneigenschaft zu ermitteln, wurden Untersuchungen bei verschiedenen Formtemperaturen und
Nachdriicken durchgefiihrt (s. Abb. 6.6, A und B).

Abb. 6.6: REM-3D-DOM zur Gegenliberstellung des Einflusses der Formtemperatur und des Nachdruckes
auf die Ausbildung der Mikrostruktur der Formteile (MST), A — 15/15-MST abgeformt bei einer Formtempe-
ratur von 110°C und einem Nachdruck von 80 MPa; B — 15/15-MST abgeformt bei einer Formtemperatur
von 180°C und einem Nachdruck von 160 MPa.

Die Ergebnisse zeigen (s. Abb. 6.7), dass bei einem Nachdruck von 100 MPa eine Erhéhung der Form-
temperaturvon 110 °Cauf 150 °C zu einem Anstieg der Strukturhohe fihrt. Jedoch ist der Einfluss mit
ca. 0,3 um nur gering. Auch hat die leichte Zunahme der Strukturhdhe keinen signifikanten Einfluss
auf die Hydrophobizitat. Der Wasserkontaktwinkel steigt lediglich um ca. 3,5°.
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Abb. 6.7: Ergebnisse der Untersuchungen zum Einflusses der Formtemperatur und des Nachdruckes auf die
Strukturhohe der Formteile und der Wasserkontaktwinkel nach einer Beschichtung mit C4Fs.
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Durch die Erhoéhung des Nachdrucks von 80 MPa auf 160 MPa bei einer Anhebung der Form-
temperatur um 30° konnte jedoch eine merkliche Zunahme der Strukturhéhe um ca. 1,8 um erreicht
werden (s. Abb. 6.7). Das fuhrte nach der Beschichtung der MST zu einem signifikanten Anstieg des
Wasserkontaktwinkels um 21°.

Von einer weiteren Erhéhung des Nachdrucks wurde abgesehen, da dies zu einer deutlich hdheren
Beanspruchung der Formeinsatze gefiihrt hatte. Die beschriebenen MalRnahmen zur Optimierung der
Spritzgussparameter fiihrten nach der Beschichtung der MST zu einer superhydrophoben Ober-
flachencharakteristik. Die Ergebnisse zeigen zudem, dass die Zunahme der Hydrophobizitdt mit der
Erhohung der Struktur einhergeht. Als Schlussfolgerung aus diesen Ergebnissen erfolgten die weiteren
Untersuchungen mit Formteilen, die mit einer Formtemperatur von 150 °C und einem Nachdruck von
160 MPa abgeformt wurden.

6.4 Einfluss der Spritzguss-Polymere

In einer nachfolgenden Versuchsreihe wurde untersucht, welchen Einfluss die zur Abformung einge-
setzten Polymere auf die Ausbildung der Mikrostruktur haben. Es wurden zusatzlich zu dem bisher
verwendeten PC2085 zwei weitere Polymere untersucht: Ein COC mit der Kennung 6017 und ein
weiteres PC mit der Kennung 2400. PC2400 weist gegeniiber dem zuvor verwendeten PC2805 bei
gleicher Temperatur der Schmelze eine niedrigere Viskositat auf. Der Einfluss der Viskositat auf die
Ausbildung der Strukturen wurde im Zusammenhang mit der Erh6hung der Formtemperatur disku-
tiert. Durch die geringere Viskositat des Polymers sollte eine weitere Erhohung der Strukturelemente
und der Hydrophobizitat erreicht werden. Gegeniliber PC2805 und PC2400 hat COC6017 die héchste
Viskositat und weist bedingt durch seine andersartige chemische Struktur gegenlber PC Unterschiede
in den physikochemischen Eigenschaften auf [201].

Bei den vorherigen Untersuchungen wies die Mikrostruktur eine lineare Ausrichtung auf. Um die
Packungsdichte der Strukturelemente zu erhéhen, wurde die Mikrostruktur modifiziert und versetzt
angeordnet. Hierdurch wurden die Strukturelemente in einer hexagonalen Anordnung ausgerichtet
und somit die Packungsdichte der Mikrostruktur erhoht [191, 202]. Durch die hexagonale Ausrichtung
der Mikrostruktur wurde eine weitere Steigerung der Hydrophobizitat erwartet.

Die REM-Aufnahmen zeigen, dass PC (s. Abb. 6.8, A und B) spitze Strukturelemente bildet. Das COC (s.
Abb. 6.8, C) bildet hingegen gerundete Strukturelemente aus.

: M 20 .
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Abb. 6.8: Gegeniiberstellung der Ausbildung der Mikrostruktur in Abhdngigkeit zum verwendeten Polymer
anhand von REM-Aufnahmen; A — PC2400; B — PC2805; C — COC6017.
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Die Ausbildung spitzer Strukturen bei PC wird mit den erreichten Strukturhéhen und der im Vergleich
zu COC geringeren Viskositat begriindet. Bei den ersten Untersuchungen zur Ubertragbarkeit der
Mikrostruktur mit PC2805 zeigte die Mikrostruktur, wie hier beim COC, gerundete Strukturelemente
(s.S. 95, Abb. 6.4, B). Im Gegensatz zu den hier erreichten spitzen PC-Strukturen, mit einer Hohe von
5,11 um (PC2805, s. Abb. 6.9, A) und 6,1 um (PC2400, s. Abb. 6.9, A), waren die Strukturelemente
dabei mit 2,49 um und 2,75 um jedoch deutlich kleiner (s. S. 95, Abb. 6.5).

Es wird angenommen, dass die Strukturelemente bei einer solchen Hohe zu spitzeren Strukturen
neigen. In diesem Kontext ist jedoch zu beachten, das COC bei den aktuellen Untersuchungen mit
einer Strukturhéhe von 5,11 um (s. Abb. 6.9, A) nur geringfiigig kleinere Strukturelemente ausbildet.
Ein Grund hierflir kdnnte in der héheren Viskositat liegen, wodurch die Polymerschmelze verstarkt zu
runderen Strukturen neigt. Die genaue Ursache fiir die Strukturunterschiede ist noch nicht eindeutig
geklart und wird weiter untersucht.

Die Ergebnisse der drei Polymere zeigen, dass die Strukturhohe mit der Viskositat korreliert (s. Abb.
6.9, A). Je niedriger die Viskositat der Polymerschmelze ist, desto hoher werden die Strukturelemente
ausgebildet. Die Hohe der Strukturelemente des niederviskosen PC2400 ist hierbeica. 1 um hoherals
die des mittelviskosen PC2805 und des COC6017. Weiterhin bestatigen die Ergebnisse, dass die héch-
ste Mikrostruktur auch den grofSten Wasserkontaktwinkel hervorruft (s. Abb. 6.9, A).
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Abb. 6.9: Ergebnisse der Untersuchungen zum Einfluss der verwendeten Polymere anhand unstrukturierter
und strukturierter sowie unbeschichteter und beschichteter MST; A — Ausbildung der Strukturhéhe und der
Wasserkontaktwinkel; B — Oberflachenenergien.

Das niederviskose PC2400 weist nach der Beschichtung einen Wasserkontaktwinkel von 161,4° auf
und liegt somit um 1,5° Glber dem des PC2805. COC6017 hingegen weist einen Wasserkontaktwinkel
von 154,6° auf. Die Strukturhohe ist jedoch nur um 0,07 um kleiner als die des PC2805. Ein Grund
dafiir, dass aus dem geringen Unterschied der Strukturhéhe ein um 5,3° kleinerer Wasserkontakt-
winkel resultiert, kann mit der gerundeten Struktur des COC begriindet werden. Durch die spitzen
Strukturen des PC wird die Kontaktflache zur polaren Phase im Vergleich zu den gerundeten COC-

Strukturen zusatzlich reduziert und die Hydrophobizitat fallt groBer aus.

