
Mikrofluidischer Zellkultur-Chip

mit integrierter Verdünnungsreihe

für in vitro-Tests

Dissertation

zur Erlangung des Grades

der Doktorin der Ingenieurwissenschaften

der Naturwissenschaftlich-Technischen Fakultät II

- Physik und Mechatronik -

der Universität des Saarlandes

von

Heike Kreher

Saarbrücken

2016



Tag des Kolloquiums: 25.05.2016

Dekan: Univ.-Prof. Dr.-Ing. Georg Frey

Mitglieder des

Prüfungsausschusses:

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr.-Ing. Matthias Nienhaus

Gutachter: Univ.-Prof. Dr. rer. nat. Helmut Seidel

Prof. Dr. sc. techn. Andreas Manz

Akademischer Mitarbeiter: Dr.-Ing. Lutwin Klein



Eidesstattliche Versicherung

Hiermit versichere ich an Eides statt, dass ich die vorliegende Arbeit selbstständig
und ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe.
Die aus anderen Quellen oder indirekt übernommenen Daten und Konzepte sind
unter Angabe der Quelle gekennzeichnet. Die Arbeit wurde bisher weder im
In- noch im Ausland in gleicher oder ähnlicher Form in einem Verfahren zur
Erlangung eines akademischen Grades vorgelegt.

(Ort, Datum) (Heike Kreher)



Kurzfassung
In der vorliegenden Arbeit wird ein mikrofluidischer Zellkultur-Chip zur

Optimierung von in vitro-Tests entwickelt. Auf dem Chip wird eine binär-
logarithmische Verdünnungsreihe einer beliebigen Flüssigkeit durch ein System
von Mikrokanälen passiv erzeugt, wodurch Kontaminationen minimiert und
Untersuchungen zu Wechselwirkungen verschiedener chemischer Komponenten
auf Zellen für viele Anwendungsbereiche ermöglicht werden, wie z. B. in der
Medikamentenentwicklung und bei Toxizitätstests. Der Chipherstellung gingen
analytische und numerische Berechnungen, die Auswahl der Herstellungsmetho-
den sowie die Entwicklung einer neuen Eckenkompensation für das anisotrope
Ätzen voraus. Die Luftblasenbildung während des Befüllvorgangs wurde bei
zwei unterschiedlichen SiO

2
-Oberflächenbeschichtungen untersucht. Eine neue

Befüllmethode in der Unterdruckatmosphäre eines evakuierbaren Exsikkators
wurde erfolgreich entwickelt. Außerdem wurde ein Versuchsaufbau zur Probenge-
winnung an jedem Well realisiert und geeignete Analysemethoden zur Ermittlung
der Konzentrationen untersucht. Die Ergebnisse zweier Chipdesigns werden mit-
einander verglichen und die Funktionstauglichkeit der Siliziumchips wird durch
Erfüllung dreier Kernfunktionen demonstriert: einer einheitlichen Flussrate an
den Ausgängen, der Erzeugung einer binär-logarithmischen Verdünnungsreihe
sowie der Kultivierung von lebenden Zellen in Kavitäten auf dem Chip bei
kontinuierlicher Mediumzufuhr.



Abstract
In this work, a microfluidic cell culture chip is developed for optimization of

in vitro tests. A binary logarithmic dilution profile of an arbitrary fluid is passively
generated on such a chip by a system of microchannels, reducing contaminations
and enabling a broad range of applications by analyzing the interaction of different
chemical compounds on cells–for example, in drug development and toxicity
tests. The manufacturing process was preceded by analytical and numerical
calculations, a selection of manufacturing methods as well as the development
of a new convex corner compensation for anisotropic etching. Formation of air
bubbles during the filling process of the chip was analyzed with respect to two
different SiO

2
surface coatings. A new filling method was developed successfully,

using the low pressure environment in a vacuum desiccator. Furthermore, a test
setup for extracting one sample per well was engineered, and suitable methods of
analysis for measuring the concentrations were investigated. The results of two
chip designs are compared with each other, and the functionality of the silicon
chip is demonstrated by achieving three core functions: a uniform flow rate at
the outlets, the generation of a binary logarithmic dilution gradient, and the
cultivation of living cells inside on-chip cavities with continuous media perfusion.
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1 Einleitung

1.1 Motivation

1.1.1 Mikrofluidik

Die Mikrosystemtechnik hat durch die Realisierung verschiedener Prozesse – allen
voran der gezielten Strukturierung von Silizium [1] – einen Weg zur Verwendung
physikalischer Effekte in der Mikrowelt geebnet. Ein daraus resultierendes Teil-
gebiet ist die Arbeit mit Flüssigkeitsmengen im Mikroliterbereich und darunter.
Dieses Teilgebiet wird als Mikrofluidik bezeichnet. Durch die Miniaturisierung
fluidischer Systeme ändern sich deren physikalische Eigenschaften. Beispielsweise
umfasst ein Würfel mit einer Kantenlänge von einem Zentimeter (10−2 m) einen
Milliliter (10−3 l) Flüssigkeit. Wird die Kantenlänge um eine Größenordnung auf
einen Millimeter (10−3 m) reduziert, verkleinert sich sein Volumen um drei Grö-
ßenordnungen auf einen Mikroliter (10−6 l). Dies führt dazu, dass das Verhältnis
von Oberfläche zu Volumen zunimmt, wodurch sich die Interaktion mit den Wän-
den erhöht und Oberflächeneffekte, wie z. B. der Kapillareffekt, an Bedeutung
gewinnen. Zusätzlich fließen unterschiedliche Flüssigkeiten im Kanal meistens
ohne Wirbelbildung, d. h. laminar, nebeneinander her. Die außergewöhnlichen
Effekte führen zu innovativen und meist interdisziplinären Einsatzmöglichkeiten,
wie z. B. dem Tintenstrahldrucker, medizinischen Implantaten, Elektrosprays,
Mikrolinsen, Displaytechniken, chemischen Mikroreaktoren und molekularen
Sensoren.

Vor allem an der Optimierung der Arbeitsprozesse in der Biologie und in der
Pharmazie wird vermehrt gearbeitet [2, 3], unter anderem an Point-of-Care-Pro-
dukten (z. B. Blutzucker-Teststreifen) und an kompletten Prozessabläufen auf
einem Chip (µTAS – micro total analysis system) [4, 5].

1.1.2 In vitro-Zellkultur

Die in 1912 eingeführte [6] und inzwischen etablierte in vitro-Zellkultur ist ein
grundlegendes Instrument für unterschiedlichste Untersuchungen in der Biologie
bzw. in der Pharmazie [7]. Dabei werden Zellen außerhalb eines Organismus in
einer Schale (in vitro) unter kontrollierten künstlichen Umgebungsbedingungen
in Nährmedium kultiviert, so dass deren typische Zellfunktionen erhalten bleiben
und das Zellverhalten bei variierender Umgebung, wie z. B. bei unterschiedlichen
Substanzkonzentrationen, untersucht werden kann. Dadurch können beispielswei-
se Tierversuche in der Medikamentenentwicklung reduziert, aber aufgrund der
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1 Einleitung

stark vereinfachten Komplexität im Vergleich mit der physiologischen Umgebung
noch nicht gänzlich ersetzt werden [8].

Seit der Einführung der Zellkultur wurden hauptsächlich die verwendeten
Materialien verbessert und die Kontamination mit Bakterien und Hefen verringert.
Der grundlegende material- und arbeitsaufwendige Prozessablauf mit vielen
Pipettierschritten ist allerdings in der Forschung und Entwicklung immer noch
der gleiche und konnte noch nicht vereinfacht werden [7].

1.1.3 Mikrofluidische Zellkultur

Durch die Mikrofluidik ist es möglich, den Größenmaßstab einiger Laborpro-
zesse zu verringern und dadurch zu optimieren. Bei einer Verkleinerung der
in vitro-Zellkultur auf Chipgröße ergeben sich mehrere Vorteile: Aufgrund der
minimierten Größe sind geringere Substanzmengen sowie eine geringere Anzahl
von Zellen nötig, zusätzlich verringert sich die Versuchsdauer. Im Gegensatz
zur konventionellen Zellkultur, bei der mehrmals pro Woche das Nährmedium
gewechselt wird, ist eine kontinuierliche Mediumzufuhr möglich und der Arbeits-
aufwand wird durch eine Automatisierung zusätzlich reduziert. Aufgrund des
abgeschlossenen Systems ergibt sich eine gute Reproduzierbarkeit der Umge-
bungsbedingungen [3, 7, 9, 10].

Eine zusätzlich integrierte Erzeugung einer Verdünnungsreihe auf einem
Zellkultur-Chip minimiert Kontaminationen und ermöglicht ein breites Einsatzge-
biet des Chips [11], wie z. B. in der Medikamentenentwicklung, für Toxizitätstests
und für Optimierungsuntersuchungen von Nährmedien. Da wegen einer Stagna-
tion der Medikamenten-Neuzulassungen neue Testansätze gesucht werden [3, 12],
ist die Entwicklung eines mikrofluidischen Chips für Zellkulturen mit integrierter
Konzentrationsreihe vielversprechend.

1.2 Mikrofluidische Chips für Zellkulturen

Beim Vergleich der veröffentlichten Publikationen über die Jahre (Abb. 1.1) ist
zu erkennen, dass das Interesse zur Optimierung der Zellkultur mit Hilfe der
Mikrofluidik seit einigen Jahren nahezu stetig wächst. Die Systeme wurden dabei
häufig für eine ganz spezifische Anwendung und nicht für eine breite Verwendung
entwickelt. Inzwischen wurden mehrere Übersichtsartikel zu aktuellen Arbeiten
und zu zukünftigen Herausforderungen verfasst [7–11, 13, 14]. Einige einfache
Konzepte werden kommerziell vertrieben (BellBrook Labs [15], Ibidi [16]). Der
Durchbruch zu standardisierten und vergleichbaren Verfahren ist jedoch noch
nicht geschafft [17,18], da viele Chips jeweils nur ein spezielles Problem lösen, das
Design keine Massenproduktion zulässt, die Kompatibilität unter verschiedenen
Systemen noch nicht gewährleistet oder die Auswertung der Ergebnisse noch
nicht einheitlich ist [18].
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1.3 Der mikrofluidische Chip
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Abbildung 1.1: Anzahl der Publikationen pro Jahr bei der Suche in der Zitationsdatenbank
Scopus von Elsevier (www.scopus.com) mit der Wortkombination {(microfluidic OR microchip)
AND cell AND culture} am 10.12.2015.

Eine Auswahl mikrofluidischer Chips mit integrierter Zellkultur und Konzen-
trationsgradienten, die bisher von anderen Gruppen entwickelt wurden, sind in
Tabelle 1.1 aufgeführt. Diese sind hauptsächlich aus PDMS (Polydimethylsiloxan)
produziert, wodurch sich Einschränkungen hinsichtlich der Chemikalienresistenz
und der Formstabilität ergeben. Die Zellkultur ist normalerweise für adhärente
oder für nicht-adhärente Zellen geeignet und nur selten für beides. Die meisten
Gruppen, mit Ausnahme von Greve et. al. [19], arbeiten mit linearen Verdün-
nungsreihen. Logarithmische Reihen werden etwas häufiger verwendet, wenn
auf dem Chip keine Zellkultur vorhanden ist [20–22]. Ein zentraler Kritikpunkt
ist, dass bei keinem der Chips eine Probenentnahme pro Inkubatorwell mög-
lich ist, um den Überstand analysieren zu können. Damit kann die erreichte
Konzentration nur mittels optischer Detektion ausgelesen werden und es lässt
sich erklären, warum in die bisherigen Zellkultur-Chips keine logarithmischen
Verdünnungen integriert wurden, denn eine optische Analyse in solch niedrigen
Konzentrationsbereichen wäre zu ungenau. Der Chip von Zou et al. [23] ist der
kleinste der hier aufgeführten Strukturen und deckt ohne Anschlüsse eine Fläche
von 0, 3 × 0,2 cm2 ab. Alle anderen, bei denen eine Größe angegeben wurde,
benötigen eine wesentlich größere Fläche ab 9 cm2.

1.3 Der mikrofluidische Chip mit integrierter

Konzentrationsreihe für Zellkulturen

1.3.1 Zielsetzung

Das wesentliche Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung eines mikroflui-
dischen Chips, auf welchem eine Zellkultur sowie eine Konzentrationsreihe, die

3
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Tabelle 1.1: Literaturübersicht zu unterschiedlichen mikrofluidischen Zellkultur-Chips mit integrierter Verdünnungsreihe.

Autoren Konzentrations- Chip- Zellen adhärent/ Energie- Überstand Fläche

bereich material nicht-adh. verbrauch pro Well

Chang et al. [24] lin PDMS A549 adh. passiv – 5 × 4 cm2

Dai et al. [25] lin PDMS HeLa-C3 adh. aktiv – 9 × 2 cm2

Greve et al. [19]
lin Silizium/

NHDF adh. passiv – 3 × 3 cm2

log (0,1 – 100 %) PDMS

Ruan et al. [26] lin
PDMS/

MCF-7 adh. passiv –
Glas

Somaweera et al. [27] lin PDMS Ramos beides passiv –

Toh et al. [28] lin PDMS Hepatozyten adh. passiv –

Walker et al. [29] lin PDMS HEK adh. passiv –

Xu et al. [30] lin PDMS

SMMC-7721

HL-60

LINCaP

beides passiv –

Zheng et al. [31] lin PDMS Mikroalgen n.-adh. aktiv –

Zou et al. [23] lin PDMS LCSC adh. passiv – 0, 3 × 0,2 cm2

4



1.3 Der mikrofluidische Chip

einen großen Bereich abdeckt, integriert werden sollen, um die Wechselwirkung
verschiedener chemischer Komponenten auf Zellen analysieren zu können. Da-
durch sollen komplexe in vitro-Tests vereinfacht werden. Außerdem soll der Chip
ein breites Einsatzgebiet abdecken.

1.3.2 Anforderungen

Der Chip soll die Kultivierung von adhärenten und nicht-adhärenten Zellen
unter definiert abgestuften Umgebungsbedingungen für mehrere Tage und mit
kontinuierlicher Mediumzufuhr erlauben, weshalb chemikalienbeständige, form-
stabile, biokompatible und sterilisierbare Materialien zu verwenden sind. Ein
Array von Inkubatorwells (-kavitäten) soll durch ein fluidisches Netzwerk aus
Kanälen so verknüpft werden, dass bei gleichen Umgebungsbedingungen (z. B.
gleicher Flussrate) unterschiedliche Konzentrationen von Nährstofflösungen oder
Testsubstanzen in die einzelnen Wells eingespeist werden können, wobei jedes
Well über einen eigenen Ausgang verfügt, um dessen Überstand analysieren zu
können. Zusätzlich ist die Möglichkeit einer optischen Kontrolle der Zellen in
den Wells wichtig. Aus kommerziellen Gründen ist ein geringer Flächenbedarf
pro Chip inklusive Anschlüsse vorteilhaft, um die Verbrauchsmengen kosten-
intensiver oder seltener Substanzen zu reduzieren. Außerdem soll das Design
für die Massenproduktion tauglich sein sowie weitere Funktionen integrierbar
bzw. anschließbar sein, so dass der Chip für unterschiedliche Zellen, Tests und
Analysen verwendet werden kann.

1.3.3 Chipdesign

Im Speziellen wird in der vorliegenden Arbeit ein passives und platzsparendes De-
sign ohne Ventile für Silizium-Glas-Chips vorgestellt. Die Struktur wurde für eine
Abdeckung eines weiten Konzentrationsbereichs mit zehn binär-logarithmisch
abnehmenden Verdünnungen mit Wirkstoffverhältnissen von 1/2m (m=1,.., 10)
berechnet. Der Chip deckt mit einer minimalen Verdünnung von 1 : 1 (=̂ 50 %)
und einer maximalen von 1 : 1023 (=̂ 0,098 %) einen für biologische Testreihen
relevanten Bereich ab [32]. Für andere Anwendungen können nach dem gleichen
Prinzip auch Chips für Wirkstoffverhältnisse von 1/xm mit x 6= 2 hergestellt
werden. Für die Analyse können die Zellen direkt im Well mit Hilfe von optischen
Mikroskopen untersucht werden. Die Fläche des Chips beträgt inklusive der
reversiblen Anschlüsse ca. 20 × 32 mm2, die der Leiterstruktur auf der Rück-
seite inklusive Zellwells ca. 2 × 20 mm2. Das Fluidvolumen des Chips ohne die
Anschlüsse entspricht ca. 5 µl, wovon in jedem Zellwell ca. 370 nl enthalten sind.
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1 Einleitung

1.4 Inhalt und Aufbau der Arbeit

Die Grundlagen zu den in der vorliegenden Arbeit verwendeten physikalischen
und chemischen Prinzipien der Mikrofluidik und der Siliziumstruktur werden
in Kapitel 2 beschrieben. Die Concus-Finn-Bedingung wird an dieser Stelle
herausgestellt, da diese in der vorliegenden Arbeit verwendet wird, um die
Ursache der Blasenbildung während des Befüllvorgangs des Chips zu untersuchen.

Das Konzept sowie das Prinzip des Chipdesigns, die analytische Berechnung
mittels fluidischer Netzwerke und die verschiedenen computergestützten Simu-
lationen werden in Kapitel 3 besprochen. Das Flussfeld, die Druck- und die
Konzentrationsverteilung in den Kanälen sowie die Diffusion der Nährstoffe und
die Partikelverteilung in den Wells werden simuliert. Danach wird die entwickelte
Kompensationsstruktur, welche einen geringen Flächenbedarf aufweist sowie für
gegenüberliegende konvexe Ecken ausgelegt ist, erläutert. Ebenso wird auf die
verschiedenen Maskendesigns mit unterschiedlichen Ätztiefen eingegangen.

In Kapitel 4 wird die Herstellung der Prototypen aus Silizium und Glas der ver-
schiedenen Designs dargestellt und auf unkonventionelle Methoden, wie z. B. der
Zweistufen-Lithographie für unterschiedliche Ätztiefen in Silizium, der elektro-
chemischen Funkenerodierung von Borsilikatglas und dem Aufbau der reversiblen
fluidischen Anschlüsse, eingegangen. Außerdem wird das Spritzgussverfahren
besprochen, mit welchem eine Massenproduktion des Chips möglich ist.

Mehrere Schwerpunkte der vorliegenden Arbeit zur Durchführung der Ver-
suche und der Analysen werden in Kapitel 5 besprochen. Das entscheidende
blasenfreie Befüllen des mikrofluidischen Chips wird beschrieben. Einerseits wer-
den verschiedene Siliziumdioxid-Schichten als Kanaloberflächen getestet, da laut
Concus-Finn-Bedingung dadurch ein besseres Befüllverhalten erreicht werden
kann, andererseits wird der Chip mit einer modifizierten Methode mittels Un-
terdruckatmosphäre in einem Exsikkator befüllt. Darauf folgen die Konzeption
sowie der Aufbau des Messstandes für die Flusstests, das Ermitteln geeigneter
Analysemethoden, die den weiten Konzentrationsbereich abbilden können, und
die Vorgehensweise für die Zellkultur-Versuche mit HeLa-Zellen.

Die Ergebnisse der hergestellten Chips und der Analysen werden in Abhängig-
keit der unterschiedlichen Oberflächenbeschichtungen und Designs in Kapitel 6
diskutiert. Zuerst wird auf die Kontaktwinkelmessung der Oberflächen und die
Kompensationsstrukturen eingegangen. Vor den Chipanalysen werden die Defekte
gezeigt, die zum Ausschluss eines Chips führen. Danach wird der Machbarkeits-
nachweis (Proof of Concept) der Kernfunktionalitäten des mikrofluidischen Chips
erbracht. Diese Kernfunktionalitäten setzen sich aus einer einheitlichen Flussrate
an den Ausgängen, der Erzeugung einer binär-logarithmischen Konzentrations-
reihe und die Durchführbarkeit von HeLa-Zellkulturen zusammen.

In Kapitel 7 sind die wichtigsten Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit und
ein Ausblick zu weiterführenden Optimierungsmöglichkeiten und Analysen be-
schrieben.
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2 Theorie

2.1 Mikrofluidik

Im Chip werden ein kontinuierliches und stabiles Flussprofil und damit eine
präzise Konzentrationsverteilung angestrebt. Aufgrund des passiven Designs
ohne Ventile ist beides abhängig von den Kanalgeometrien, den verwendeten
Materialien und den Flusseigenschaften der Eingangsflüssigkeiten. Somit ist
die Strömungslehre im Mikrometerbereich ein wichtiger Schwerpunkt in der
Chipentwicklung. Im Folgenden werden die Strömungsmechanik und die in der
vorliegenden Arbeit verwendeten Gleichungen betrachtet. Außerdem werden die
Effekte in der Mikrofluidik und die Randbedingungen erläutert.

2.1.1 Skalierung

Durch Miniaturisierung eines Systems ändern sich dessen physikalische Eigen-
schaften. Einige sind in Tabelle 2.1 aufgeführt. Zum Beispiel nimmt das Verhältnis
von Oberfläche A zu Volumen V mit Verkleinerung der charakteristischen Län-
ge L zu [33, 34]. Dadurch erhöht sich die Interaktion mit den Kanalwänden und
Oberflächeneffekte dominieren in mikrofluidischen Systemen, die Einflüsse von
Trägheit und Gravitation nehmen dagegen ab [35].

Abbildung 2.1: Laminare Couette-Strömung einer inkompressiblen viskosen Flüssigkeit
zwischen zwei Platten. Die untere Platte ist stationär, die obere bewegt sich mit der Ge-
schwindigkeit u. Die Scherbewegung wird zwischen den Flüssigkeitsschichten aufgrund von
intermolekularer Reibung von oben nach unten abgeschwächt. Die Schubspannung τ ist pro-
portional zum Gradienten der Schergeschwindigkeit ∂uy

∂y
mit der Viskosität µ als Faktor.
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Tabelle 2.1: Bei Miniaturisierung durch Verkleinerung der Länge L ändern sich die physika-
lischen Eigenschaften des fluidischen Systems [34, 36–39].

Effekt Skalierung

Oberfläche A L2

Volumen V L3

A/V L−1

Reynolds-Zahl Re L2

Kapillarität L−1

Fluidischer Widerstand R L−3

Gravitation / Trägheit L3

Diffusionszeit tD L2

2.1.2 Strömungsmechanik

Unter dem Begriff Fluide werden Gase und Flüssigkeiten zusammengefasst.
Wichtige Eigenschaften von Fluiden sind die Dichte und die Viskosität. Die
Viskosität µ wirkt einer Scherbewegung aufgrund von intermolekularer Reibung
entgegen [38]. Befindet sich eine Flüssigkeit zwischen zwei Platten, von denen
sich die obere mit der Geschwindigkeit u bewegt, dann gibt die Flüssigkeit der
Scherbewegung nach und in ihrem Innern gleiten einzelne Schichten übereinander,
wie in Abb. 2.1 zu sehen ist. Dabei ist die Schubspannung τ proportional zum
Gradienten der Schergeschwindigkeit ∂uy

∂y
mit der Viskosität µ als Faktor:

τ = µ
∂uy

∂y
. (2.1)

Flüssigkeiten haben eine höhere Viskosität als Gase, da die Flüssigkeitsmoleküle
einen geringeren Abstand zueinander haben und deshalb stärker miteinander
wechselwirken [39]. Die Moleküle bilden eine Nahordnung aus. Bei Erwärmung
entfernen sich die Moleküle voneinander und die Viskosität nimmt mit steigender
Temperatur ab [40]. Die Viskosität von Wasser bei 20 ◦C beträgt z. B. 1,002 mPa s,
während sie bei 40 ◦C bei 0,653 mPa s liegt [39, 41].

Aufgrund ihrer Viskosität werden Fluide unterteilt in Newtonsche Fluide,
welche eine konstante Viskosität haben, und Nicht-Newtonsche Fluide, deren
Viskosität mit der Schergeschwindigkeit variiert [35,39]. Flüssigkeiten können
im Gegensatz zu Gasen in vielen Fällen als inkompressibel angesehen wer-
den [33,39,42], d. h. die Dichte bleibt bei konstanter Temperatur trotz äußerer
Druckänderung konstant. Die Dynamik von Newtonschen Flüssigkeiten wird
durch die Navier-Stokes-Gleichungen beschrieben, die sich aus der Impuls-, der
Massen- und der Energieerhaltung zusammensetzen [35,42].

Die Impulsgleichung wird mit Hilfe des zweiten Newtonschen Gesetzes ge-
bildet [35]:

F = ṗ = ma , (2.2)
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2.1 Mikrofluidik

mit der Kraft F , der zeitlichen Ableitung des Impulses p, der Masse m und der
Beschleunigung a. Für inkompressible Flüssigkeiten bei konstanter Temperatur
ergibt sich für die Impulsbilanz eines Fluidelements:

ρ (

Beschleunigung
︷ ︸︸ ︷

∂~v

∂t
︸︷︷︸

lokal

+ (~v · ∇)~v
︸ ︷︷ ︸

konvektiv

) = −∇ p
︸ ︷︷ ︸

Druckgradient

+ µ ∇2 ~v
︸ ︷︷ ︸

Reibung

+ ρ ~g
︸︷︷︸

Gravitation

[33, 35] , (2.3)

mit der Dichte ρ, der Geschwindigkeit ~v, der Zeit t, dem Druck p, der dynamischen
Viskosität µ und der Erdbeschleunigung ~g. Sie sagt aus, dass die Änderung des
Impulses in einem Teilvolumen der Summe der Kräfte auf dieses Teilvolumen
entspricht (linke Seite der Gleichung: die Beschleunigung in einem Punkt ∂~v

∂t
bzw.

entlang einer Stromlinie ~v · ∇~v; rechte Seite: die Differenz der Druckkräfte ∇ p,
die Differenz der Reibungskräfte µ ∇2 ~v und die Gravitationskraft ρ ~g [33, 43]).

Für die Massenerhaltung bei inkompressiblen Flüssigkeiten ergibt sich die
Kontinuitätsgleichung [35]:

∇ · ~v = 0. (2.4)

Somit stehen vier Differentialgleichungen zur Bestimmung des Geschwindigkeits-
vektors ~v und des Drucks p zur Verfügung [43].

Die Impulsgleichung (2.3) kann für den mikrofluidischen Chip in der vorlie-
genden Arbeit zusätzlich vereinfacht werden, z. B. fallen einerseits aufgrund des
stationären Flusses sowohl die zeitliche Ableitung ∂~v

∂t
als auch der konvektive

Anteil (~v · ∇)~v weg [35,44]. Zum anderen kann, wie in Kapitel 2.1.1 beschrieben,
die Gravitation vernachlässigt werden und es ergibt sich [35,44]:

0 = −∇ p + µ ∇2 ~v . (2.5)

Unter Angabe von Randbedingungen kann dieses Gleichungssystem gelöst
werden [45]. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Randbedingungen
werden in Kapitel 3.3.2 aufgeführt.

2.1.3 Laminarer Fluss

Durch Entdimensionierung der Navier-Stokes-Gleichung (2.3) wird die Reynolds-
Zahl hergeleitet [35, 39], welche das Verhältnis zwischen den Trägheitskräften in
Form des dynamischen Drucks und den viskosen Reibungskräften in Form des
Scherstresses innerhalb der Flüssigkeit angibt [34]:

Re =
dynamischer Druck

Scherstress
=

ρv2
0/L0

µv0/L2
0

=
ρv0L0

µ
, (2.6)

mit der Reynolds-Zahl Re, der Dichte ρ, der mittlere Geschwindigkeit v0, der cha-
rakteristischen Länge L0 und der dynamischen Viskosität µ. Die Trägheitskräfte
dominieren den Fluss umso stärker, je größer Re ist und turbulente Strömungen
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F 1

F 2

Grenzschicht
Diffusion

Abbildung 2.2: Vermischung zweier Flüssigkeiten bei laminarem Fluss durch Diffusion.

können entstehen. Fällt Re unter einen geometrieabhängigen kritischen Wert
Rekrit, der für Rohrströmungen zwischen 2100 und 2300 [33,46,47] liegt, dominie-
ren die viskosen Kräfte und die Strömung ist laminar. Dabei kreuzt ein Partikel in
der Flüssigkeit nie den Strömungspfad eines anderen Teilchens [42] und ein zum
Fluss senkrecht ausgerichteter Stofftransport entsteht ausschließlich aufgrund
von Diffusion [35]. Mit Hilfe der Reynolds-Zahl ist also auch eine Aussage über
das Verhältnis von konvektivem zu diffusivem Stofftransport möglich [35]. In
der Mikrofluidik ist die Reynolds-Zahl wegen der geringen charakteristischen
Länge (Breite) L0 der Kanäle und der geringen Geschwindigkeit v0 meistens
sehr klein und weit unterhalb Rekrit, so dass sich keine Turbulenzen ausbilden
können. Wie bereits in Kapitel 2.1.1 beschrieben, dominieren bei Mikrosystemen
die Oberflächeneffekte, während der Einfluss der Trägheit, der zu Turbulenzen
führt, abnimmt. Somit stellt sich ein laminarer Fluss ein. Bei einer druckgetrie-
benen, voll entwickelten, laminaren Strömung ist die Geschwindigkeitsverteilung
in einem zylindrischen Rohr parabolisch, wobei die Geschwindigkeit Null an der
Oberfläche des Rohres als typische Randbedingung angenommen wird [39].

2.1.4 Diffusion

In laminaren Strömungen mischen sich Flüssigkeiten nur durch Diffusion, da
keine Konvektion quer zum Kanal stattfindet (Abb. 2.2). Dabei werden Konzen-
trationsunterschiede verschiedener Substanzen mit der Zeit ausgeglichen. Dieser
irreversible Prozess beruht auf der ungerichteten thermischen Bewegung der
Flüssigkeitsmoleküle [39], welche nach ihrem Entdecker im Jahr 1827 als Brown-
sche Molekularbewegung bezeichnet wird [48]. Bei ungleichmäßiger Verteilung
bewegen sich statistisch mehr Moleküle in Richtung der niedrigeren Konzen-
tration. Mit der Zeit wird im betrachteten Volumen eine konstante mittlere
Konzentration erreicht [46].