Die Ergebnisse der Kontaktwinkelmessungen der MST mit einer hexagonalen Strukturanordnung (s.
Abb. 6.9, A) zeigen im Vergleich zu Messungen an MST mit einer linearen Strukturanordnung (s.S. 97,
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Abb. 6.7) auch eine héhere Hydrophobizitit. Durch die Erhéhung der Packungsdichte der Mikro-
struktur steigt der Wasserkontaktwinkel nochmals um 4,7 °.

Zur Beurteilung der Veranderung der physikochemischen Eigenschaften durch die Mikrostruktur und
die Beschichtung wurden Kontaktwinkelmessungen an unstrukturierten und strukturierten MST vor
und nach einer Beschichtung durchgefihrt (s. Abb. 6.9, A). Sowohl die unstrukturierten als auch die
strukturierten MST wurden mittels Spritzguss gefertigt. Die Messungen der drei unstrukturierten MST
zeigen, unabhangig vom Material, unbeschichtet wie beschichtet dhnliche Kontaktwinkel. Wie aus der
Literatur bekannt, weist hierbei das unbeschichtete COC mit 91,2° den grofSten Wasserkontaktwinkel
auf und liegt damit um ca. 3° Uber den Werten der PC-MST. Durch die Beschichtung werden die
Wasserkontaktwinkel aller MST im Mittel um ca. 30° vergroRert (s. Abb. 6.9, A).

Der Vergleich mit den strukturierten MST zeigt eine signifikante VergroRerung der Wasserkontakt-
winkel sowohl vor als auch nach der Beschichtung. Die Gegeniiberstellung (s. Abb. 6.9, A) zeigt, dass
die Wasserkontaktwinkel bei den unbeschichteten, strukturierten MST starker variieren als bei den
unstrukturierten MST. Allein durch die Strukturierung (unbeschichtet) vergroRRert sich der Wasser-
kontaktwinkel im Vergleich zu den unstrukturierten Oberflachen bei PC2400 um ca. 30°, bei PC2805
um ca. 22° und beim COC6017 um ca. 40° (s. Abb. 6.9, A).

Diese Ergebnisse lassen sich sowohl mit den Dimensionen der Mikrostrukturen als auch mit den
Unterschieden in den physikochemischen Eigenschaften der verschiedenen Polymere begriinden. Wie
die Messungen an den strukturierten MST zeigen, fiihrt die Beschichtung allgemein zu einer weiteren
Erhohung der Hydrophobizitat, beziglich des Materials aber auch zu einer Angleichung. Das COC zeigt
nach der Beschichtung die geringste Zunahme der Hydrophobizitat. Bemerkenswert ist jedoch, dass
das strukturierte COC6017 unbeschichtet einen Kontaktwinkel von ca. 130° aufweist. Dieser Kontakt-
winkel deutet auf eine Hydrophobizitat hin, die eine Tropfengenerierung mit einem entsprechend
strukturierten FMS auch ohne eine Beschichtung zulielRe.

Die Analyse der freien Oberflachenenergie vor und nach der Beschichtung der drei strukturierten MST
ergab, dass sowohl die Strukturierung als auch die Beschichtung eine signifikante Senkung der freien
Oberflachenenergie hervorruft (s. Abb. 6.9, B). Dabei resultierte die Oberflaichenenergie der drei
Polymere hauptsachlich aus dem dispersen Anteil. Bei den unstrukturierten Oberflachen lag der
polare Anteil vor und nach der Beschichtung unter 1 mN/m. Durch die Strukturierung erhohte sich der
polare Anteil bei den unbeschichteten Oberflichen, jedoch max. um ca. 4,5 mN/m. Nach der Be-
schichtung der strukturierten Oberflichen weisen diese einen polaren Anteil von unter 0,2 mN/m auf.

Die Bestimmung der Oberflachenenergie nach einer C4Fs-Beschichtung zeigt, dass dadurch die Be-
nutzbarkeit im Vergleich zu den unstrukturierten Oberflachen reduziert wird. Die Messung der struk-
turierten Polymeroberflachen ergab nach der Beschichtung allgemein Werte fiir die Oberflachen-
energie von unter 2 mN/m. Alle drei strukturierten Polymere weisen nach der Beschichtung einen
niederenergetischen Zustand auf. Daraus resultiert eine niedrige Benetzbarkeit. Die hohen Wasser-
kontaktwinkel resultieren aus einer heterogenen Benetzung der strukturierten Polymeroberflachen.
Der fiir die Messung des Kontaktwinkels auf die strukturierte, beschichtete Polymeroberflache ge-
setzte Wassertropfen befindet sich im Cassie Baxter-Stadium [152, 203].
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Der Vergleich der strukturierten mit den unstrukturierten MST zeigt, dass ohne die C4Fs-Beschichtung
sowohl der Wasserkontaktwinkel als auch die Oberflachenenergie zunimmt. Eine héhere Ober-
flachenenergie weist auf eine héhere Benetzbarkeit hin. Die VergroRerung der Wasserkontaktwinkel
bei den unbeschichteten, strukturierten MST resultiert aus einer homogenen Benetzung der struktu-
rierten Polymeroberflache. Der zur Kontaktwinkelmessung auf die Oberflache gesetzte Wassertropfen
befindet sich im Wenzel-Stadium [151, 204].

6.5 Einfluss des Temperierungsmediums

Im Rahmen einer abschlieRenden Versuchsreihe wurde der Einfluss des Temperierungsmediums auf
die Hohe der Strukturelemente untersucht. Bei den vorherigen Untersuchungen wurde Ol zur Tempe-
rierung der Formeinsitze genutzt. Das hatte zur Folge, dass ein Olfilm auf und vor allem in den Mikro-
kavitdten der Formeinsatze zuriickblieb. Es wurde angenommen, dass das Ol die Ausbildung der
Mikrostruktur einschrankte. Die Verwendung von Wasser zur Temperierung der Formeinsatze ldsst
eine hohere Mikrostruktur erwarten, da das Wasser bei der vorgegebenen Formtemperatur im Ge-
gensatz zum Ol verdampft. Dadurch konnte die Polymerschmelze tiefer in die Mikrokavititen ein-
dringen. Die Untersuchungen zum Einfluss des Temperierungsmediums auf die Ausbildung der Mikro-
struktur erfolgten anhand der Polymere PC2400 und COC6017. Die Betrachtung der Mikrostruktur
zeigte, dass ein Wechsel des Temperierungsmediums bei PC2400 von Ol (s. Abb. 6.10, A) auf Wasser
(s. Abb. 6.10, B) die Ausbildung der Mikrostruktur signifikant beeinflusst.

rstellung der Mikrostruktur eines PC2400 MST in Abh&ngigkeit zum eingesetzten
Temperierungsmedium anhand von REM-Aufnahmen; A — Temperierungsmedium OI; B —
Temperierungsmedium Wasser.

“..

Abb. 6.10: Gegenlibe

Die Gegeniiberstellung der mit den Wasser und Ol abgeformten MST zeigt, dass die Verwendung von
Wasser eine weitere Erhéhung der Strukturhohe bewirkt (s. Abb. 6.11). Fir PC2400 und COC6017
wurde eine Zunahme der Strukturhéhe von ca. 2 um ermittelt.

Die Beurteilung der Hydrophobizitdt anhand des Wasserkontaktwinkels zeigt jedoch beim PC2400-
MST nur eine geringfligige Steigerung um ca. 2°. Bei COC6017 erfolgte hingegen keine messbare
Erhohung der Hydrophobizitdt. Die Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass hinsichtlich der
Strukturdimensionen das Maximum in Bezug zur Steigerung der Hydrophobizitat erreicht wurde.
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Abb. 6.11: Gegenuberstellung der Hohe der Strukturelemente und der Wasserkontaktwinkel nach einer
Beschichtung mit C4Fs vom jeweils ausgewadhlten Polymer (PC2400 und COC6017) bei der Verwendung von
Wasser und Ol zur Temperierung der Formeinsétze.

6.6 Gegeniberstellung der mikrostrukturierten
Oberflache mit der eines Lotusblattes

Der Lotuseffekt resultiert aus einer hierarchisch geordneten mikro- und nanostrukturierten Ober-
flache. Die Mikrostruktur des Lotusblattes (Nelumbo nucifera) wird von der Epidermis in Form der
Papillen gebildet, die Nanostruktur von einer hydrophoben epikutikularen Wachsschicht auf der
Oberflache des Blattes.

Bei der technischen Oberflache (im Rahmen der Arbeit mittels Laserablation erzeugt und durch das
SpritzgieRen auf die MST (ibertragen) bildet das Polymer die Mikrostruktur und beim Erstarren der
Polymerschmelze zusatzlich eine Nanostruktur. Der hydrophobe Charakter der Wachsschicht wird
durch die C4Fs-Beschichtung erreicht.

Eine Gegenliberstellung der Mikrostruktur eines PC2400-MST mit der des Lotusblattes zeigt eine hohe
Ubereinstimmung (s. Abb. 6.12). Fiir die Gegeniiberstellung wurden die Oberflichen mittels AFM
untersucht. Zur Vermeidung von Artefakten wurde das Lotusblatt mit Glycerin stabilisiert.

Die technische Oberflache weist eine geordnete Ausrichtung der Mikrostruktur auf (s. Abb. 6.12, A1),
was dem einheitlichen Fertigungsverfahren geschuldet ist und von der stochastischen Anordnung der
Mikrostruktur des Lotusblattes (s. Abb. 6.12, B1) abweicht. Die Dimensionen der Mikrostruktur hin-
sichtlich der Abstdnde und Héhen zeigen eine hohe Ubereinstimmung (s. Abb. 6.12, A1 und B1).

Die Gegeniiberstellung der Nanostruktur des Lotusblattes mit der der technischen Oberflache nach
einer C4Fs-Beschichtung zeigt in beiden Fallen eine stochastische Anordnung. Die Nanostruktur der
technischen Oberflache ist etwas flacher und einheitlicher als die des untersuchten Lotusblattes.

Das Ergebnis der Bestimmung der physikochemischen Eigenschaften der mikrostrukturierten und
beschichteten Oberflachen zeigt die gewlinschte geringe Benetzbarkeit (s. S. 99, Abb. 6.9). Die Was-
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serkontaktwinkel der beschichteten MST weisen mit ca. 160° ein vergleichbares Niveau im Vergleich
zum Lotusblatt auf und zeigen eine superhydrophobe Oberflachencharakteristik [178].
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Abb. 6.12: Gegenliberstellung der Mikrostruktur (1 und 2) und der Nanostruktur (3); A —technische Ober-
flache abgeformt aus PC2805; B — Oberflache eines Lotusblattes (Nelumbo nucifera).

6.7 Tropfengenerierung mit mikrostrukturierten
FMS

Die finale hierarchische Mikro- und Nanostruktur wurde fiir die finalen fluidischen Untersuchungen
auf die Oberflache von FMS zur Tropfengenerierung mittels Spritzguss Gbertragen (s. Abb. 6.13, A - C).
Die Mikrostruktur wurde hierbei auf die Oberflache des Hauptkanales, in dem die Tropfengenerierung
erfolgt, sowie auf die Randbereiche um den Hauptkanal und auf die Ubergénge zu den Seitenkanilen
Ubertragen (s. Abb. 6.13, C).

Die FMS-Formeinsatze weisen eine im Vergleich zu den abgeformten FMS-Formteilen komplemen-
tare, erhabene Kanalstruktur auf. Um die erforderlichen Kavitaten fur die Mikrostruktur auf die Ober-
flache des Hauptkanals der FMS-Formeinsatze aufbringen zu kénnen, missen diese wahrend der
Laserstrukturierung gekippt werden (s. Kapitel 4.2.2). Das Kippen der FMS-Formeinsatze stellt sicher,
dass der Laserstrahl die gekrimmte Oberflache im rechten Winkel strukturiert. Fiir eine exakte An-
ordnung der Mikrokavitdaten muss das Kippen der Form mit einer hohen Prazision im einstelligen
Mikrometerbereich erfolgen.

Zur Charakterisierung der Mikrostruktur wurde ein 3D-DOM der Oberflache am Scheitelpunkt des
Hauptkanals erstellt (s. Abb. 6.13, D). Das 3D-DOM bildet die Anordnung der Mikrostruktur im Ver-
haltnis zur Krimmung des Hauptkanals ab. Das Oberflaichenmodell zeigt, dass die hohe Prazision beim
Kippen der Form nicht tiber die gesamte gekriimmte Kanaloberflache gewahrleistet werden konnte.
Aus diesem Grund weist die Mikrostruktur an drei Stellen im Hauptkanal einen Versatz auf (s. Abb.
6.13, Cund D).
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Abb. 6.13: Dimensionen und Anordnung der Mikrostruktur auf den 2D 90° FMS, A — FMS integriert in die
tropfenbasierte mikrofluidische Plattform; B — Tropfengenerierung im mikrostrukturierten FMS; C — REM-
Aufnahmen der Mikrostruktur im Bereich der Tropfengenerierungszone; D — DOM der Mikrostruktur im
Hauptkanal.

Die Charakterisierung des Einflusses der hierarchischen Mikro- und Nanostruktur auf die Reproduzier-
barkeit der Tropfengenerierung und die Schichtstabilitat erfolgte anhand fluidischer Untersuchungen
mit DMEM und Vollblut (s. S. 82, Tab. 5.6). Hierfiir wurden sechs unterschiedlich konfigurierte FMS
eingesetzt (s. Tab. 6.3). Als Separationsmedium fiir die Tropfengenerierung wurde bei allen Unter-
suchungen PFD eingesetzt. Bei den Experimenten wurde das PFD (Qx, kontinuierliche Phase) mit
250 pl/min je Seitenkanal in das FMS eingeleitet, das Probenmedium (Qg) mit 100 pl/min in den
Hauptkanal.

Tab. 6.3: FMS — Konfigurationen und die untersuchten Probenmedien.