Die Diffusionszeit tD in mikrofluidischen Kanälen ist wesentlich kürzer als im
Makrobereich, wie in folgender Gleichung zu erkennen ist:

tD =
L2

D

6Diff

[39] . (2.7)
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Für Fluorescein mit der Diffusionskonstante Diff = 3 · 10−10m2/s [35, 48] ergibt
sich z. B. bei einer Diffusionslänge LD über die Kanalbreite mit 1 mm ein Wert von
555,6 s und reduziert sich auf 5,6 s bei einer Kanalbreite von 0,1 mm. Für größere
Moleküle kann die Diffusionszeit auch Minuten oder Stunden betragen [39].
Die reine Diffusion wird durch die Fickschen Gesetze beschrieben. Zusätzlich
entsteht durch das Pumpen der Flüssigkeit erzwungene Konvektion längs der
Kanäle. Die Flussdichte ~J in der Gleichung (2.10) setzt sich somit aus dem
diffusiven (2.8) und dem konvektiven (2.9) Term zusammen [38]. Durch Ableitung
der Gleichung (2.10) und Einsetzen in die Kontinuitätsgleichung (2.11) leitet
sich die Konvektions-Diffusions-Gleichung (2.12) her [38,48], die auch bei den
numerischen Simulationen in Kapitel 3.3.2 verwendet wird:

1. Ficksches Gesetz ~J = −Diff∇c , (2.8)

Konvektion ~J = ~vc , (2.9)

Gesamte Flussdichte ~J = ~vc − Diff∇c , [38], (2.10)

Kontinuitätsgl.
∂c

∂t
= −∇ ~J , (2.11)

Konvektions-Diffusions-Gl.
∂c

∂t
+ ~v · ∇c = Diff ∇2c + r(~x, t) [38,48], (2.12)

mit der Konzentration c(~x, t), der Flussgeschwindigkeit ~v, der Diffusionskon-
stante Diff und einer Quelle bzw. Senke r(~x, t) für die Teilchen.

2.1.5 Benetzbarkeit

Moleküle innerhalb einer Flüssigkeit ziehen sich aufgrund von Kohäsionskräften
gegenseitig an. Dadurch wird die Flüssigkeit zusammengehalten [42]. Auf ein
Molekül in der Mitte der Flüssigkeit (Abb. 2.3), welches komplett von Nach-
barmolekülen umgeben ist, wirken diese Kräfte isotrop von allen Seiten. Ein
Molekül an der Grenzfläche zu Luft hat hingegen weniger Nachbarmoleküle und
die von den Gasmolekülen wirkenden Kräfte sind gering. Die daraus resultierende
Nettokraft auf das Molekül ziehen es in Richtung Flüssigkeit [34,35]. Die Bildung
einer Oberfläche benötigt also Energie, weshalb eine kleinstmögliche Oberfläche,
wie z. B. bei einem Wassertropfen, energetisch am günstigsten ist [35, 39]. In
Tabelle 2.2 werden Werte für die Oberflächenspannung von Wasser an Luft
aufgeführt, die mit der Pendant-Drop-Methode bestimmbar sind. Befindet sich
dieser Tropfen auf einer festen Oberfläche, konkurrieren Adhäsionskräfte, die
von den Feststoffmolekülen auf die Flüssigkeitsmoleküle wirken, mit den Kohäsi-
onskräften innerhalb der Flüssigkeit. Ist die Adhäsion größer als die Kohäsion,
wird die Substratoberfläche von der Flüssigkeit benetzt [42]. Ein Kontaktwin-
kel θ ausgehend von der Kontaktlinie zwischen Tropfen und Oberfläche bildet
sich aus, wie in Abb. 2.4 dargestellt. Er ist temperaturabhängig [39, 42] und
charakteristisch für die drei beteiligten Phasen, wenn sich die Kräfte durch die
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Luft Tropfen

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung von Molekülen an der Grenzfläche Wasser/Luft.
Im Tropfen wechselwirken die Moleküle in alle Richtungen mit ihren Nachbarmolekülen. An der
Grenzfläche fehlen Nachbarn, wodurch die Kräfte asymmetrisch auf das Molekül wirken. Die
Ausbildung einer Grenzfläche benötigt also Energie und wird deshalb minimiert (in Anlehnung
an [39, 49]).

lg

sl

sg

Silizium

Luft

Wasser

K

A
Fres

Abbildung 2.4: Wasser benetzt Silizium unter Bildung des Kontaktwinkels θ, da die
Adhäsion zum Substrat größer ist als die Kohäsion innerhalb der Flüssigkeit.

Grenzflächenspannungen im Gleichgewicht befinden. Für diesen Fall gilt die
Youngsche Gleichung (2.13):

γsl + γlg cosθ = γsg , (2.13)

d. h. die Grenzflächenspannung fest/flüssig γsl zusammen mit der Richtungs-
komponente der Grenzflächenspannung flüssig/gasförmig γlg entsprechen der
Oberflächenspannung fest/gasförmig γsg [46]. Die Flüssigkeit benetzt das Substrat
für 0◦ < θ < 90◦. Für 90◦ < θ < 180◦ gilt die Flüssigkeit als nicht benetzend. Das
Substrat wird dementsprechend bei Wasser als hydrophil bzw. als hydrophob
bezeichnet [35]. Je rauer eine Oberfläche ist, desto stärker wird der jeweilige
Effekt [35]. Einige relevante Kontaktwinkel werden in Tabelle 2.2 genannt.

2.1.6 Concus-Finn-Effekt

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Kanäle haben hauptsächlich drei-
oder viereckige Querschnittsflächen, weshalb das Ausbreitungsverhalten von
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Tabelle 2.2: Einige Werte für Oberflächenspannungen γlg und Kontaktwinkel θ an Luft und
bei 20 ◦C.

γWasser 72,8 mN/m [34,50]

γEthanol 22,1 mN/m [34,49]

γIsopropanol 23 mN/m [34,49]

γAceton 25,2 mN/m [34,49]

γMethanol 22,7 mN/m [34,49]

θWasser/Si ca. 90◦ [51]

θWasser/nat. SiO2<100 Å ≤ 40◦ [51, 52]

θWasser/SiO2=30 nm ca. 40◦ [52]

θWasser/SiO2>500 nm ca. 50◦ [39, 52, 53]

θWasser/Glas 25◦ [39]

Flüssigkeiten in Ecken genauer betrachtet wird. Der Concus-Finn-Effekt besagt,
dass sich Flüssigkeiten aufgrund der erhöhten Kapillarkräfte in Kanalecken weiter
ausbreiten können [34]. In Abb. 2.5 ist dieser Effekt dargestellt. Ein Tropfen
läuft in der Ecke breiter auseinander, wenn bei hydrophilen Oberflächen die von
Concus und Finn aufgestellte Bedingung

θ <
π

2
− α (2.14)

für das Auftreten dieser kapillaren Bewegung in Ecken mit dem Winkel 2 α
in Abhängigkeit des Kontaktwinkels θ erfüllt wird [34]. Da die Siliziumkanäle
bei dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten Chip durch einen Glasdeckel
verschlossen werden, liegen in einigen Ecken zwei unterschiedliche Kontaktwinkel
an der Flüssigkeit an, wie es in Abb. 2.6 zu sehen ist. Für diesen Fall hat Brakke

� � ��° � � ��°

�� � ��°

Abbildung 2.5: Wasseroberfläche in einem Mikro-Becherglas mit Eckwinkeln 2 α = 90◦:
Das Wasser wird in den Ecken hochgezogen, wenn der Kontaktwinkel θ unter dem in diesem
Fall gültigen Concus-Finn-Grenzwert von 45◦ liegt (bearbeitet aus [49]).
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Abbildung 2.6: Ein Tropfen läuft aufgrund von Kapillarkräften in einer Ecke breiter
auseinander, wenn die Kontaktwinkel θ1 und θ2 die von Brakke erweiterte Concus-Finn-
Bedingung erfüllen [54].
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Abbildung 2.7: Bei dem fluidischen Netzwerk werden analog zum elektrischen Netzwerk
die Kanäle durch drei Widerstände R mit anliegenden Drücken p dargestellt.

eine erweiterte Bedingung für die Bewegung der Flüssigkeit entwickelt [49]:

θ1 + θ2

2
<

π

2
− α . (2.15)

Diese Eigenschaft von Flüssigkeiten beeinflusst die Blasenbildung beim Befüllen
des mikrofluidischen Chips und wird in Kapitel 5.1 beschrieben.

2.1.7 Hydrodynamische Netzwerke

Die gewünschten Strömungen bei ventillosen Systemen werden durch die fluidi-
schen Kanalwiderstände bestimmt. Diese müssen beim Chipdesign in Form von
Kanalparametern, wie zum Beispiel Höhe, Breite und Länge, genau bestimmt
werden. Für die Berechnung können fluidische Netzwerke analog zu elektrischen
Netzwerken in Ersatzschaltungen dargestellt (Abb. 2.7) und die nötigen Ka-
nalwiderstände ermittelt werden [32, 55]. Dabei korrelieren beim Ohmschen
Gesetz

R =
∆Ue

Ie

=̂
∆p

Im
(2.16)

die fluidischen Größen mit den elektrischen wie folgt: die Druckdifferenz ∆p
über einen Kanal entspricht der Spannungsdifferenz ∆Ue, der Massenfluss Im

dem elektrischen Strom Ie und der Flusswiderstand R dem elektrischen Wi-
derstand [56]. In Tabelle 2.3 sind die Maßeinheiten der fluidischen Variablen

14



2.1 Mikrofluidik

Tabelle 2.3: Maßeinheiten der fluidischen Variablen [38].

R p Im

(ms)−1 kg

s2m

kg

s

aufgelistet. Für die Ersatzschaltung werden den Voraussetzungen entsprechend
fluidische Widerstände, Kapazitäten (Kompressibilität, z. B. eine Luftblase) und
Induktivitäten definiert. Mit Hilfe der Kirchhoffschen Regeln können das fluidi-
sche Netzwerk analysiert und benötigte Widerstandswerte berechnet werden. Die
Regeln unterteilen sich in zwei Sätze: Die Summe aller Massenströme an einem
Knoten ist gleich Null und die Summe aller Spannungen in einer geschlossenen
Masche ist gleich Null [38,55]. Daraus ergeben sich die nötigen Kanalwiderstände
für den Chip, aus welchen wiederum die Kanalparameter berechnet werden, um
die vorgegebenen Flüsse zu erhalten.

Für laminare Flüsse wird der fluidische Widerstand Rlam für unterschiedliche
Kanalgeometrien wie folgt beschrieben [55,57]:

Rlam = CR

µl

ρA2
, (2.17)

wobei µ die dynamische Viskosität, ρ die Dichte, l die Kanallänge und CR der
Widerstandsfaktor der Querschnittsfläche A des Kanals ist. Einige Werte für CR

sind in Tabelle 2.4 angegeben. Die Berechnung von CR für Kanäle mit einem
gleichschenkligen Dreieck mit einem Basiswinkel von 54, 74◦ als Querschnittsflä-
che A mit Umfang U ist in Anhang A zu finden.

Tabelle 2.4: Einige Werte für den Widerstandsfaktor für Kanäle verschiedener Querschnitts-
geometrien [55, 57, 58].

Querschnittsgeometrie CR

Rund 8π = 25, 13

Rechteck B = h
b

2
B

(
∑∞

i=1
B
α5

i

(
αi

B
− tanh αi

B

))−1

KOH geätztes Dreieck 35, 12

KOH geätztes Trapez C = T
(b1 + b2)

2

12 − 1,38 C + 4 C2

C − 0,85 C2 + 0,28 C3
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(a)

(b) (c)

Abbildung 2.8: a) Elementarzelle des Si-Kristalls: die Diamantgitterstruktur. Unten links
ist die tetraedrische Bindung eines Zentralatoms mit vier Nachbaratomen eingezeichnet; b) Die
drei wichtigsten Si-Kristall-Ebenen: {100}, {110}, {111}; c) Beim Ätzen von Si-Atomen an
der Oberfläche einer {100}-Ebene müssen nur zwei Bindungen zum Kristallinneren aufgelöst
werden, während bei der {111}-Ebene drei Bindungen aufgebrochen werden müssen. Deshalb
werden {111}-Ebenen langsamer geätzt. Alle Abbildungen entnommen aus [59].

2.2 Silizium

Silizium ist das am häufigsten verwendete Substratmaterial in der Mikrosystem-
technik und entfaltet seine vollen Vorteile insbesondere dann, wenn elektrische
Funktionen (z. B. zur Signalauslesung) integriert werden. In der Mikrofluidik wer-
den neben Silizium auch häufig Polymere (z. B. PDMS) als Substrate verwendet,
da sie bei größerem Flächenbedarf preisgünstiger sein können. Im vorliegen-
den Fall ist es vorteilhaft, Silizium als Substrat zu verwenden, da damit das
Potential der kristallographisch anisotropen Ätztechnik für die schwierige Dimen-
sionierung des fluidischen Netzwerkes voll genutzt und somit der Flächenbedarf
minimiert werden kann. In diesem Abschnitt wird auf die Besonderheit der
Si-Kristallstruktur, das nasschemische Ätzen und die während der Herstellung
benötigten Kompensationsstrukturen eingegangen.

2.2.1 Kristallstruktur

Silizium kommt als Festkörper in unterschiedlichen Formen vor: monokristallin,
polykristallin und amorph. Bei amorphem Silizium sind die Atome ohne erkennba-
re Fernordnung angeordnet. Das polykristalline Silizium setzt sich aus vielen ein-
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Abbildung 2.9: Ätzraten der unterschiedlichen Ebenen eines {100}-Wafers in 50 %iger
KOH bei 78◦C [1].

zelnen Kristallen zusammen, wohingegen sich monokristallines Silizium homogen
aus streng periodisch angeordneten Atomen zusammensetzt, dessen Elementar-
zelle aus einer Diamantgitterstruktur mit tetraedrisch angeordneten kovalenten
Bindungen jedes Atoms zu seinen vier Nachbarn besteht [35, 60] (Abb. 2.8a).
Dabei sind zwei flächenzentrierte kubische Gitter zueinander um z

4 verschoben,
wobei z die Kantenlänge des Würfels ist [59]. Die drei wichtigsten Gitterebenen
für die Chipherstellung sind die {100}-, {110}- und {111}-Ebenen, welche in
Abb. 2.8b dargestellt sind. Je nach Kristallausrichtung wirken auf die Atome
einer freien Siliziumoberfläche unterschiedliche Bindungskräfte. Wie in Abb. 2.8c
zu sehen ist, haben Siliziumatome an der Oberfläche von {100}-Ebenen nur zwei
Bindungen zum Kristallinneren, während die der {111}-Ebenen drei Bindungen
haben [59] und eine höhere atomare Dichte aufweisen [35]. Daraus ergeben sich
eine höhere erforderliche Energie zum Herauslösen eines Atoms im Gegensatz zu
anderen Ebenen [61] und folglich unterschiedliche Eigenschaften während des
nasschemischen Ätzens [62].

2.2.2 Nasschemisches Ätzen von Silizium

Beim nasschemischen Ätzen wird in einer basischen oder sauren Lösung Ma-
terial von der Substratoberfläche durch chemische Reaktionen zwischen den
Oberflächen- und den Ätzmedium-Atomen abgetragen [63]. Diese Reaktionen
können isotrop oder anisotrop erfolgen, also unabhängig bzw. abhängig von der
Kristallorientierung [63]. Beide in der vorliegenden Arbeit angewandten und
im Folgenden erläuterten Methoden beruhen auf einer basischen Lösung und
ätzen bei Silizium anisotrop, d. h. die Ätzraten (Materialabtrag je Zeiteinheit) für
unterschiedliche Orientierungen des Si-Kristalls sind verschieden. In Abb. 2.9 und
Tabelle 2.5 sind einige Ätzraten dargestellt. Die dichter gepackten {111}-Ebenen
begrenzen die Ätzstrukturen, da der Energiebedarf zum Auslösen der Atome hö-
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Abbildung 2.10: Strukturen nach anisotropem Ätzen eines (100)-Wafers. Je nach Ätztiefe
entstehen V-Gräben, Pyramiden oder Kegelstümpfe; weiß: geätztes Si; grün: Maskierung.
a) I : Strukturen durch zum Flat ausgerichtete, rechteckige Maskenöffnungen; II : wie bei I mit
quadratischen Maskenöffnungen, III : Unterätzung der Maske aufgrund ungenauer Ausrichtung
der Strukturen zur <110>-Richtung; b) Querschnitte durch den geätzten Wafer mit Maskierung.

her und damit die Ätzrate niedriger ist. Sie werden deshalb als Ätzstopp-Ebenen
bezeichnet. Im Vergleich dazu ätzen die {100}-Ebenen wesentlich schneller. Der
Winkel zwischen diesen beiden Ebenen beträgt αKOH = 54, 74◦ und bestimmt
beim (100)-Wafer die realisierbaren Strukturen. Je nach Maskenöffnung und
Ätztiefe sind beim {100}-Wafer Kegelstümpfe, Pyramiden, Trapezformen oder
V-Gräben mit Kanten in <110>-Richtung möglich (Abb. 2.10). Bei der Design-
erstellung sind sowohl die selbst begrenzende Tiefe der Strukturen als auch die
Unterätzung an Kanten und an konvexen Ecken zu berücksichtigen. Um die zu
ätzenden Strukturen genau kontrollieren zu können, ist eine exakte Positionie-
rung der geöffneten Maskenstrukturen zur Si-Orientierung in <110>-Richtung
notwendig, da die Maske ansonsten unterätzt wird, wie in Abb. 2.10 III darge-
stellt ist. Eine ständige Kontrolle der Ätzrate ist wichtig, da diese zusätzlich zur
Kristallorientierung auch vom Ätzmedium, der Temperatur, der Konzentration,
der Si-Dotierung und Lösungszusätzen abhängt. Aufgrund ihrer guten Selektivi-
tät gegenüber den beiden Ätzlösungen können sowohl Siliziumnitrid Si3N4 als
auch mit Einschränkungen Siliziumdioxid SiO2 als Ätzmasken verwendet werden.

Der Materialabtrag entsteht durch eine Redox-Reaktion, bestehend aus ei-
nem Oxidationsschritt des Siliziums und einer Reduktion des Wassers unter
Entstehung von freiem Wasserstoff. Die Reaktionsprodukte sind schließlich in
der basischen Ätzsubstanz löslich [1, 59].

In den Reaktionsgleichungen (2.18) ist folgendes dargestellt: Zuerst lösen zwei
Hydroxidionen OH– aus der Ätzlösung ein an der Kristalloberfläche gebundenes
Siliziumatom heraus, das danach aufgrund seiner Ladung noch an der Oberfläche
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anlagert. Dabei werden vier Elektronen in den Kristall injiziert. Vier weitere
OH–-Ionen, die aus der Reduktion von vier Wassermolekülen unter Aufnahme der
vier vorher in den Kristall injizierten Elektronen stammen, lagern sich daran an
und bilden dabei sowohl den bei hohen pH-Werten löslichen Komplex SiO2(OH)2–

2

als auch den gasförmigen Wasserstoff H2 unter Blasenbildung [60, 61]. Daraus
ergibt sich für den gesamten Ätzvorgang die Reaktionsgleichung (2.19):

Si + 2 OH− −−→ Si(OH)2+
2 + 4 e− ,

4H2O + 4 e− −−→ 4 OH− + 2 H2 ,

Si(OH)2+
2 + 4 OH− −−→ SiO2(OH)2−

2 + H2O [1,46,61] ,

(2.18)

Si + 2OH−(aq) + 2H2O −−→ SiO2(OH)2−
2(aq) + 2H2 ↑ [1, 46, 61] . (2.19)

In der vorliegenden Arbeit werden zwei unterschiedliche Lösungen zum anisotro-
pen Ätzen von Silizium verwendet. Kaliumhydroxid (KOH) ist eine anorganische,
Tetramethylammoniumhydroxid (TMAH, (CH3)4NOH) eine organische alkali-
sche Ätzlösung. Die Gleichungen (2.20) und (2.21) zeigen jeweils die Dissoziation
von KOH und TMAH, wodurch die zum Ätzen nötigen Hydroxidionen zur
Verfügung gestellt werden:

KOH −−⇀↽−− K(aq)
+ + (OH)−

(aq) , (2.20)

(CH3)4NOH −−⇀↽−− N(CH3)
+
4(aq) + (OH)−

(aq) . (2.21)

In Tabelle 2.5 sind verschiedene Ätzraten von KOH und TMAH aufgelistet.
Die Ätzrate bei TMAH in <100>-Richtung ist wesentlich niedriger als bei
KOH, genau wie das Ätzratenverhältnis von {100} zu {111}. Dies weist auf eine
geringere Selektivität zwischen den Ebenen hin [61,75]. Nachteilig bei TMAH
ist die vermehrte Bildung von pyramidenförmigen Ätzhügeln (hillocks) auf

Tabelle 2.5: Vergleich der Ätzraten und -verhältnisse von KOH und TMAH mit Triton-
X-100. Die linken Werte entsprechen jeweils Auswertungen eigener Messungen, die rechten
entsprechen Literaturwerten unter vergleichbaren Umgebungsbedingungen.

Ätzrate
KOH TMAH TMAH + Triton-X-100

40 %, 85 ◦C 40 - 45 %, 85 ◦C 25 %, 85 ◦C 25 %, 90 ◦C 25 %, 80 ◦C

{100} / µm
min 1 - 1,12 1 - 1,6 [1, 64] ca. 0,8 [65] 0,6 - 0,77 ca. 0,43 [66]

{110} / µm
min 2,6 - 2,77 1,9 - 2,8 [1, 64] 1,4 - 1,6 [65] 0,25 ca. 0,08 [66]

{111} / µm
min 0,011 0,004 - 0,005 [64] ca. 0,02 [65] 0,012

{100} / {111} 90 - 100 300 - 400 [63, 64] 32 [65] 50 - 65

{110} / {100} 2,3 - 2,77 1,6 - 2,8 [1, 64] 1,75 - 2 [65] 0,3 - 0,4 ca. 0,19 [66]
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Abbildung 2.11: Schematische Darstellung der beteiligten Ebenen und Winkel bei der
Unterätzung konvexer Ecken. Bei der Verwendung von TMAH (a) wird die Unterätzung
durch glatte Flächen höherer Indizes A1 mit einem Winkel von 140◦ zueinander geformt. Bei
KOH (b) sind unterschiedlich orientierte Ebenen höherer Indizes B1 mit einem Winkel von
150◦ zueinander und rauen Flächen C1 an der Unterätzung beteiligt [67].

geätzten Si-Flächen. Dieser Effekt reduziert sich bei Konzentrationen oberhalb
von 22 % [75].

Durch die Zugabe von Triton-X-100 (Octoxynol 9, C14H22O(C2H4O)n, n =
9 − 10 [76]) zu TMAH werden die Ätzraten teilweise stark verändert, da sich
die Tensidmoleküle unterschiedlich dicht auf den Oberflächen anlagern, z. B. ist
die Schicht auf {110}-Ebenen fast viermal dicker als die auf {100}-Ebenen [66].
Die Ätzrate der {100}-Ebenen ändert sich dadurch kaum, während sich die
der {110}-Ebene stark reduziert (Tabelle 2.5), da die Hydroxidionen langsamer
zur Si-Oberfläche durchdringen können [60, 76, 77]. Als Konsequenz ist auch
die Unterätzung an konvexen Ecken reduziert [77, 78], weshalb bei gleicher
Ätztiefe eine kleinere Kompensationsstruktur als bei purem TMAH oder KOH
ausreicht. Ein Nachteil ist wiederum die begünstigte Bildung von Ätzhügeln [63]
durch eingeschlossene Wasserstoffblasen zwischen der Si-Oberfläche und der
Tensidschicht [79].

Tabelle 2.6: Vergleich der Literaturwerte für Winkel und Ebenen, die an der Unterätzung
konvexer Ecken bei KOH, purem TMAH oder TMAH mit Triton-X-100 beteiligt sind.

Winkel Beteiligte Ebenen

KOH (40 %, 85 ◦C)
150◦, 152◦ {310} {311} {410} {411} {727} {771}
[67, 68] [63, 68–72]

TMAH (25 %, 90 ◦C)
{311} {211} {331} {301}
[70, 73]

TMAH + Triton-X-100
140◦ {441} {331} {221}
[67] [74]
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Abbildung 2.12: a) KOH-geätzte Struktur; b) Gleiche Struktur mit eingezeichneten Markie-
rungen für die schnell ätzenden Ebenen höherer Indizes B1, welche die Unterätzung verursachen,
und den rauen Flächen C. Die linke konvexe Ecke wurde durch Kompensation geschützt, wäh-
rend die rechte Ecke ohne Kompensation unterätzt wurde (in Anlehnung an [80]).

2.2.3 Kompensationsstrukturen

Bei konkaven Maskenöffnungen, wie sie in Abb. 2.10 zu sehen sind, wird der
Ätzprozess durch die {111}-Ebenen begrenzt. Im Gegensatz dazu schneiden sich
bei konvexen Ecken unterschiedliche höher indizierte Kristallebenen [63], wobei
diejenigen mit der größten Ätzrate am schnellsten zurückweichen (Abb. 2.11
und Abb. 2.12). Die Maske wird an diesen Stellen unterätzt und die Ecke
abgerundet. In Tabelle 2.6 sind die unterschiedlichen Ebenen aufgelistet, die laut
Literatur [67–74] in Abhängigkeit vom Ätzmedium [67, 70] an diesem Prozess
beteiligt sein können.

Um exakte konvexe Ecken zu erhalten, wird die Maskenstruktur an diesen
Stellen zum Schutz der Ecken während der Ätzzeit vergrößert. Diese speziellen
Strukturen heißen Kompensationsstrukturen und setzen sich aus vier Grund-
formen zusammen, die mit den jeweiligen Ätzfronten in Abb. 2.13 dargestellt
sind: Dreiecke, Quadrate, <110>- und <100>-orientierte Stege. Sie werden so
dimensioniert, dass bei Erreichen der gewünschten Strukturtiefe eine konvexe
Ecke stehen bleibt, benötigen dafür aber zusätzliche Fläche. Sind die Maskenöff-
nungen zu klein, um Kompensationsstrukturen darin unterzubringen, ist eine
optimale konvexe Ecke nicht realisierbar. Für das den Umständen entsprechend
bestmögliche Ergebnis wurden daher von verschiedenen Forschungsgruppen die
Grundstrukturen unterschiedlich umgesetzt und kombiniert [70]. Eine Übersicht
verschiedener Beispiele wird in Abb. 2.14 gezeigt.

In der vorliegenden Arbeit werden bei besonders schmalen Maskenöffnungen
platzsparende Kompensationsstrukturen benötigt, die aus einer Variante von
<110>-Stegen entwickelt sind (Kapitel 3.4). Wie in Abb. 2.15 eingezeichnet ist,
laufen bei einem einfachen <110>-Steg die Ätzfronten von den Ecken spitz in
Richtung der angestrebten konvexen Ecke. An der einen Seite trifft die Ätzfront
auf eine 111-Ebene und stoppt, während die zweite weiter ätzt. Dadurch wird
die konvexe Ecke einseitig unterätzt [70, 81]. Durch eine asymmetrische Variante
in T-Form kann diese Unterätzung minimiert werden, indem die Ätzfront, die
durch die 111-Ebene gestoppt wird, vergrößert wird [70,81].
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Abbildung 2.13: Schematische Darstellung der Ätzfronten bei häufig verwendeten Kompen-
sationsstrukturen: (a) Dreieck, (b) Quadrat, (c) <110>- und (d) <100>-orientierter Steg [78].

Abbildung 2.14: Zusammenstellung verschiedener Kompensationsstrukturen, die sich aus
den Grundformen zusammensetzen [70].
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a) b)

Abbildung 2.15: <100>-Stege als Kompensationsstrukturen mit den Ätzfronten; a) Ein-
facher symmetrischer Steg: die Ecke wird immer einseitig unterätzt [70]; b) Asymmetrischer
Steg: die Unterätzung wird minimiert [70, 81].
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3 Auslegung des
mikrofluidischen Chips

Auf dem Weg zum Prototypen müssen das Design und die Modellierung des
mikrofluidischen Chips aus den folgenden Teilen entwickelt werden: der analy-
tischen Berechnung, der computergestützten Simulation sowie einem mit dem
Herstellungsprozess und den Materialien kompatiblem Maskendesign. Der Ablauf
mit den einzelnen Schritten des Entwurfsprozesses ist in Abb. 3.1 dargestellt
und wird im folgenden Kapitel für den Chip erläutert. Zum Schluss wird auf die
sich daraus ergebenden Designs eingegangen.

Design-
ziel

Vorläu�iges
Design

Design
Berechnung

Simulation

Überprüfung

=?

Nein

Herstellung
Ja

Abbildung 3.1: Designentwicklung mittels analytischer Berechnung, Simulationen und
Überprüfung der Realisierbarkeit (in Anlehnung an [82]).

3.1 Konzept

Ziel des Chips ist eine Vereinfachung komplexer Testprozesse, bei denen viele
unterschiedliche Parameter von chemischen Komponenten auf Zellen analysiert
werden. Die Integration mehrerer Zellkulturwells auf einem Chip führt zu einer
geringeren Kontamination, zu reproduzierbareren Daten und zu einer Zeiterspar-
nis bei den damit durchgeführten Versuchen. Die allgemeinen Anforderungen an
den Chip und das System wurden ausführlich in Kapitel 1 dargestellt. Für einen
Chip mit binär-logarithmischer Konzentrationsreihe mit zehn Konzentrationen
resultieren daraus folgende Designvorschriften für die Kanäle und die Wells:

• Mindestens zwei Eingänge: jeweils einen für die Testsubstanz- und die
Pufferlösung
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Einlass 1

Einlass 2

Zellwells

Sprossenkanäle Zuflusskanäle
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Abbildung 3.2: Kanalanordnung auf der Chiprückseite: Die Leiterstruktur zur passiven
Erzeugung der Verdünnungsreihe mit zwei Zuflusskanälen und zehn unterschiedlich breiten
Sprossenkanälen, die zu insgesamt zehn zueinander versetzten Ausgängen mit je einem an-
geschlossenen Well führen. Die ineinander übergehenden Sprossenkanäle a und b sind gleich
breit, die Sprossenabstände und -längen betragen 1,5 mm (in Anlehnung an [83]).