FMS Nr. | Polymer | strukturiert | beschichtet | Probenmedium
1 PC2400 ja ja Vollblut
2 PC2400 ja ja DMEM
3 PC2805 ja ja DMEM
4 C0OC6017 ja ja DMEM
5 PC2805 nein ja DMEM
6 COC6017 ja nein DMEM

Zur Untersuchung des Einflusses der Strukturierung wurden mit den angegebenen Parametern 5 min
Tropfen generiert (ein Lauf). Zur Beurteilung der Reproduzierbarkeit der Tropfengenerierung und der
Stabilitat der Beschichtung wurden sechs identische Laufe mit jedem FMS durchgefiihrt. Die Bewer-
tung der Reproduzierbarkeit erfolgte anhand der Streuung des mittleren Tropfenvolumens Gber die
sechs unabhangigen Laufe, somit liber einen Zeitraum von 30 min.
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Zur Verdeutlichung des Einflusses der physikochemischen Oberflacheneigenschaften auf die Topfen-
generierung sind die Wasserkontaktwinkel sowie die freie Oberflachenenergie der untersuchten FMS,
entsprechend ihrer spezifischen Konfiguration, in Abb. 6.14, A aufgefiihrt.

Mit den strukturierten, beschichteten FMS aus den drei untersuchten Polymeren (s. Tab. 6.3, Nr. 1 -
4) konnten alle sechs Léufe ohne eine erkennbare Interaktion des Probenmediums mit der Kanal-
oberflache durchgefiihrt werden.

Das unstrukturierte, beschichtete PC2805-FMS (s. Tab. 6.3, Nr. 5) ermdglichte hingegen nur zwei
reproduzierbare Ldaufe. Beim dritten Lauf wurde eine Adhasion des DMEM an der Kanaloberflache
beobachtet. Durch die Interaktion verringerte sich die Reproduzierbarkeit der Tropfengenerierung
merklich. Zum Schluss des dritten Laufes konnten die Tropfen nicht mehr reproduzierbar generiert
werden, somit standen fiir die Gegeniiberstellung nur die Ergebnisse der zwei ersten Laufe zur Verfi-
gung.

Mit dem strukturierten, unbeschichteten COC6017-FMS (s. Tab. 6.3, Nr. 6) wurden drei Ldufe ohne
storende Beeinflussung durchgefiihrt. Bei diesem FMS erfolgte die Tropfengenerierung ab dem vier-
ten Lauf nicht mehr reproduzierbar. Folglich wurden flir den Vergleich die Ergebnisse der ersten drei
Laufe genutzt.

Aus den Daten wurden fiir jedes FMS das mittlere Tropfenvolumen sowie deren Standardabweichung
und die entsprechenden VK-Werte ermittelt (s. Abb. 6.14, B).
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Abb. 6.14: Ergebnisse der fluidischen Untersuchungen in Abhangigkeit von der FMS-Konfiguration; A —
Wasserkontaktwinkel und die freie Oberflachenenergie der untersuchten FMS; B — mittleres Tropfenvolu-
men, deren Standardabweichung und die VK-Werte in Abhangigkeit von dem untersuchten Probenmedium
und der Konfiguration der FMS.

Zuerst erfolgte die Beurteilung der Ergebnisse in Bezug zum Tropfenvolumen anhand der Unter-
suchungen mit DMEM. Bei den drei strukturierten, beschichteten FMS (s. Tab. 6.3, Nr. 2 — 4) erfolgte
die Tropfengenerierung im Vergleich zu den zwei weiteren FMS, die mit DMEM untersucht wurden,
beziiglich des mittleren Tropfenvolumens auf einem niedrigen Niveau (Vr~772 —812 nl). Zudem
nahm das Tropfenvolumen dieser drei FMS mit sinkendem Wasserkontaktwinkel ab (s. Abb. 6.14, B).



106 6.7 Tropfengenerierung mit mikrostrukturierten FMS

Dieser Zusammenhang lasst sind damit erklaren, dass ein hoherer Wasserkontaktwinkel (s. Abb. 6.14,
A) mit einer hoheren Hydrophobizitdt einhergeht und hierdurch die Adhasion des DMEM an der
Kanaloberflache geringer ausfallt. Der Tropfenabriss erfolgt friiher als bei einer niedrigeren Hydro-
phobizitdt der Oberflachen, wodurch das Tropfenvolumen reduziert wird.

Der Vergleich des mittleren Tropfenvolumens des unstrukturierten, beschichteten PC2805-FMS mit
dem strukturierten, unbeschichteten COC6017-FMS (s. Abb. 6.14, B) zeigt, dass die Tropfengenerie-
rung im COC6017-FMS auf einem héheren Volumenniveau erfolgt (PC2805 Vr~ 1000 nl, COC6017
Vr~ 1062 nl). Die Messung der Wasserkontaktwinkel weist im Vergleich zum unstrukturierten, be-
schichteten PC2805-FMS auf eine hohere Hydrophobizitdat der strukturierten, unbeschichteten
COC6017-Oberflache hin (s. Abb. 6.14, A).

Diese Ergebnisse widersprechen der zuvor getroffenen Aussage, dass ein hoherer Wasserkontakt-
winkel auf eine héhere Hydrophobizitat schlieen lasst und hierdurch das Tropfenvolumen sinkt. Der
Wasserkontaktwinkel allein ist folglich nicht das einzige Kriterium zur Begriindung fir die Unter-
schiede der Tropfenvolumina, vielmehr muss die freie Oberflachenenergie als ein weiteres Kriterium
beriicksichtigt werden.

Die Messungen der freien Oberflachenenergie beider FMS zeigen, dass hierbei das Tropfenvolumenin
Abhangigkeit zur Hohe der freien Oberflachenenergie steigt. Zur Begriindung sei erwahnt, dass die
unbeschichtete COC6017-Oberflache durch die fehlende C4Fs-Beschichtung keinen Fluoranteil auf-
weist. Es ist bekannt, dass insbesondere fluorhaltige Oberflachen sowohl eine geringe Adhésions-
neigung zu polaren wie auch unpolaren, nichtfluorierten Medien aufweisen. Vielmehr neigen solche
Oberflachen dazu, nur von fluorierten Medien benetzt zu werden (Fluorphilie). Bei den hier beschrie-
benen Untersuchungen wird zur Tropfengenerierung vollstandig perfluoriertes PFD als kontinuierliche
Phase eingesetzt. Weiterhin ist bekannt, dass PFD auf Oberflachen mit einem Fluoranteil einen schiit-
zenden Film bildet. Diese Eigenschaft des PFD zur Filmbildung kommt aufgrund der fehlenden C4Fs-
Beschichtung bei den unbeschichteten Oberflachen des COC6017 nicht zum Tragen. Demzufolge flihrt
der dadurch verursachte verzégerte Abriss des DMEM zu gréReren Tropfenvolumina.

Das Ergebnis, dass sowohl der polare wie auch der disperse Anteil der freien Oberflachenenergie
beim strukturierten, unbeschichteten COC6017 liber dem des unstrukturierten, beschichteten
PC2805 liegt, flihrt zu der Schlussfolgerung, dass die freie Oberflachenenergie eine bessere Beur-
teilung des Einflusses der Oberflacheneigenschaften auf die Tropfenbildung zuldsst.

Allerdings ist diese Annahme nicht auf die strukturierten, beschichteten FMS (ibertragbar, da sich hier
das Tropfenvolumen indirekt proportional zur freien Oberflachenenergie verhilt. Eine abschlieRende
Begriindung flir diesen Zusammenhang kann derzeit nicht gegeben werden, wird jedoch im Rahmen
weiterfUihrender Experimente untersucht. Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass ein direkter
Vergleich unstrukturierter und strukturierter sowie unbeschichteter und beschichteter FMS nicht
uneingeschrankt moglich ist.