• Zehn Zellreservoirs (Wells) mit jeweils gleichem Volumenfluss

• Ein Ausgang pro Well

• Minimal mögliche Kanallängen

• Materialien: dreilagiger Stack aus Glas/Si/Glas

• Ventillos

Ein wesentlicher Bestandteil des Chips ist die Rückseite mit der Kanalan-
ordnung zur Erzeugung einer Verdünnungsreihe mit zehn Konzentrationen in
einem Bereich von 50 % bis 0,098 % binär-logarithmisch abgestuft. Die in der
vorliegenden Arbeit entwickelte passive Struktur ähnelt einer Leiter (Abb. 3.2),
deren Prinzip in Abb. 3.3 dargestellt ist. Während eines in vitro-Tests fließt die
Testsubstanz von Einlass 1 über den Zuflusskanal in die unterschiedlich breiten
Sprossenkanäle. Gleichzeitig fließt auch die Pufferlösung von Eingang 2 in die
Sprossenkanäle und gleicht die Mengendifferenz zum Ausgangsfluss I0 aus, damit
in allen anschließenden Wells die gleichen Umgebungsbedingungen herrschen.
So können beide Eingänge für das Einspeisen des Nährmediums während der
Zellkultur verwendet werden.

Für eine einfache Herstellung und ein zuverlässiges Flussprofil müssen die
zusammenlaufenden Sprossenkanäle, wie z. B. die Kanäle a und b in Abb. 3.2
und Abb. 3.3, jeweils gleich breit sein. Jede Sprosse wird durch den Ausgang zum
Well in unterschiedlichen Verhältnissen aufgeteilt, da die fluidischen Widerstände
der Kanäle auch über die Länge variiert werden. Die Abstände zwischen den
Sprossen und die Länge jeder Sprosse betragen 1,5 mm, damit je ein quadratisches
Zellreservoir mit einer Kantenlänge von 0,6 mm an der Unterseite und einem
Volumen von 370 nl realisiert werden kann. Diese Größe ist ein Kompromiss
zwischen Platz für die Zellen, geringer Flüssigkeitsmenge und ausreichender
Nährstoffzufuhr der Zellen. Diese wird durch die Anordnung der Kanäle sowohl
auf der Vorder- als auch auf der Rückseite des Chips begünstigt (Abb. 3.4). Ein
zusätzlicher Vorteil der Anordnung ist der Fluss durch das Well, der das Absinken
der nicht-adhärenten Zellen auf den Boden verhindern soll. Um vergleichbare
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Abbildung 3.3: Schematische Darstellung des Prinzips zur Erzeugung einer binär-
logarithmischen Konzentrationsreihe von 1/2 bis 1/1024 mit zehn Konzentrationen, x = 1, .., 10;
Einlass 1 ist für die Testsubstanz, Einlass 2 für eine Pufferlösung. Zu den Zellkulturwells an
den Ausgängen fließt die gleiche Menge Flüssigkeit I0, weshalb von der Pufferlösung immer
die Differenzmenge zugeführt wird. Die zehn Sprossen haben unterschiedliche Breiten, wobei
ineinander übergehende Sprossenkanäle, wie z. B. a und b, gleich breit sind. Der Ausgang teilt
die Sprossen in unterschiedlichen Verhältnissen auf (übertrieben dargestellt), da die fluidischen
Widerstände der Kanäle über die Breite und die Länge variiert werden (in Anlehnung an [83]).

Well

Einlass Auslass

Zellen

370 nl

Abbildung 3.4: Querschnitt eines Wells. Medium fließt unten in das Well hinein und oben
wieder heraus. Durch den kontinuierlichen Fluss sollen die nicht-adhärenten Hefe-Zellen weniger
auf den Boden absinken und das Nährmedium besser durchmischt werden.

und reproduzierbare Umgebungsbedingungen während der in vitro-Tests zu
gewährleisten, wird durch jeden Auslass ein einheitlich großer Flüssigkeitsstrom
I0 zum entsprechenden Zellwell geleitet.

Auf der Chipoberseite sind die Ein- und Ausgänge zum Anschluss an die
Pumpen und die Probenbehälter angeordnet. Diese haben alle den gleichen
Widerstand durch die gleichen Abmessungen (Länge, Breite, Tiefe, jeweils eine
Rechts- und Linkskurve) und sind aus Platzgründen alternierend rechts und
links von den Wells positioniert.

3.2 Materialauswahl

Als Material wird KOH-geätztes Silizium mit anodisch gebondetem Borsilikatglas
verwendet, wodurch thermische Spannungen aufgrund des ähnlichen thermischen
Ausdehnungskoeffizienten vermieden werden. Durch diese Kombination können
Kanäle mit dreieckiger oder trapezförmiger Querschnittsfläche vorhersehbar
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Tabelle 3.1: Gegenüberstellung der Vor- und Nachteile von Silizium und PDMS.

Silizium PDMS

Formstabil X -

Sterilisierbar mit Alkohol unter UV-Licht

Luftundurchlässig X -

Chemikalienbeständigkeit X -

CO2-Zufuhr gewährleistet X X

Minimale Fläche möglich X -

Hydrophil X -

Herstellungsprozess aufwendiger einfacher

Befüllbar ohne Luftblasen X X

Reversible Anschlüsse aufwendiger einfacher

produziert und später Zellen im Well optisch analysiert werden.
Das häufig verwendete Polymer PDMS [9, 84, 85] (Kapitel 1.2) hat für die

Verwendung bei diesem Chip gegenüber Silizium mehrere Nachteile: während der
Herstellung schrumpft es [85,86] und bei der Sterilisierung des Chips mit Alkohol
für die Zellkultur quillt es auf [84, 87, 88]. Damit sind die Stromverhältnisse
im Chip instabil und nur unzureichend vorhersehbar. Außerdem ist PDMS
durchlässig für Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid (CO2) [84, 88], wodurch sich
einerseits störende Luftblasen im Chip bilden können, andererseits die nötige
CO2-Zufuhr während der Zellkultur gewährleistet werden könnte. Diese kann
jedoch auch durch kontinuierliche Mediumzufuhr im Si-Chip erreicht werden,
wenn das Medium vorher mit CO2 gesättigt wird. Der wesentliche Nachteil
von Silizium ist der aufwendigere Bearbeitungsprozess. Durch diesen wird aber
anisotropes Ätzen ermöglicht und damit der Flächenbedarf des Chips minimiert.
Die Vor- und Nachteile sind in Tabelle 3.1 noch einmal zusammengefasst. Andere
Polymere wären aufgrund ihrer Formstabilität zwar als Chipmaterial geeignet,
benötigen allerdings das Spritzgussverfahren, das nicht zur Prototypherstellung
geeignet ist. Diese Polymere werden in Kapitel 4.3 besprochen.

Die Si-Kanäle mancher Chips wurden mit einer 100 nm dicken Schicht ther-
mischem Siliziumdioxid (SiO2) beschichtet, um zu überprüfen, ob die unter-
schiedliche Benetzbarkeit der Oberflächen eine Auswirkung auf das Befüll- und
Fließverhalten im Chip hat.

Alle verwendeten Materialien sind biokompatibel und nicht toxisch [89,90], wo-
bei SiO2 etwas besser in Tests zu akuten und chronischen Entzündungsreaktionen
abschneidet als Silizium [91].
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Abbildung 3.5: Allgemeines Ersatzschaltbild des fluidischen Netzwerks für den Chip mit
der Gesamtanzahl der Verdünnungen N , dem jeweiligen Verdünnungsschritt (m = n. . . N)
und der Anfangsverdünnung n. Die Kanalwiderstände R lassen sich über die Ströme I und
die Drücke p mittels Knoten- und Maschengleichungen analog zu elektrischen Netzwerken
berechnen (in Anlehnung an [92,93]).

3.3 Modellierung: Fluidik

In einem passiven Chip wird die binär-logarithmische Konzentrationsverteilung
durch die definierten Flusswiderstände der Kanäle und damit durch ihre Ab-
messungen (Breite, Tiefe, Länge, Querschnittsform) bestimmt. Diese Parameter
werden für die Leiterstruktur (Abb. 3.2) analytisch mittels Netzwerkanalyse
berechnet. Wegen der teuren und zeitaufwendigen Herstellung des Prototyps
ist eine vorherige Evaluation der Werte zur Designentwicklung wichtig. In der
vorliegenden Arbeit wird eine Kombination von computergestützten Simulati-
onsmethoden auf Systemebene sowie auf physikalischer Ebene verwendet. Bei
letzteren werden neben dem Flussfeld, der Druck- und der Konzentrationsver-
teilung in den Kanälen auch die Diffusion und die Zellverteilung in Form von
Partikeln in den Wells betrachtet.

3.3.1 Analytische Berechnung der Konzentrationsreihe

Zur analytischen Berechnung der benötigten Kanalabmessungen wird die in Kapi-
tel 2.1.7 beschriebene Analogie zwischen fluidischen und elektrischen Netzwerken
angewendet. Durch die Verwendung von anisotrop mit KOH geätzten Kanälen in
Silizium wird die Eigenschaft des Siliziums ausgenutzt, dass sich unterschiedlich
breite Kanäle aufgrund des festgelegten Ätzwinkels von αKOH = 54, 74◦ nach
einer ausreichenden Ätzzeit in der Tiefe selbst begrenzen und einen dreieckigen
Querschnitt bilden. Somit kann die Kanaltiefe T durch die Kanalbreite b des
jeweiligen Si-Kanals bestimmt werden. Für den fluidischen Widerstand Rlam von
Gleichung (2.17) gilt für diese Kanäle der Widerstandsfaktor CR = 35, 12 (Tabel-
le 2.4) und ein reziprok proportionales Verhältnis des fluidischen Widerstandes
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3 Auslegung des mikrofluidischen Chips

des Kanals zur Breite b zur vierten Potenz, wie in Gleichung (3.1) angegeben.
Wird die Ätzdauer und damit die Ätztiefe vor der Ausbildung einer Dreiecks-
struktur unterbrochen, ergeben sich Kanäle mit trapezförmigem Querschnitt.
Deren Widerstand in Gleichung (3.2) wird auch durch Einsetzen der Fläche und
des Widerstandsfaktors aus Tabelle 2.4 bestimmt. Bei dreieckigen Kanälen ist
der Widerstand hauptsächlich von einer Breitenänderung abhängig, wohingegen
er bei Trapezkanälen zusätzlich von der Tiefe T beeinflusst wird. Letztere sind
deshalb schwieriger herzustellen.

Dreieck Rlam = 35, 12 · µl

ρ
(

b2

4 · tan(54, 74◦)
)2 , (3.1)

Trapez Rlam =
12 − 1, 38 C + 4 C2

C − 0, 85 C2 + 0, 28 C3
· µl

ρ
(

(b1 + b2)
2 T

)2 . (3.2)

In Abb. 3.5 ist die fluidische Ersatzschaltung zur Berechnung der Struktur für
eine Konzentrationsreihe mit N Verdünnungen veranschaulicht; dabei ist jeder
Kanal als elektrischer Widerstand dargestellt. Die Eingangsflüsse werden durch
Gleichspannungsquellen mit vorgegebenem konstanten Volumenfluss ausgedrückt,
da diese durch Spritzenpumpen kontinuierlich zugeführt werden. Die Ausgänge
werden als Erdung angenommen, da sie an Atmosphärendruck angeschlossen sind.
Zusätzlich sind die Auslassflüsse I0 alle gleich. Die Eingangskanäle einerseits und
die Ausgangskanäle andererseits haben jeweils die gleichen Flusswiderstände Rin

bzw. R0. Damit ergeben sich folgende Gleichungen (3.3) für die Flüsse I in einer
Leiterstruktur mit einer binär-logarithmischen Verdünnung:

Im,1 = I0

N∑

m

2−i , Im,2 = I0 · 2−m , (3.3)

Im,3 = I0

(

1 − 2−m
)

, Im,4 = I0

(

m −
m∑

n

2−i

)

, (3.4)

wobei N der Gesamtanzahl der Verdünnungen, m dem jeweiligen Verdünnungs-
schritt (m = n. . . N) und n der Anfangsverdünnung entspricht. Für den in
dieser Arbeit entwickelten Chip mit zehn Konzentrationen gelten damit folgende
Eingangsflüsse in Bezug auf die Ausgangsflüsse I0:

n = 1, (3.5)

N = 10, (3.6)

I1,1 = I0

10∑

1

2−i = 0, 999 · I0 , (3.7)

I10,4 = I0

(

10 −
10∑

1

2−i

)

= 9, 001 · I0 . (3.8)

Die Widerstände R1, Rin und R0 (Abb. 3.5) werden vorgegeben. Zusammen mit
den Maschengleichungen lassen sich über die Gleichung (2.16) die benötigten
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3.3 Modellierung: Fluidik

Tabelle 3.2: Werte der analytisch berechneten Widerstände Rm,2 und Rm,3. Daraus werden
die Kanalabmessungen in Tabelle 3.7 berechnet.

Widerstand (10−12 1/µms)

m Rm,2 Rm,3

1 3,450 17,478

2 3,455 12,802

3 3,472 13,439

4 3,520 16,454

5 3,642 21,379

6 3,941 28,107

7 4,647 36,609

8 6,274 46,873

9 9,959 58,891

10 18,192 72,656

R1 1,726

fluidischen Widerstände Rm,2 und Rm,3 der einzelnen Kanäle bestimmen. Mit
Hilfe des Computeralgebrasystems Maple

TM

, das unter anderem lineare Glei-
chungssysteme lösen und Rechnungen mit Matrizen durchführen kann, ergeben
sich die Widerstände aus Tabelle 3.2. Daraus können die benötigten Breiten
und Längen der Kanäle mit den Gleichungen (3.1) und (3.2) berechnet werden.
Verschiedene Chipdesigns können mit unterschiedlichen Kanalabmessungen ab-
geleitet werden, wobei die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Designs in
Tabelle 3.7 aufgeführt sind.

3.3.2 Computergestützte Simulationsmethoden

Eine Überprüfung der analytisch berechneten Werte wird mit Hilfe von com-
putergestützten Simulationsmethoden sowohl auf Systemebene als auch auf
physikalischer Ebene durchgeführt. Der Vorteil der ersten Methode ist die sehr
schnelle Rechenzeit im Sekundenbereich. Von Nachteil sind die stark vereinfach-
ten Annahmen, die auf Systemebene getroffen werden, wodurch eine ungenauere
Annäherung an das exakte Ergebnis möglich ist. Im Gegensatz dazu kann die Be-
rechnung einer Fluidik-Simulation des Chips auf physikalischer Ebene über eine
Woche benötigen. Hier werden jedoch exaktere Anfangs- und Randbedingungen
getroffen und so die Ergebnisannäherung möglicherweise verbessert. Zusätzlich
können neben dem Flussfeld weitere Informationen zu den Kanälen und Wells
betrachtet werden, wie z. B. die Diffusion und die Zellverteilung in Form von
Partikeln in einer Strömung.
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Abbildung 3.6: Netzwerk der Coventor Architect Simulation auf Systemebene, Beschrif-
tungen überarbeitet.

Modellierung und Simulation auf Systemebene

Die Simulation auf Systemebene basiert auf der Analogie zwischen fluidischen
und elektrischen Netzwerken, wie bereits in den Kapiteln 2.1.7 und 3.3.1 beschrie-
ben. Mikrofluidische Komponenten wie Kanäle und Pumpen eines Fluidik-Chips
werden durch Modelle ersetzt [38], welche das Verhalten der einzelnen Kom-
ponenten in Form von gewöhnlichen Differentialgleichungen beschreiben [94].
Das mikrofluidische System des Chips und die Wechselwirkungen zwischen den
Komponenten werden als Netzwerk beschrieben. Diese Methode ist besonders
für komplexe Systeme geeignet, da der Zeitaufwand wesentlich geringer ist als
bei numerischen Berechnungen.