Fiir die abschlieBende Betrachtung der Reproduzierbarkeit muss berlicksichtigt werden, dass mit dem
unstrukturierten, unbeschichteten FMS nicht alle sechs geplanten Laufe durchgefiihrt werden konn-
ten. Aus diesem Grund ist ein Vergleich der Reproduzierbarkeit mit den Gibrigen FMS nicht moglich.
Jedoch zeigen das strukturierte, beschichtete PC2400- und PC2805-FMS mit VK-Werten von 2,1 % und



6 Mikrostrukturierung 107

2,8 % eine geringe Streuung der Tropfenvolumina. Das strukturierte, beschichtete COC6017-FMS hebt
sich mit einem VK-Wertvon 1,7 % jedoch nochmals von den anderen FMS ab. Mit dieser Konfigurati-
on konnte die hochste Reproduzierbarkeit bei der Tropfengenerierung erreicht werden.

Fiir die Tropfengenerierung mit Vollblut wurde ein strukturiertes, beschichtetes PC2400-FMS ver-
wendet (Tab. 6.3, Nr. 1). Die Tropfenbildung erfolgte reproduzierbar tiber alle sechs Laufe (insgesamt
30 min). Das mittlere Tropfenvolumen war mit Vr~ 677 nl deutlich geringer und die Streuung mit
einem VK-Wert von 6,5 % deutlich héher als bei den Untersuchungen mit DMEM. Die Ursache fiir
diesen hohen VK-Wert wird in der komplexen Zusammensetzung des Blutes (hdhere Proteinkonzen-
tration, Blutzellen) gesehen, was im Vergleich zu den Versuchen mit DMEM auch bei superhydro-
phoben Kanaloberflachen zu Wechselwirkungen des Blutes mit der Kanaloberflache fiihrt [205].

Die Experimente mit DMEM und Vollblut wurden mit den vier strukturierten, beschichteten FMS (s.
Tab. 6.3, Nr. 1-4) fortgesetzt, um die Langzeitstabilitat der Tropfengenerierung zu untersuchen. Dazu
wurden kontinuierlich an jeweils zwei aufeinanderfolgenden Tagen fiir jeweils 6 h Tropfen mit DMEM
und Vollblut generiert. Mit den drei strukturierten, beschichteten FMS (s. Tab. 6.3, Nr. 2 — 4) konnten
Tropfen mit DMEM (iber die gesamte Testdauer von 12 h storungsfrei erzeugt werden. Bei der Trop-
fenbildung aus Vollblut mit dem strukturierten, beschichteten PC2400-FMS (s. Tab. 6.3, Nr. 1) wurden
nach ca. 1 h punktuelle Adhasionen des Blutes an der Kanaloberflache beobachtet. Diese Adhadsion
fihrte jedoch nicht zu einer Beeinflussung der Tropfengenerierung.

Weiterfihrende Untersuchungen mit den strukturierten, beschichteten FMS (s. Tab. 6.3, Nr. 2 — 4)
zeigten, dass diese Systeme ohne erneute Beschichtung eine reproduzierbare und stabile Tropfen-
generierung mit DMEM fur mehr als zwei Wochen ermdglichen. Die Experimente haben gezeigt, dass
spritzgegossene, mikrostrukturierte und plasmabeschichtetes FMS einen stabilen und langfristigen
Tropfengenerierungsprozess garantieren. Das bedeutet, dass diese FMS als Disposable flir Routinean-
wendungen im medizinischen Bereich hervorragend geeignet sind, aber auch fiir Anwendungen im
Bereich der Forschung liber lange Zeitraume funktionieren und damit eine kostenglinstige Moglich-
keit zur Entwicklung beispielsweise von miniaturisierten Bioprozessen darstellen.

Zusammenfassend senkt die finale hierarchische Mikro- und Nanostruktur in Kombination mit einer
hydrophoben Beschichtung (C4Fs) die freie Oberflachenenergie der FMS-Kanaloberflache. Folglich
wird die Tendenz insbesondere von Vollblut, an der Kanaloberflache zu haften, verringert. Nach
Cassie und Baxter [203, 206] konnte die Kontaktflache zwischen den Tropfen und der Kanaloberflache
deutlich reduziert werden. Insbesondere fiir hydrophobe Oberflachen [207] sollte diese reduzierte
Kontaktflache auch die Neigung zur Proteinadhdsion verringern. Eine Kombination der Mikrostruktur
und der hydrophoben Beschichtung reduziert die Adhdsion biologisch relevanter Medien an der
Kanaloberflache signifikant. Die entwickelten spritzgegossenen FMS unterstiitzen einen langzeit-
stabilen Tropfengenerierungsprozess mit einer hohen Reproduzierbarkeit.
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7 Diskussion und Ausblick

7.1 Diskussion

Die detaillierte Diskussion der Ergebnisse erfolgte bereits in den jeweiligen Kapiteln dieser Arbeit. Die
hier abschlieRend gefiihrte allgemeine Diskussion fasst die Bewertung der Ergebnisse im Kontext mit
der Aufgabenstellung zusammen.

Das Ziel der Arbeit, die Entwicklung und Charakterisierung einer tropfenbasierten mikrofluidischen
Plattform, wurde erreicht. Hierbei wurden die wesentlichen Aspekte fir Wirkstoffscreenings und
Biomarker-Analysen beriicksichtigt. Die in diesem Zusammenhang fiir die angestrebten Anwendun-
gen zu beantwortenden Fragen bezogen sich auf konstruktive Mallnahmen und relevante Prozess-
parameter. EinflussgrofRen wie die Kanalanordnung und deren Oberflachenbeschaffenheit sowie der
Einfluss der Volumenstrome und verschiedener Probenmedien auf die Tropfengenerierung wurden
umfassend untersucht. Die Funktion des Systems konnte flir unterschiedliche Proben wie Zellkultur-
medien, Serum und Vollblut nachgewiesen werden. Wechselwirkungen des Probenmediums mit der
Kanaloberflache wurden vor allem mit mikrostrukturierten Modulen verhindert.

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass die Beschichtung mit dem C4Fs-Prakursor sowohl mit dem
Atmospharendruck-Plasmaverfahren, als auch mit dem Niederdruck-Plasmaverfahren geeignete
Voraussetzungen bietet, um mikrofluidische Systeme fiir tensidfreie tropfenbasierte Anwendungen zu
hydrophobisieren. Die Beschichtung weist eine ausreichend hohe Hydrophobizitdt auf und ermoglicht
fiir eine Vielzahl biologisch relevanter Medien stabile Prozessbedingungen.

Das Verfahren zur Strukturierung der Spritzguss-Formeinsatze und die anschlieBende Hydrophobi-
sierung der FMS-Formteile mittels Niederdruck-Plasmaverfahren haben sich als geeignet erwiesen,
um dem Lotusblatt dahnliche Oberflaicheneigenschaften zu erzeugen (s. Kapitel 6). Im Vergleich zu
unstrukturierten Oberflachen bewirkt die Strukturierung eine signifikante Erhohung der Hydrophobi-
zitdt und im Zuge dessen eine Verringerung der Benetzbarkeit. Die anschlieRende C4Fs-Beschichtung
fihrt zu superhydrophoben Oberflacheneigenschaften. Durch die Strukturierung konnte die Standzeit
der FMS fiir kritische Medien wie Vollblut deutlich erhéht werden.

Fir die Strukturierung der Spritzguss-Formeinsatze mittels Femtosekunden-Laser ist zwar ein zusatz-
licher Bearbeitungsschritt notwendig, die Kosten sind jedoch im Vergleich zu den Gesamtkosten fiir
die Fertigung der Spritzguss-Formeinsatze vergleichsweise gering. Dartber hinaus waren Anwendun-
gen mit kritischen Medien wie Vollblut ohne Strukturierung der spritzgegossenen FMS-Formteile
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generell nicht moglich. Die Untersuchungen haben gezeigt, dass die niedrige Rauheit unstrukturierter,
mittels Spritzguss gefertigter FMS-Formteile schon bei gewdhnlichen Kulturmedien (z.B. DMEM) nach
einer kurzen Prozessdauer (max. 10 min) zu einer Storung der Tropfengenerierung fiihrt (s. Abb.
7.1, FMS 5).

Durch die Wahl eines Polymers wie COC kann die Oberflachenstrukturierung eine weitere Erhéhung
der Reproduzierbarkeit der Tropfengenerierung ermaoglichen. Ein Vergleich der VK-Werte bei einer
Forderratenkombination von 500/100 pl/min mit DMEM zeigt bei einem gefrasten 2D 90°FMS aus
PC2805 einen VK-Wert von 2,6 % (s. Abb. 7.1, FMS 1), wahrend der VK-Wert fiir ein mikrostruktu-
riertes spritzgegossenes COC6017-FMS lediglich 1,7 % betragt (s. Abb. 7.1, FMS 4).

Q, = 500 pl/min
Beschichtungs- = i
FMS Herstellungs-| Oberflachen- e::rfl:m::gs Proben- 9y Q1305 Hlimm Standzeit Vr [nl]
. verfahren | - stuklur | (¢ P, Plasma) | Medum TV, VK 0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Nr.| Material [nl] [%] [l . A . . A

keine,

. Oberflachen | Atmospharen ] o
1| PC2805 Frasen | = heit durch _druck DMEM | 768,8 2,6 z3d %—1 26%

Fréasen

2 | PC2400 | Spritzguss | Mikrostruktur | Niederdruck DMEM | 7721 28 23d 1 E E H 28%

3 | PC2805 | Spritzguss | Mikrostruktur | Niederdruck DMEM | 7876 21 23d

4 |COC6017 | Spritzguss | Mikrostruktur | Niederdruck DMEM | 8119 1.7 23d

keine,

blut

[[Jgefrast [_] Spritzguss, unstrukturiert [] Spritzguss, mikrostrukiuriert

5 | PC2805 | Spritzguss Eﬂ‘;ﬂg:;“gﬁ Niederdruck | DMEM | 9995 | 21 |s10min| + 21%
-rauheit

6 |COC6017| Spritzguss | Mikrostruktur - DMEM | 10615 36 215 min /j i 3.6%

7 | PC2400 | Spritzguss | Mikrostruktur | Niederdruck Voll- 676,6 6,5 z2d B H 65%

Abb. 7.1: Ubersicht der mittleren Tropfenvolumina und der VK-Werte unterschiedlich konfigurierter
2D 90° FMS bei einer Forderratenkombination von 500/100 pl/min fir Untersuchungen mit DMEM und
Vollblut.

Bei kurzzeitigen Anwendungen (ca. 15 min) mit strukturierten COC-FMS kann sogar auf eine Plasma-
beschichtung verzichtet werden! Unter dem Aspekt, FMS als Disposable fiir einmalige Anwendungen
einzusetzen, ist dies ein erheblicher wirtschaftlicher Vorteil. Der Verzicht auf eine Plasmabeschich-
tung fiuhrt jedoch zu einer Verringerung der Reproduzierbarkeit (s. Abb. 7.1, FMS 6).

Die erfolgreichen Untersuchungen mit Blut zeigen das Potenzial mikrostrukturierter Oberflachen fir
tropfenbasierte Anwendungen im Bereich der Life Science auf. Die hierbei auftretende Verringerung
der Reproduzierbarkeit muss bei heterogenen Medien wie Blut akzeptiert werden (s. Abb. 7.1,
FMS 7). Mit der Mikrostrukturierung und der anschlieBenden Plasmabeschichtung sind die Voraus-
setzungen fiir reproduzierbare und stabile Prozessbedingungen sowie eine hohe Standzeit fiir eine
Vielzahl von unterschiedlichen Medien erfillt (S. Abb. 7.1, FMS 2 — 4) und damit die Grundlagen fiir
eine kommerzielle Nutzung geschaffen.

Die in dieser Arbeit prasentierten Untersuchungen zu den Einfliissen auf die Tropfengenerierung
(s. Kapitel 5) zeigen, dass durch die Wahl der Forderraten eine Variation der Tropfenvolumina um ca.
400 nl fur die meisten FMS-Designs moglich ist (s. Tab. 7.1). Darlber hinaus beeinflussen die Férder-
raten auch die Reproduzierbarkeit der Tropfengenerierung. Eine zusammenfassende Ubersicht (iber
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die gemittelten Tropfenvolumina und die zugehorigen VK-Werte (Langzeitabweichungen) fir alle
Forderratenkombination und FMS-Designs (ohne Mikrostruktur) gibt Tab. 7.1.

Tab. 7.1: Ubersicht der mittleren Tropfenvolumina und der KV-Werte aller untersuchten FMS-Design (ohne
Mikrostruktur) und fiir alle Férderratenkombinationen.

Q [pl/min] 250 500 1000
Qq [pl/min] 100 50 25 200 100 50 400 200 100
FMS? Ql-] 2,5:1 5:1 10:1 2,5:1 5:1 10:1 2,5:1 5:1 10:1
Material
Parameter Vr VK Vr VK Vr VK Vr VK Vr VK Vr VK Vr VK Vr VK Vr VK
Design/Einheit [nl] [%] | [nll [[%]] [nl] [[%]]] [n] |[%]] [n] |[%]| [l | (%] [Nl |[%]]| [nl] |[%]]| [nl] | (%]

PC2805 1D 90° FMS 983,4 (2918630488148 |6,9| 9586 |4,7|827,6 |68 7193 |55 8828 |3,4|746,7 | 39| 6565 | 5,1
PC2805 1D 45° FMS 1001,7 | 6,4 | 878,3 | 8,51804,2 | 89 934,5|3,5|789,9 | 61]7034|93]|803,4|19|684,2(2,0]5985|22
PC2805 2D 90° FMS 991,4 |2,4|844,3 (3,3 |7366 (558876 |1,7]|7688 |26 |6753|4,3|776,6| 1,9 |651,8| 1,8 |564,4 | 1,9
PC2805 2D 45° FMS 1032,7 | 3,4 | 851,8 | 2,6 | 739,4 | 1,91 916,6 | 3,3 | 755,2 | 2,0 | 643,7 | 2,6 || 787,1 | 2,1 | 640,3 | 2,7 | 533,9 | 4,3
PC2805 3D 45° FMS 862,8 1,8 |750,2| 256805 |4,0( 7379 |19 |619,7 | 44 | 543,1| 4,3 | 614,2 | 2,4 | 496,6 | 4,7 | 437,2 | 59

Unabhangig von der Kanalanordnung zeigen alle FMS bei kurzen Prozessintervallen eine hohe Repro-
duzierbarkeit. Bei hohen Forderraten, insbesondere fiir eine Forderratenkombination von
1000/400 pl/min, gilt dieses fur alle FMS-Designs auch iber einen ldngeren Zeitraum (s. Tab. 7.1, VK-
Werte der Langzeitabweichung). Fir Prozesse, bei denen das Tropfenvolumen reproduzierbar liber
einen groReren Volumenbereich einstellbar sein soll, bieten fiir hohere Forderraten der kontinuier-
lichen Phase (Qx = 1000 pl/min) das 2D 90° FMS und fiir niedrige Férderraten (Qx = 250 pl/min) das
3D 45° FMS die besten Voraussetzungen.