Zum Erstellen des Netzwerks (Abb. 3.6) wird CoventorWare R©1 mit der dazu-
gehörigen Materialdatenbank verwendet. Die einzelnen Komponenten werden
der fluidischen Bibliothek des Programms entnommen und die in Tabelle 3.3
angegebenen Parameter angepasst. Die Breiten der dreieckigen Kanäle werden
in die entsprechenden Durchmesser runder Kanäle mit dem Faktor f = 0, 6171
umgerechnet, damit die Kanalwiderstände im Netzwerk äquivalent repräsentiert
werden.

Die sich ergebenden Werte für die Konzentrationen und die Ausgangsflüsse
sind in Tabelle 3.5 für die unterschiedlichen Designs bei den Eingangsflüssen
54,01 nl/min und 5,99 nl/min aufgelistet.

Numerische Strömungssimulation auf physikalischer Ebene

Analytisch ist das System der partiellen Differentialgleichungen, bestehend aus
der Kontinuitätsgleichung (2.4), der Impulsgleichung (2.5) und der Konvektions-
Diffusions-Gleichung (2.12) aus Kapitel 2.1, nur für einzelne Fälle lösbar. Die

1Version 2010 mit integriertem Architect3D
TM

und der Synopsys R© Saber Plattform
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3.3 Modellierung: Fluidik

Tabelle 3.3: Variierbare Parameter der Netzwerkkomponenten auf Systemebene.

Reale Komponente Netzwerk-Komponente Variierbare Parameter

Spritzenpumpe Spannungsquelle
Gleichspannung:

Massenfluss

Kanalausgang Erdung p = Atmosphärendruck

Gerader dreieckiger
Kanal

Gerader runder Kanal:
Widerstand

Länge, Durchmesser

computergestützte numerische Strömungssimulation ist für solche komplexe Fälle
ein approximativer Ansatz, um die Strömung im Chip zu berechnen [45, 95].
Dabei wird das Fluid mit entsprechenden Erhaltungsgleichungen modelliert
und daraus mit Hilfe von numerischen Methoden die Strömungsverhältnisse
im Chip berechnet [38]. Von den unterschiedlichen Methoden zur numerischen
Berechnung wird in der vorliegenden Arbeit die Finite-Element-Methode (FEM)
verwendet. Dabei wird für die Lösung der partiellen Differentialgleichungen
eine Diskretisierung der kontinuierlichen Gleichungen in ein Matrix-Problem
angewendet [39], welches mit einem Löser (Solver) berechnet und der exakten
Lösung angenähert wird. Für die Diskretisierung wird die Strömungsgeometrie
durch Vernetzung (Mesh) in kleinere Elemente mit strukturierter oder unstruk-
turierter Anordnung und unterschiedlichen Formen unterteilt (Abb. 3.7). An den
Berührungspunkten, den Knoten, werden die partiellen Differentialgleichungen
gelöst [82], weshalb das Mesh an kritischen Stellen fein sein sollte. Bei komplexen
Modellen muss ein Kompromiss zwischen einem sehr feinen Mesh mit hoher
Genauigkeit der Ergebnisse und der benötigten Rechenzeit getroffen werden.
Neben der Geometrie und den zugrundeliegenden physikalischen Modellen (z. B.
Kopplung von laminarem Fluss mit Konvektion/Diffusion) werden zusätzlich die
Fluideigenschaften, die Diffusionskoeffizienten sowie die Anfangsbedingungen
des Systems vorgegeben [96]. Außerdem werden Randbedingungen benötigt, um
das System der partiellen Differentialgleichungen lösen zu können. Dafür werden
an den Rändern des Strömungsfeldes entweder Strömungsgeschwindigkeiten,
Drücke oder deren Ableitungen vorgegeben [45]. Zuletzt werden im Löser die zur
Berechnung benötigten Parameter ergänzt, u. a. der numerische Algorithmus, die
Iterationsanzahl, die Konvergenzkriterien und das zeitabhängige Verhalten, d. h.
die Simulationen können stationär oder transient durchgeführt werden. Daraus
ergeben sich Annäherungen an das Strömungsfeld, die Konzentrationsverteilung
sowie die Partikeltrajektorien im Chip. Wegen der möglichen Fehlerquellen, wie
z. B. falsche oder zu einfache Annahmen, ist eine Verifikation der Simulationser-
gebnisse mittels anderer Simulationsmethoden sowie Messungen erforderlich.

In der vorliegenden Arbeit werden die Module Heat Transfer, Microfluidics und
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3 Auslegung des mikrofluidischen Chips

Eingang

Ausgang

Abbildung 3.7: Mesh eines Teilabschnitts der Leiterstruktur: am Eingang für die Test-
substanz und am ersten Ausgang. An kritischen Stellen wie den Kanalübergängen und den
Kanten ist das Mesh stark verfeinert. Das Mesh der gesamten Struktur besteht aus ca. 6 Mio.
Elementen.

(a)

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

m/s

(b)

Abbildung 3.8: Mesh am ersten Ausgang; a) Vergrößerte Darstellung des sehr feinen, struk-
turierten Netzes aus Quadern mit vier Schichten, um die Grenzschicht an den Kanaloberflächen
zu berechnen, kombiniert mit einem unstrukturierten Tetraedernetz für das Kanalvolumen;
b) Ergebnis der Geschwindigkeitssimulation am Ausgang, bei der die partiellen Differentialglei-
chungen für die Strömung an den Knoten des Netzes gelöst werden.
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3.3 Modellierung: Fluidik

Particle Tracing der FEM-Software COMSOL Multiphysics R©2 für die numerische
Strömungssimulation inkompressibler Fluide mit laminarem Fluss verwendet, da
die Reynolds-Zahlen im Chip mit der schnellsten verwendeten Flussgeschwin-
digkeit weit unter Rekrit liegen. Die Reynolds-Zahlen bei maximaler Flussge-
schwindigkeit werden in Tabelle B.1 in Anhang B aufgeführt. Für bestmögliche
Ergebnisse bei akzeptabler Rechenzeit werden verschiedene Netze miteinander
kombiniert (Abb. 3.8): die Grenzschicht an den Kanaloberflächen wird durch
ein sehr feines geordnetes Netz aus Quadern abgebildet, während das Volumen
durch ein unstrukturiertes und an den Kanalübergängen verfeinertes Netz aus
Tetraedern dargestellt wird. Folgende Randbedingungen werden angegeben:

• Kanalwände sind undurchlässig

• Entlang der Wände gilt die Haftbedingung: uW and = 0 m/s

• An den Eingängen wird ein Volumenfluss vorgegeben

• An den Ausgängen herrscht Atmosphärendruck

Die komplexesten Simulationen der Leiterstruktur mit den anschließenden
Wells beinhalten sowohl das stationäre Flussprofil mit zusätzlicher Konvek-
tion/Diffusion als auch die transiente Berechnung der Partikeltrajektorien. Für
genauere Ergebnisse durch ein feineres Mesh kann das System in die Leiter-
struktur und einzelne Wells unterteilt werden. Um das System anschaulich zu
beschreiben, wird auf die Simulationen und Ergebnisse der Geschwindigkeiten,
die Konzentrationsverteilung, der Diffusion im Well und der Partikeltrajektorien
der Designs 1, 2 und 3 eingegangen. Die jeweiligen Simulationsparameter sind in
Tabelle B.2 in Anhang B aufgeführt.

Geschwindigkeiten In Kapitel 2.1.3 wird die parabolische Geschwindigkeits-
verteilung in einem zylindrischen Rohr angesprochen. Für dreieckige und trapez-
förmige Querschnitte bilden sich abweichende Flussprofile aus, welche in Abb. 3.9
zusammen mit dem parabolischen Profil dargestellt sind, dabei haben die Kanäle
trotz der unterschiedlichen Geometrie den selben fluidischen Widerstand. In Ta-
belle 3.4 sind die dazugehörigen mittleren und maximalen Geschwindigkeiten bei
gleichem Volumenfluss angegeben, da sich diese aufgrund der verschieden großen
Querschnittsflächen unterscheiden, d. h. der Fluss in den Sprossenkanälen von
Design 1 mit trapezförmigen Querschnitten ist langsamer als in den dreieckigen
Kanälen von Design 2.

In Abb. 3.10 fließt die Testsubstanz (grün) von links in die Sprossenkanäle,
die Pufferlösung (magenta) von rechts. An den Ausgängen treffen diese sich und
fließen zum Well. Bei Ausgang 1 wird die Substanz im Verhältnis 1:1 auf 50 %
verdünnt, d. h. von beiden Seiten fließt die gleiche Menge Flüssigkeit in Richtung
Well, dementsprechend haben sie auch übereinstimmende Geschwindigkeiten.
Bei der zweiten Sprosse wird die Substanz im Verhältnis 1:3 auf 25 % verdünnt,

2Version 4.4
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Abbildung 3.9: Geschwindigkeitsprofil dargestellt durch Konturlinien bei unterschiedlichen
Kanalquerschnittsformen der jeweiligen Strukturhöhe h mit gleichem fluidischen Widerstand.
Die mittleren und maximalen Geschwindigkeiten bei gleichem angelegten Volumenfluss sind in
Tabelle 3.4 aufgeführt.

Tabelle 3.4: Fluss- und Geometriewerte zu Abb. 3.9 mit unterschiedlichen Kanalquer-
schnitten bei gleichem Volumenfluss.

Dreieck Kreis Trapez

Mittlere Geschw. in mm/s 113,2 133,8 103,4

Max. Geschw. in mm/s 252,3 267,6 208,9

Volumenfluss in µl/min 6 6 6

Fläche in µm2 884 747 967

Widerstandsfaktor CR 35,12 25,13 42,1

wodurch sich eine höhere Geschwindigkeit für die Pufferlösung ergibt. Auch
bei den übrigen Sprossen in Abb. 3.11 ist die Pufferlösung schneller als die
Testsubstanz. Bei der Auswertung der kompletten Leiterstruktur ergeben sich für
Design 1 für den angestrebten Fluss zum Well von 6 nl/min Abweichungen bis
zu 4,4 %, für Design 2 bis zu 1,4 % und für Design 3 bis zu 3,9 % (Tabelle 3.6).

Druckverteilung In Abb. 3.12 ist die Druckverteilung in der Leiterstruktur
von Design 1 zu sehen. An den Ausgängen wurde Atmosphärendruck ange-
nommen. Die Druckdifferenzen zwischen den Ein- und Ausgängen liegen in
den Simulationen der unterschiedlichen Designs bei den höchsten Eingangs-
flüssen (5,94 µl/min und 54,06 µl/min) bei maximal 8 mbar an Eingang 1 bzw.
95 mbar an Eingang 2.

Konzentrationsverteilung In Abb. 3.13 ist die Verteilung der Flüssigkeiten
in der Leiterstruktur von Design 2 zu sehen, zusätzlich werden die Ausgänge 1,
4, 7 und 10 von Design 1 in Abb. 3.14 vergrößert dargestellt. Die Ergebnisse der
Konzentrationen an den Ausgängen sind in Tabelle 3.5 für die Simulationen auf
Systemebene und in Tabelle 3.6 für die Simulationen auf physikalischer Ebene
angegeben.
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Abbildung 3.10: Flussdarstellungen an den Ausgängen 1 und 2 eines Chips mit De-
sign 1; a) Flusslinien zeigen das Zusammenfließen der Testsubstanz (grün) und der Pufferlö-
sung (magenta) an den Ausgängen zu den Wells; b) Flussgeschwindigkeiten mit den größten
verwendeten Eingangsflüssen (54,06 µl/min und 5,94 µl/min). In Sprosse 1 fließen die Flüssig-
keiten gleich schnell, in Sprosse 2 ist die Pufferlösung schneller und in den Ausgängen fließen
die Flüssigkeiten gleich schnell mit einem Fluss von ca. 6 µl/min.

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3

mm/s

Eingang 1

Eingang 2

Abbildung 3.11: Simulation der Geschwindigkeiten in der Leiterstruktur von Design 2.

Eingang 1 mbar

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Eingang 2

Abbildung 3.12: Simulation der Druckverteilung in der Leiterstruktur von Design 1.
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Eingang 1

Abbildung 3.13: Simulation der Konzentrationen in den mikrofluidischen Kanälen von
Design 2 mit den Eingangsflüssen 54,01 nl/min und 5,99 nl/min.
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Abbildung 3.14: Konzentrationsverteilung an den Ausgängen bei Design 1 simuliert mit den
Eingangsflüssen 54,06 nl/min und 5,94 nl/min: a) Ausgang 1: 50,05 %; b) Ausgang 4: 6,46 %;
c) Ausgang 7: 0,92 %; d) Ausgang 10: 0,20 %; Maßstab-Bereiche unterschiedlich, in mol/m3.
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Tabelle 3.5: Ergebnisse der Simulationen auf Systemebene für die Konzentrationen und
Flüsse an den Ausgängen der drei Designs im Vergleich mit den analytischen Werten.

Konzentrationen in % Fluss in nl/min

Analytischer Maske Analytischer Maske

Ausgang Wert 1 2 3 Fluss 1 2 3

1 50 49,99 50,0 49,94 6 6,00 6 6

2 25 24,99 24,99 24,9 6 6,00 6 6

3 12,5 12,49 12,5 12,82 6 6,00 6 5,99

4 6,25 6,24 6,25 6,18 6 6,00 6 6

5 3,125 3,13 3,13 3,08 6 6,00 6,00 6

6 1,563 1,57 1,56 1,54 6 6,00 6,00 6

7 0,781 0,77 0,78 0,77 6 6 6,00 6

8 0,391 0,39 0,39 0,39 6 6 6,00 6

9 0,195 0,178 0,198 0,195 6 6 6,00 6

10 0,098 0,082 0,100 0,097 6 6 6,00 6

Tabelle 3.6: Ergebnisse der Simulationen auf physikalischer Ebene für die Konzentrationen
und Flüsse an den Ausgängen der drei Designs im Vergleich mit den analytischen Werten.

Konzentrationen in % Fluss in nl/min

Analytischer D Analytischer Design

Ausgang Wert 1 2 3 Fluss 1 2 3

1 50 50,05 48,71 49,90 6 5,83 5,97 5,96

2 25 27,05 25,29 26,86 6 5,91 6,04 5,95

3 12,5 14,25 13,14 14,47 6 5,94 6,04 5,97

4 6,25 6,46 6,59 7,29 6 5,94 6,05 5,98

5 3,125 3,27 3,68 4,00 6 6,03 6,10 6,04

6 1,563 1,73 2,00 3,09 6 6,08 6,07 6,09

7 0,781 0,92 1,24 1,68 6 6,12 6,09 6,11

8 0,391 0,46 0,89 0,48 6 6,17 6,05 6,12

9 0,195 0,48 0,51 0,25 6 6,20 6,07 6,16

10 0,098 0,20 0,63 0,36 6 6,25 6,07 6,23
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Abbildung 3.15: Transiente Simulation der Verteilung der Testsubstanz durch Konvektion
und Diffusion in Well 7, welches den kürzesten Abstand zwischen Well-Einlass und -Auslass hat.
Der Volumenfluss an Ein- und Ausgang beträgt entsprechend der Mediumzufuhr während der
durchgeführten Zellkultur 60 nl/min. Die Flusslinien sind gemäß der lokalen Geschwindigkeit
gefärbt.