Sollen FMS mit einem Seitenkanal (1D) eingesetzt werden (Kostengriinde, einfacher Prozessaufbau),
sind FMS mit einem 45° Winkel hinsichtlich der Reproduzierbarkeit bei h6heren Férderraten der kon-
tinuierlichen Phase besser geeignet als FMS mit einem 90° Winkel.

Weiterhin ist allgemein eine hohe Férderrate der kontinuierlichen Phase von 1000 pil/min niedrigeren
Forderraten vorzuziehen, da hierbei das hohe Einleitungsvolumen die Reproduzierbarkeit der Trop-
fengenerierung bei den meisten FMS-Designs befordert.

Eine Betrachtung des Einflusses der Forderratenverhaltnisse zwischen der kontinuierlichen Phase und
der dispersen Phase zeigt, dass bei niedrigeren Forderratenverhaltnissen (Q = 2,5/1) die Reproduzier-
barkeit ebenfalls positiv beeinflusst wird. Jedoch ist eine Erhéhung der Forderrate der dispersen
Phase und somit eine Verringerung des Férderratenverhaltnisses zur kontinuierlichen Phase nicht
unbegrenzt moglich, da hierdurch die Abstande der Tropfen zueinander zu gering werden. Dies kann
einen unerwinschten Kontakt der Tropfen untereinander verursachen, der ohne Verwendung von
Tensiden zu Tropfenvereinigungen und damit zum Zerstéren der Tropfensequenz fihrt. Dieser Fall
tritt schon bei einer Verringerung des Forderratenverhaltnisses auf unter 2,5/1 ein.

Tropfenvereinigungen treten ebenso bei einer Erhohung der Forderrate der kontinuierlichen Phase
Gber 2000 pl/min auf. Soll der Durchsatz ohne die Verwendung von Tensiden erhéht werden, muss
dies mittels einer Parallelisierung der Tropfengenerierung oder durch eine der Tropfengenerierung
nachgeschaltete AbstandvergrofRerung erfolgen.

Fiir Applikationen von Probenmedien mit sehr hohen oder niedrigen pH-Werten weisen sowohl die
mit Atmosphéarendruck- als auch mit Niederdruck-Verfahren erzeugten C4Fs-Beschichtungen nicht die
erforderliche Stabilitat auf. Grundsatzlich bleibt festzustellen, dass nicht alle im Bereich der Bio-
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wissenschaften oder der Chemie zum Einsatz kommen Medien mit dem im Rahmen dieser Arbeit
beschriebenen mikrofluidischen System verarbeitet werden konnen, was jedoch zu erwarten war.

Ein modifiziertes 3D-FMS konnte fiir solche Medien eine geeignete Alternative zur Tropfengene-
rierung darstellen, da hier die Proben im Zentrum des Hauptkanals fokussiert werden (s. Abb. 7.2, B).
Im Gegensatz zu FMS mit einem oder zwei Seitenkanélen (s. Abb. 7.2, A) verhindert diese Art der
Tropfengenerierung den Kontakt des Probenmediums mit der Kanaloberflache.

Abb. 7.2: Gegenuberstellung der Wirkungsrichtung der Krafte (griine Pfeile) die durch die Einleitung des PFD
auf das Probenmedium (rot) an der Tropfengenerierungszone wirken; Querschnitt durch die Tropfengene-
rierungszone, A—2D 90° FMS; B —3D 45° FMS,

1: Deckelelement, 2: Hauptkanal, 3: Seitenkanal, 4: Bodenelement, 5: Schlauchjustierbohrung.

Die Gegeniberstellung der Ergebnisse des 2D 90°FMS und des 3D 45° FMS (s. Tab. 7.1) lasst die
Schlussfolgerung zu, das bei einem 3D FMS durch eine Anderung des Einstrémwinkels von 45° auf 90°
eine Steigerung der Reproduzierbarkeit erreicht werden kann.

Zudem ist anzunehmen, dass zur bisherigen zweiseitigen Einleitung (s. Abb. 7.2, B, zwei Seitenkanile)
eine zusatzlich um 90° versetzte Einleitung der kontinuierlichen Phase (vierseitig) eine Verringerung
des Stromungsgradienten im Ringspalt zur Folge hat und hierdurch ebenfalls die Reproduzierbarkeit
erhoht wird.

Mit den im Rahmen dieser Arbeit entwickelten und charakterisierten FMS, einschlieRlich der C4Fs-
Beschichtung, steht nunmehr eine robuste und vielseitig einsetzbare mikrofluidische Technologie-
plattform fiir tiefgreifende Untersuchungen zum Wirkstoffscreening und zur Biomarker-Analyse zur
Verfligung.

Die Ergebnisse der Charakterisierung der Tropfengenerierung (s. Kapitel 5) und der Mikrostrukturier-
ung (s. Kapitel 6) wurden im Rahmen zweier Publikationen vom Autor der Dissertation veroffentlicht
[208, 209].

Eine Ubersicht der Ergebnisse mit den gefréster fiinf FMS-Design zur Beurteilung der Standzeit ist in
Anhang A.2 aufgefiihrt, eine Ubersicht zum Einfluss der Férderraten im Anhang A3.
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7.2 Ausblick

Die nachsten Schritte dienen der weiteren Charakterisierung der mikrofluidischen Plattform im Kon-
text mit der angestrebten Anwendung eines Wirkstoffscreening. Hierflir werden alle Module der
Plattform verwendet und Uber einen Zeitraum von zehn Tagen zyklisch beansprucht. Ein Wirkstoff-
screening auf der Basis von multizelluldren Strukturen, beispielsweise von Spharoiden, stellt eine
komplexe Aufgabe dar, die fiir potenzielle Interessenten die Vielseitigkeit dieser Technologie abbildet.
Eine erfolgreiche Applikation wie das Wirkstoffscreening kann zudem die Akzeptanz fiir diese Techno-
logie erh6hen und sie am Markt etablieren.

Eine Ubersicht tiber den Umfang der fiir ein vollstindiges Wirkstoffscreening notwendigen Prozess-
und Verfahrensschritte gibt Abb. 7.3.

Prc.:zesszeit Verfahrensschritte (erforderliche Module)
(Differenz
Prozess- . 3
schritt v:rh.;r Dispergieren Aliquotieren z";g‘::::en Inkubation Analysieren
gehenden . o X X
Mischmodul Tropfi dul Spektrosk dul
Schritt) (Mischmodul) (Tropfenmodul) und Zudosiermodul) (Speichermodul)  |(Spektroskopiermodul)
Sphiiroide- Beginn Einl;;t:mg Genev::rung Biva;ng
bildung (0h) Zellsuspension Tropfen Spharoiden
. Zugabe Inkubation
Mefdle;— (;g :) von frischen d der
refres Medium Spharoide ‘
Einleiten -
|
des 144 h Zudg::)e nkudiastlon
W"k“?ﬁ (72h) Cytostatikum Cytostatikum
Screenings
Emc\::l:en 168 h Zudg::e \nkudbeastion |
Vitalitats- (48 h) Resazurin Vitalitatsassay
analyse
Messung der
Auswertung Z(fh;‘ Zellviabilitat ||
(hohe Zellzahl) T
o Fortsetzung der
Vitalitat- 220h Inkubation des
analyse (20h) Vitalititsassay
Messung der
Auswertung i"zh | Zellviabilitat
(Ende) (niedrige Zellzahl)

Abb. 7.3: Schema des Ablaufes eines Wirkstoffscreening auf der Basis multizellularer Systeme.