Diffusion in Wells Um zu überprüfen, ob nach 1,5 h Zellkultur die Nährstoff-
zufuhr bei einem Volumenfluss von 60 nl/min überall im Well möglich ist, wurde
die Diffusion in den Wells simuliert. Aufgrund des laminaren Flusses kann eine
Durchmischung der Flüssigkeiten nur durch Diffusion stattfinden. Die Simulation
von Well 7 (Abb. 3.15) ist ausschlaggebend, da der Einlass sehr nah am Auslass
liegt und so die zur Verfügung stehende Zeit für die Diffusion vor dem Ausfließen
am kürzesten ist. Zusätzlich müssen die Moleküle weitere Strecken innerhalb des
Wells zurücklegen, um eine einheitliche Verteilung zu erhalten. Nach 1,5 h ist
die Verteilung im Well größtenteils erfolgt und eine kontinuierliche Nährstoffver-
sorgung möglich. Für zwei der oberen Ecken benötigen die Moleküle mehr Zeit,
allerdings ist die Wahrscheinlichkeit gering, dass sich an diesen Stellen Zellen
aufhalten. In den übrigen Wells ist die Verteilung der Moleküle schneller und
somit kann von einer ausreichenden Nährstoffzufuhr in allen Wells ausgegangen
werden.

Partikelverteilung Das Einströmen der Partikel in ein Well und deren Ver-
teilung darin wird für Hefezellen mit 5 µm und für HeLa-Zellen mit 20 µm Durch-
messer transient simuliert. Für beide Zelltypen wird eine Dichte von 1,1 g/cm3
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3.3 Modellierung: Fluidik

0,002 s 0,01 s 0,02 s

Abbildung 3.16: Numerische Simulation des Einströmverhaltens der Partikel mit einem
Fluss von 1,2 µl/min entsprechend des Einströmens von Zellen für die Zellkultur. Die Partikel
sind gemäß der lokalen Geschwindigkeit gefärbt.

0,5 s

5 s

15 s

0 0,5 1,5 2,5 3,51 2 3

mm/s

Abbildung 3.17: Numerische Simulation der Partikel bei einem Fluss mit 60 nl/min ent-
sprechend der Nährmediumzufuhr während der Hefe-Zellkultur. Die Partikel und die zusätzlich
dargestellten Flusslinien sind gemäß der lokalen Geschwindigkeit gefärbt.

angenommen. Am Einfließverhalten (Abb. 3.16) der Partikel ist die bereits be-
schriebene Geschwindigkeitsverteilung bei Kanälen mit dreieckigem Querschnitt
gut zu erkennen, in der Mitte schnell und zu den Wänden hin langsamer wer-
dend. Dadurch werden die meisten Partikel in der Mitte befördert. Sobald sie
in das Well strömen, verlangsamt sich die Geschwindigkeit wegen der größeren
Querschnittsfläche, die dort zur Verfügung steht. Bei der Einströmmenge von
60 nl/min, entsprechend der Nährmediumzufuhr während der Zellkultur, bleiben
einige Hefe-Zellen in der Schwebe und einige sinken auf den Boden (Abb. 3.17).
Die HeLa-Zellen setzen sich aufgrund ihrer Größe wesentlich stärker auf dem
Boden ab.
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Abbildung 3.18: Neu entworfene Struktur aus <110>-Stegen für kleine Flächen und
sich gegenüberliegende konvexe Ecken. Theoretisch erarbeitete KOH-Ätzfronten und die zur
Ätzlänge zählenden Abmessungen sind eingezeichnet. Die Zielstruktur aus Silizium ist grau
eingefärbt (in Anlehnung an [80]).

3.4 Modellierung: Kompensationsstrukturen

Durch nasschemisches Ätzen mit TMAH konnten zwar gute konvexe Ecken
aber keine glatten Si-Kanalwände erzielt werden. Aufgrund der Unterätzung
der konvexen Si-Ecken der Leiterstruktur beim Strukturieren mit KOH, die sich
durch den Herstellungsprozess ergibt, werden Kompensationsstrukturen benötigt.
Hierfür verwendete Strukturen sind in Kapitel 2.2.3 beschrieben, welche aller-
dings für die zur Verfügung stehende Fläche in den Kanälen von Design 3 zu groß
sind. Besonders die Übergänge der Zuflusskanäle zu den Sprossen (Zuflussecken)
und von den Sprossen in Richtung der Wells (Sprossenecken) sind kritisch, da
die Kanäle im Vergleich zur Ätztiefe von 88,2 µm schmal sind (46,41 µm bis
71,35 µm). Außerdem liegen sich jeweils zwei Ecken gegenüber, wodurch sich die
Fläche zusätzlich halbiert. Die benötigte Kantenlänge der Strukturen, um nach
ca. 80 min Ätzdauer eine konvexe Ecke zu bilden, übertrifft bei allen 100 µm und
ist damit zu groß. Deshalb wurde aus den <110>-Stegen in Abb. 2.15 eine neue
Struktur entworfen [80], die in Abb. 3.18 mit den theoretischen KOH-Ätzfronten
gezeigt ist. Diese Struktur hat die Vorteile, dass sie für zwei gegenüberliegende
Ecken geeignet ist und die ursprüngliche einseitige Unterätzung der Ecken bei
Verwendung eines <110>-Steges aufgrund des verbindenden Balkens verhindert
wird. Außerdem kann sie gut in den Kanälen positioniert werden (Abb. 3.19)
und bildet exakte Ecken aus (Abb. 3.20a). Die Ergebnisse zum TMAH-Ätzen
und der Kompensationsstruktur sind in Kapitel 6 aufgeführt. Durch Analysen
des Oberflächenprofils werden allerdings Ablagerungen in den Kanälen sicht-
bar (Abb. 3.20b), die aufgrund der verschiedenen Kanalbreiten nicht einheitlich
sind und den Fluss unkontrolliert beeinflussen.

Zwei weitere Designs (Beschreibungen in Kapitel 3.5) mit geringeren Ätztiefen
werden erarbeitet, um einerseits die Kompensationsstrukturen zu verkleinern
und andererseits die eventuell auftretenden Eckenunterätzungen in den Sprossen
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Abbildung 3.19: Maske von Design 3 mit der Anordnung der <110>-Stege; blau: zu
ätzendes Silizium, schwarz: neue Kompensationsstruktur aus <110>-Stegen.
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Abbildung 3.20: Design 2; a) Geätzes Silizium, links mit Ätzmaske und zwei unterätzten
Kompensationsstrukturen (Pfeile) für vier Ecken, rechts: nach Entfernen der Ätzmaske, alle
Ecken sind gut kompensiert; b) Oberflächenprofil des Sprossenkanals (weißer Pfeil) aus a).
Si-Reste (Pfeile) befinden sich im Kanal und beeinflussen den fluidischen Widerstand.

kontrolliert und in immer gleicher Form zu erzielen. Bei Design 1 mit einer Ätz-
tiefe von 32,8 µm werden die Ecken gut kompensiert (Abb. 3.21a). Bei Design 2
mit einer Ätztiefe von 50,46 µm können die Zuflussecken zwar gut kompensiert
werden, allerdings müssen an den Sprossenecken zu kleine Kompensationsstruk-
turen (Abmessungen wie bei Design 1) verwendet werden, welche die Ecken zwar
so lange wie möglich, jedoch nicht ausreichend schützen. Auf diese Weise werden
die Sprossenecken immer um 60 µm kontrolliert unterätzt (Abb. 3.21b). Um die
fluidischen Widerstände der Sprossen dadurch nicht zu beeinflussen, werden diese
um die Breite des Ausgangskanals und die Unterätzung pro Ecke (insgesamt
180 µm) verlängert (Abb. 3.22c).
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Abbildung 3.21: Teile von KOH geätzten Leiterstrukturen; a) Design 1 mit größtenteils
exakten Ecken und trapezförmigen Kanälen. Auf der Waferoberfläche befindet sich noch
die Ätzmaske mit unterätzten Kompensationsstrukturen (weiße Pfeile) an den konvexen
Ecken (schwarze Pfeile). Die Sprossenecken sind leicht unterätzt, da aufgrund der kleinen
Fläche nur symmetrische <110>-Stege in Frage kommen; b) Design 2 mit exakten Ecken im
Zuflusskanal und zum Well. Die Sprossenecken sind wegen den zu kleinen Kompensationsstruk-
turen (die gleichen wie in a) unterätzt. Die Strecke von 180 µm ist eingezeichnet, um welche
die Sprossen wegen der fluidischen Widerstände verlängert werden.

3.5 Maskendesign

Für die drei Photolithographieschritte des Herstellungsprozesses, die in Kapitel 4
beschrieben sind, werden drei Lithographiemasken benötigt (Abb. 3.22a): zwei
für den zweistufigen Lithographieschritt der Wells und der Ein- und Auslässe
auf der Wafer-Oberseite (grau, orange) sowie eine für die Leiterstruktur auf der
Wafer-Rückseite (blau).

Für die Leiterstruktur wurden drei Designs mit jeweils unterschiedlich viel
Platz für Kompensationsstrukturen und unterschiedliche Herstellungstoleran-
zen in Bezug zur Ätztiefe entwickelt. Die entsprechenden Kanäle der Designs
haben dabei äquivalente fluidische Widerstände (Tabelle 3.2) und Längen aber
unterschiedliche Ätztiefen und Kanalbreiten, welche in Tabelle 3.7 aufgeführt
sind. Design 1 (Abb. 3.22b) hat die geringste Ätztiefe mit 32,8 µm und die
breitesten Kanäle, somit können die Kompensationsstrukturen die konvexen
Ecken ausreichend schützen. Allerdings werden sämtliche Kanalwiderstände der
trapezförmigen Kanäle bei Abweichungen von der exakten Tiefe beeinflusst,
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3.5 Maskendesign

dadurch ist die verwertbare Chipausbeute nach dem Herstellungsprozess am
geringsten. Für Design 2 (Abb. 3.22c) wurde die Ätztiefe (50,46 µm) so gewählt,
dass alle Sprossenkanäle eine dreieckige Querschnittsfläche bilden und ihre Tiefe
dadurch selbst begrenzen. Daraus ergibt sich eine bessere Toleranz gegenüber
Abweichungen der Ätztiefe. Allerdings sind die Zuflusskanäle auch bei diesem
Design trapezförmig, um die Ätzdauer und damit die Kompensationsstrukturen
so klein wie möglich zu halten. Diese zwei Designs bilden jeweils einen Kompro-
miss aus Eckenkompensation und Herstellungstoleranz, weshalb beide hergestellt
und analysiert werden. Abb. 6.10 zeigt eine Gegenüberstellung der beiden Ka-
naldesigns. Design 3 hat hingegen aufgrund der längsten Ätzzeit bei einer Tiefe
von 88,2 µm und damit den größten benötigten Kompensationsstrukturen zu
wenig Platz für diese und wird im Rahmen dieser Arbeit zwar hergestellt, wegen
der starken Unterätzung an den Sprossenecken aber nicht analysiert. Durch die
dreieckige Querschnittsfläche aller Kanäle hat dieses Design jedoch die beste
Herstellungstoleranz bezüglich der Kanaltiefen.

Die Chipflächen der Designs sind ungefähr gleich und betragen inklusive der
reversiblen Anschlüsse ca. 20 × 32 mm2. Die Fläche der Leiterstruktur auf der
Chiprückseite beträgt inklusive Zellwells ca. 2 × 20 mm2. Das Fluidvolumen des
Chips ohne die Anschlüsse entspricht ca. 5 µl, wovon in jedem Zellwell ca. 370 nl
enthalten sind.

Die Herstellung der Chrommasken wird in Anhang C beschrieben.

(a)

1,560,6 0,06

0,343

14,134 mm

1,5

(b)

1,680,6 0,06

0,155
14,107 mm

1,5

(c)

Abbildung 3.22: CleWin-Zeichnungen der Lithographiemasken; a) Alle drei Masken des
Herstellungsprozesses zur Strukturierung der Wafer-Oberseite mit Wells, Ein- und Ausgän-
gen (orange, grau) und der Wafer-Rückseite mit der Leiterstruktur (blau); b) Leiterstruktur
des Designs 1 (32,8 µm); c) Leiterstruktur des Designs 2 (50,46 µm).
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3 Auslegung des mikrofluidischen Chips

Tabelle 3.7: Werte der analytisch berechneten Kanalabmessungen der Widerstände R1, Rin,
R0, Rm,2 und Rm,3 aus Tabelle 3.2 und aus Abb. 3.5 für unterschiedliche Ätztiefen mit den
davon abhängigen Kanalbreiten und -formen, wobei die Breiten der sich gegenüberliegenden
Kanäle mit Rm,2 und Rm,3 gleich sind, Angaben in µm (für Design 3 übernommen aus [92]).

Kanalbreiten Kanallängen

Ätztiefe in µm 32,8 50,46 88,2 für alle

Design: 1 2 3 Designs gleich

R1 342,71 154,67 125 1500

Rin 342,71 154,67 125 750

Zuflussquerschnitt Trapez Dreieck

R0 60 150

m Rm,2 Rm,3

1 71,02 66,98 247,26 1252,74

2 78,50 71,35 318,78 1181,22

3 77,23 70,65 307,98 1192,02

4 72,29 67,77 264,33 1235,67

5 66,61 64,06 218,36 1281,64

6 61,43 60,21 184,47 1315,53

7 57,02 56,53 168,95 1331,05

8 53,25 53,06 177,07 1322,93

9 49,88 49,74 216,97 1283,03

10 46,59 46,41 300,38 1199,62

Sprossenquerschnitt Trapez Dreieck

3.6 Zusammenfassung

Auf einem mikrofluidischen Chip sollen eine Zellkultur sowie eine Konzentra-
tionsreihe, die einen großen Bereich abdeckt, integriert werden, um die Wech-
selwirkung verschiedener chemischer Komponenten auf Zellen analysieren zu
können. Zur Chipauslegung gehören das Konzept, Auswahl der Materialien,
analytische Berechnungen, computergestützte Simulationen sowie ein mit dem
Herstellungsprozess und den Materialien kompatibles Maskendesign.

Speziell wird aus den vorgegebenen Anforderungen ein Design konzipiert, bei
welchem eine binär-logarithmisch abnehmende Konzentrationsreihe im Bereich
von 50 % bis 0,098 % auf der Chiprückseite auf passive Weise durch eine leiter-
ähnliche Kanalstruktur entsteht. Die einzelnen Konzentrationslösungen fließen
von den Sprossen mit der jeweils gleichen Flussrate zu je einem Zellkulturwell,
das mittels optischem Mikroskop untersucht werden kann. Ermöglicht wird dies
aufgrund der Materialauswahl aus KOH-geätztem Silizium und Borsilikatglas, so
dass die Wells und Kanäle von oben und unten mit Glas abgedeckt sind. Auf der
Vorderseite sind die Anschlüsse der Ein- und Ausgänge angebracht. Silizium zeigt

46



3.6 Zusammenfassung

einige Vorteile gegenüber dem häufig verwendeten PDMS. Zum Beispiel ist es
formstabil, mit Alkohol sterilisierbar, luftundurchlässig und chemikalienbestän-
dig. Anisotropes Ätzen mittels KOH ermöglicht einen minimalen Flächenbedarf
des Chips. Die CO2-Zufuhr während der Zellkultur kann trotz Luftundurchlässig-
keit durch eine frühzeitige Mediumsättigung erreicht werden. Alle verwendeten
Materialien, auch die aufgewachsene SiO2-Schicht, sind biokompatibel und nicht
toxisch.