Die ersten Untersuchungen fir ein Wirkstoffscreening nach dem aufgefiihrten Schema haben gezeigt,
dass mit den entwickelten Modulen die erforderlichen Prozessschritte zuverlassig durchgefiihrt wer-
den kénnen. Weitere Untersuchungen zur Umsetzung eines Wirkstoffscreening erméglichen eine
weitere Charakterisierung aller Module der mikrofluidischen Plattform. Der Fokus bei den zukiinftigen
Untersuchungen liegt jedoch vor allem auf der Optimierung des Handlings der Plattform fiir Wirk-
stoffscreenings. Denn nur ein zuverlassig einsetzbares und einfach zu handhabendes System kann am
Markt etabliert werden. Zum Erreichen dieser Ziele liegt der Schwerpunkt der zukiinftigen Arbeiten
auf einer umfassenden Automatisierung des Systems und der Entwicklung spezieller Anwendungs-
protokolle fiir Wirkstoffscreenings auf der Basis multizellularer Systeme.
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A Anhang

A.1 Comsol-Modell

Global Definitions

GLOBAL SETTINGS

Name 1.0_2DS_2D 90 _FMS_1000_200_8_M.mph
Version COMSOL Multiphysics 5.3a (Build-Version: 180)

USED PRODUCTS
COMSOL Multiphysics
CFD Module

Parameters

PARAMETERS 1

Name Expression

VSkp 1000[pl/min]

SGkp VSkp/(((dSKA2)*pi)/4)
VSdp 200([ul/min]

SGdp VSdp/(((dHKA2)*pi)/4)
IS 0.5[m]

dHK 1000[pum]

IHK (24[mm] - (1Sj*2))/SF
dsK 300[um]

ISK (12[mm] - (ISj))/SF
aAGF 0.5[mm]

kwKO 135[°]

visPFD 5.50174[mPa*s]

Value

1.6667E-8 m3/s

0.23579 m/s
3.3333E-9 m3/s
0.0042441 m/s

0.5m

0.001 m
0.006 m
3E-4m
0.003 m

5E-4m

2.3562 rad

0.0055017 Pa's

Description

Volumenstrom kontinuierliche
Phase

Strémungsgeschwindigkeit
kontinuierliche Phase

Volumenstrom disperse Phase

Strémungsgeschwindigkeit
disperse Phase

Lange Schlauch
Durchmesser Hauptkanal
Lange Hauptkanal
Durchmesser Seitenkanal
Lange Seitenkanal

Abstand der Anfangsgrenzfla-
chen zum Seitenkanal

Kontaktwinkel der Kanalober-
flache

dynamische Viskositat PFD
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Name Expression Value Description
diPFD 1.93048[g/ml] 1930.5 kg/m3 Dichte PFD
vVisDMEM 1.9237[mPa*s] 0.0019237 Pa-s dynamische Viskositdt DMEM
diDMEM 1.00847[g/ml] 1008.5 kg/m?3 Dichte DMEM

GFS_PFD_DMEM  35.15347[mN/m]

RIP
dGF
TFVS
ISj

Geometrie 1
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Materials
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Laminare Stromung

1 ] | | ]
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5.57] B
5 L

4.5 B
3.57] B

3 -
2.57] B

15

0.57] B

I I | T I
-4 -2 0 2 4

Laminare Strémung

EQUATIONS
p(u-V)u=V-[-pl+K]+F
pV-(u)=0
K =u(Vu+(Vu)T)

FEATURES
Fluideigenschaften 1
Anfangswerte
Wand 1

Einlass kp 1

Einlass kp 2

Einlass dp

Auslass 1

Fluideigenschaften 1

EQUATIONS
p(u-V)u=V-[-pl+K]+F
pV-(u)=0
K=u(Vu+(Vu)T)

Wand 1

EQUATIONS
u=0
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Einlasskp 1
EQUATIONS
L..V,- |:—p| + u(Vtu + (Vtu)T )} =—p,..n
Einlass kp 2
EQUATIONS
L.V, [—pl + u(Vtu +(Vu)' )J =—p,..n
Einlass dp
EQUATIONS
L.V, |:—p| + u(Vtu + (Vtu)T )} =—p,.N
Auslass 1

EQUATIONS
Lexitvt - |:_p| + “(Vtu + (vtu)T ):| = ~PexitN

Level-Set

| | | | ]
mm

5.57]

457 B

35 B
- L
25

15

0.5

T I T T I
-4 -2 0 2 4

Level-Set

EQUATIONS

0 v :
a—f+u-v¢=yv.[glsv¢—¢(1—¢)|v—2} ¢ =phils
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FEATURES
Level-Set Modell 1
Anfangswerte kp
Keine Stromung 1
Anfangswerte dp
Einlass kp 1
Einlass kp 2
Einlass dp

Auslass 1

Anfangs-Grenzflache 1

Level-Set Modell 1

EQUATIONS
— . = . —_— —_— — —_— i
t+u Vo=V [gISVqﬁ ¢(1 ¢)| 5 J, ¢ =phils

Keine Stromung 1

EQUATIONS
n-{glsv¢—¢(1—¢)V—¢J=0

Einlass kp 1

EQUATIONS
P=4
Einlass kp 2
EQUATIONS
o=4
Einlass dp

EQUATIONS

=4
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Multiphysics

Zwei-Phasenstromung, Level-Set 1
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Befeuchtete Wand 1

EQUATIONS
n-u=0

wall

n-[g,sv¢—¢(1—¢)%j=0

Netz 1

F,. =05(n-n, —cos(6,))n,, —%u

5.57]

4.5
3.57]

2.5

15

0.57]

-4 -2 0

Netz 1
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A.2

in Abhangigkeit von der Standzeit

Ubersicht der Ergebnisse zum Tropfenvolumen

A
1. [Ol2 . 4. Lauf \ 1. 02 M3 14 Ladf
1000 1000
48% \ ElE 8,5%
900 d % BvBl’h 900 1
o i
800 1 800 1 & 1AM
_ R = ] son| o 6,1%
= 700 1 ' = 700 1
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600 | 600
500 500 |
400 : : : 400 : .
250/50 500/100 1000 /200 250/50 500/100 1000/ 200
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B
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Abb. A.1: Gegenliberstellung der mittleren Tropfenvolumina und der entsprechenden Standardabweich-
ungen aller Laufe bei den Férderratenkombinationen von 250/50, 500/100 und 1000/200. Fur jede Férder-
ratenkombinationen (je ein Block) sind die VK-Werte fiir die Langzeitabweichung aufgetragen;

A —1D 90° FMS; B—1D 90° FMS; C—2D 90° FMS; D — 2D 45° FMS; E — 3D 45° FMS.
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A.3 Ubersicht der Ergebnisse zum Tropfenvolumen in Abhdngigkeit von den Férderraten

A3

in Abhangigkeit von den Forderraten

Ubersicht der Ergebnisse zum Tropfenvolumen
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Abb. A.2: Gegenliberstellung der Tropfenvolumen und der KV-Werte der untersuchten Férderraten-
verhéltnisse Q«/Qq bei drei unterschiedlichen Férderraten der kontinuierlichen Phase Qx von 250, 500 und
1000 pl/min; Korrelation der Ergebnisse mit dem A — 1D 90° FMS; B — 1D 45° FMS; C— 2D 90° FMS; D —
2D 45° FMS; E — 3D 45° FMS.
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