Aufgrund der passiven Flussregelung wird die binär-logarithmische Konzen-
trationsverteilung durch die definierten Flusswiderstände der Kanäle und damit
durch ihre Abmessungen (Breite, Tiefe, Länge, Querschnittsform) bestimmt.
Diese Parameter werden für die Leiterstruktur der Kanäle auf der Chiprückseite
analytisch mittels Netzwerkanalyse berechnet. Damit kann das in dieser Ar-
beit entwickelte Kanaldesign leicht an andere Verdünnungsreihen, wie z. B. eine
lineare Konzentrationsabnahme, angepasst und mit dem verwendeten Herstel-
lungsprozess produziert werden, ohne den restlichen Chip ändern zu müssen. Auf
der Vorderseite werden die Ein- und Ausgänge so dimensioniert, dass diese jeweils
den gleichen Flusswiderstand haben. Wegen der zeitaufwendigen Herstellung des
Prototyps ist eine vorherige Evaluation der Werte zur Designentwicklung wichtig.
In der vorliegenden Arbeit wird eine Kombination von computergestützten Simu-
lationsmethoden auf Systemebene sowie auf physikalischer Ebene verwendet. Bei
letzterem werden neben dem Flussfeld, der Druck- und der Konzentrationsver-
teilung in den Kanälen auch die Diffusion der Nährstoffe und die Zellverteilung
in Form von Partikeln in den Wells betrachtet. Die Ergebnisse zeigen, dass das
berechnete Kanaldesign für die binär-logarithmische Konzentrationsreihe und
die anschließende Zellkultur in den Wells geeignet ist.

Aufgrund der Unterätzung der konvexen Si-Ecken der Leiterstruktur während
des KOH-Ätzens wird eine Kompensationsstruktur mit <110>-Stegen entwickelt,
die einen geringeren Flächenbedarf als bekannte Strukturen hat und für zwei sich
gegenüberliegende Ecken geeignet ist. Da an Kanalböden der schmälsten Kanäle
trotzdem Ablagerungen, die den Fluss unkontrolliert beeinflussen, entstehen,
werden zwei weitere Designs mit geringeren Ätztiefen erarbeitet, um einerseits
die Kompensationsstrukturen zu verkleinern und andererseits die eventuell auf-
tretenden Eckenunterätzungen in den Sprossen kontrolliert und in immer gleicher
Form zu erzielen. Die zwei Designs bilden jeweils einen Kompromiss aus Qualität
der Eckenkompensation und Reproduzierbarkeit der Ätztiefe. Design 1 mit der
geringsten Ätztiefe führt zu einer guten Eckenkompensation mit einer schlechter
reproduzierbaren Ätztiefe aufgrund der trapezförmigen Querschnittsfläche der
Kanäle. Design 2 ergibt eine schlechtere Eckenkompensation, welche durch län-
gere Kanäle ausgeglichen wird, und eine gute Reproduzierbarkeit der Ätztiefe
aufgrund der dreieckigen Querschnittsfläche der Kanäle.

Die Fläche des Chips beträgt inklusive der reversiblen Anschlüsse ca. 20 ×
32 mm2, die der Leiterstruktur auf der Rückseite inklusive Zellwells ca. 2×20 mm2.
Das Fluidvolumen des Chips ohne die Anschlüsse entspricht ca. 5 µl, wovon in
jedem Zellwell ca. 370 nl enthalten sind.
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4 Herstellung

4.1 Herstellungsprozess

Für den Herstellungsprozess wurde einerseits auf eine gute Reproduzierbarkeit
und andererseits auf eine kostengünstige Fertigung der Prototypen geachtet.
Dadurch können die Ergebnisse der anschließenden unterschiedlichen Analyseme-
thoden miteinander verglichen und das Chipdesign optimiert werden. Mit dem
hier vorgestellten Herstellungsprozess können acht Chips, wie in Abb. 4.1 zu
sehen, pro 100 mm Si-Wafer hergestellt werden. Dieser wird beidseitig prozessiert
und mit Borsilikatglas anodisch gebonded. Der komplette Fabrikationsprozess
besteht aus den unten aufgeführten Teilschritten und ist schematisch in Abb. 4.2
dargestellt. Je nach gewähltem Maskendesign (1 oder 2) ändern sich dabei
die KOH-Ätztiefen, wie in Kapitel 3.5 beschrieben. Für die TMAH-Versuche
wurde Schritt g verwendet. Bei der Chipvariante mit natürlichem Siliziumdi-
oxid (SiO2) (Kapitel 5.1) wird der Schritt i zur thermischen SiO2-Beschichtung
weggelassen. Die verwendeten Materialien und Parameter der einzelnen Schritte
sind im Prozessprotokoll in Anhang C detailliert zu finden.

• Beidseitige Si-Oxidation 100 nm (a)

• Beidseitige Si-Nitrid-Abscheidung mittels PECVD (a)

Oberseite: 800 nm

Unterseite: 350 nm

• Zweistufiger Lithographieschritt der Wafer-Oberseite (b, c, e)

• KOH-Ätzen des Si an der Wafer-Oberseite (d)

• Entfernen des Si-Nitrids (SixNy) von den Kanälen auf der Oberseite (e)

• Lithographie der Wafer-Rückseite (f)

• Beidseitiges KOH-Ätzen von Si (g)

• SixNy entfernen mittels HF-Ätzschritt (h)

• Beidseitige Si-Oxidation (i)

• Elektrochemisches Funkenerodieren zur Erzeugung von Löchern in Glas

• Beidseitiges anodisches Bonden (j)

• Aufkleben von fluidischen Anschlüssen
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(a) (b)

Abbildung 4.1: a) Vorderseite eines Chips mit aufgeklebten Verbindungen; b) Rückseite
des Chips mit der Struktur (Design 2) für die Konzentrationsreihe.

4.2 Herstellungstechnologien

Die verwendeten Materialien und Parameter der einzelnen Schritte sind im
Prozessprotokoll in Anhang C zu finden.

4.2.1 Siliziumstrukturierung

Photolithographie

Die Photolithographie wird in der Mikrosystemtechnik verwendet, um Strukturen
in Schichten oder Substrate zu übertragen. Um Silizium zu strukturieren, werden
folgende Prozessschritte benötigt:

• Hartmaske erzeugen:

– Schicht (hier: SixNy) durch additives Verfahren (hier: PECVD) auf-
bringen

– Auftragen einer photosensitiven Schicht (hier: Positivlack)
– Partielle Belichtung dieser Schicht
– Entwickeln der Schicht
– Strukturieren der am Anfang aufgebrachten Schicht (hier: HF-Ätzen)
– Entfernen der photosensitiven Schicht

• Strukturieren des Siliziums (hier: KOH-Ätzen)

• Entfernen der Hartmaske (hier: HF-Ätzen)

In dieser Arbeit wird zuerst eine SixNy-Schicht als Maskierung auf dem Si-Wafer
durch ein additives Verfahren, die plasmaunterstützte chemische Gasphasen-
abscheidung (PECVD), abgeschieden. Diese Schicht wird wiederum mit einem
photosensitiven Positivlack beschichtet. Der Lack wird durch eine Chrommaske
hindurch mit UV-Licht belichtet und danach entwickelt. Dabei lösen sich die
belichteten Bereiche des Positivlacks, und die SixNy-Schicht wird stellenweise
freigelegt. An diesen Stellen kann Flusssäure (HF) das komplette SixNy bis zur
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Abbildung 4.2: Herstellungsprozess des Chips; blau: Si, lila: SixNy, dunkelblau: SiO2,
schraffiert: Borsilikatglas. Bei der Herstellung ohne SiO2-Beschichtung wird Schritt i über-
sprungen (in Anlehnung an [83]).

Freilegung des Si ätzen. Nach der Entfernung des Lacks kann durch einen KOH-
oder TMAH-Ätzschritt die verbliebene SixNy-Struktur in das Silizium übertragen
werden. Zum Schluss wird die Hartmaske durch einen HF-Ätzschritt entfernt.

Zweistufen-Lithographie für unterschiedliche Ätztiefen in Silizium

Für die Zuflüsse, die Abflüsse und die Durchkontaktierungen (Kavitäten) von
der Ober- zu der Unterseite des Si-Wafers werden unterschiedlich tief geätzte
Strukturen auf der oberen Waferseite benötigt (Abb. 4.2). Durch einen einzigen
KOH-Ätzschritt können die selbst begrenzenden Eigenschaften der {111}-Ebenen
von Si genutzt werden. So werden die Kavitäten zwar tiefer als die Kanäle,
allerdings verändert sich die ursprünglich vorgegebene Struktur der quadrati-
schen Kavität durch Unterätzung an den konvexen Ecken in eine rechteckige
Form (Abb. 4.3a). Durch diese Strukturänderung kann es zu unerwünschten
Kurzschlüssen zwischen den Flüssigkeitskanälen auf der Ober- und der Unterseite
des Wafers kommen. Dieses Problem kann durch eine Zweistufen-Lithographie
mit zwei Masken umgangen werden. Das bedeutet, dass das SixNy in zwei Schrit-
ten geätzt wird (Abb. 4.4 und Abb. 4.5): während es auf den Kavitäten komplett
entfernt wird, wird es auf den Kanälen nur dünner (Abb. 4.2c). So können
die Kavitäten beim ersten KOH-Schritt vorgeätzt werden (Abb. 4.2d). Danach
wird das SixNy auf den Kanälen entfernt (Abb. 4.2e) und sowohl die Kanäle
als auch die Kavitäten tiefer geätzt (Abb. 4.2g). Da die konvexen Ecken nur
kurz vom KOH angegriffen werden, behalten die Kavitäten die quadratische
Struktur (Abb. 4.3b) und Kurzschlüsse werden vermieden.
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(a) (b)

Abbildung 4.3: a) Die Kavität wird durch einen einzelnen KOH-Schritt 351 µm tief geätzt,
wohingegen die Kanaltiefe durch die (111)-Ebenen begrenzt ist. Die konvexen Ecken werden
angegriffen und es entsteht eine rechteckige Kavität anstelle einer quadratischen; b) Durch
Zweistufen-Lithographie werden die konvexen Ecken für einen kurzen Zeitraum angegriffen
und es bildet sich eine quadratische Kavität mit einer Tiefe von 323 µm, wohingegen der Kanal
25 µm tief ist.

Abbildung 4.4: Vorderseite eines Si-Wafers nach der Zweistufen-Lithographie, beim ersten
HF-Ätzen (grünes SixNy) wurde ca. 220 nm tief geätzt, beim zweiten (grau) wurde die Schicht
komplett entfernt. SixNy-Dicken: rosa: ca. 760 nm, grün: ca. 540 nm, grau: 0 nm.

4.2.2 Plasmaunterstützte chemische
Gasphasenabscheidung

Die chemische Gasphasenabscheidung (CVD – chemical vapour deposition) ist ein
additives Verfahren. Das Beschichtungsmaterial bildet sich durch eine chemische
Reaktion in der Gasphase, wobei die Reaktionsgase über das Substrat geleitet
werden. Die gasförmigen Restprodukte werden über das System wieder abge-
führt [97]. Die Anregungsenergie für diese Reaktion kann unterschiedlich erzeugt
werden. Bei thermisch aktivierter CVD findet zur Erzeugung von Si3N4 folgende
Reaktion bei 800 ◦C zwischen Monosilan (SiH4) und Ammoniak (NH3) statt [63]:

3 SiH4 + 4 NH3 −−→ Si3N4 + 12H2 [63] .

In der vorliegenden Arbeit wird plasmaunterstützte CVD (PECVD – plasma
enhanced CVD), verwendet, deren Vorteile eine schnelle Abscheiderate und
eine reduzierte Prozesstemperatur sind. Das Plasma wird durch Anlegen einer
hochfrequenten Wechselspannung erzeugt: die Atome der Reaktionsgase werden
teilweise ionisiert. Dadurch kann die Temperatur auf 300 ◦C − 400 ◦C reduziert
werden. Die abgeschiedene Phase ist selten stöchiometrisch zusammengesetzt,
da die chemischen Reaktionen aufgrund von Anregung, Bindungsbrüchen und
Radikalbildung nicht thermodynamisch kontrolliert ablaufen und die Schicht
verunreinigt wird [97]: SixNyHz wird gebildet [63]. In der vorliegenden Arbeit
wird deshalb für Siliziumnitrid die Summenformel SixNy verwendet.
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(a) (b)

Abbildung 4.5: a) Wafer nach Zweistufen-Lithographie mit unterschiedlichen SixNy-Dicken;
rosa: 780 nm, hellgrün: 540 nm, grau: 0 nm; b) Vergrößert.

4.2.3 Thermische Oxidation

Bei der thermischen Oxidation wächst bei Temperaturen zwischen 800 ◦C und
1200 ◦C eine Oxidschicht auf der Substratoberfläche. Das Oxidwachstum besteht
aus drei Abschnitten [60]:

• O2-Moleküle werden an die Oberfläche transportiert.

• O2-Moleküle diffundieren durch die bereits vorhandene Oxidschicht zur
Substratoberfläche.

• Dort reagieren die Moleküle mit dem Substrat.

Damit ergibt sich eine abfallende Wachstumsrate während des Prozesses, da die
Sauerstoffmoleküle durch die immer dicker werdende SiO2-Schicht diffundieren
müssen [62].

Es gibt zwei Methoden: die feuchte und die trockene Oxidation. Bei der
feuchten Oxidation wird der Sauerstoff zusätzlich mit Wasserdampf versetzt:

Si + 2H2O −−→ SiO2 + 2H2 .

In der vorliegenden Arbeit wird die trockene Oxidation für die Herstellung von
SiO2-Schichten verwendet. Dabei strömt reiner Sauerstoff über die Si-Wafer und
reagiert mit dem Silizium:

Si + O2 −−→ SiO2 .

Die Wachstumsrate ist niedriger, dafür ist die Schichtqualität zum Beispiel in
Bezug auf Dichte und Durchschlagfestigkeit besser [62].

4.2.4 Anodisches Bonden

Anodisches Bonden verbindet Silizium mit Glas durch die Ausbildung von ko-
valenten Bindungen hermetisch dicht. Dieser elektrochemische Prozess basiert
auf der Polarisierung von alkalihaltigem Glas [60,98], wie zum Beispiel dem hier
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verwendeten Borsilikatglas, das einen hohen Anteil an Natrium-Ionen enthält (Zu-
sammensetzung in Anhang C.2), wodurch es bei der Prozesstemperatur von
450 ◦C gering leitfähig wird. Eine Spannung wird zwischen Glas (negativ) und Si-
liziumsubstrat (positiv) angelegt (Abb. 4.6). Dabei wandern die Kationen (Na+)
im Glas zur Kathode und von der Grenzfläche der Wafer weg, während die
Sauerstoff-Ionen (O2−) im Glas in Richtung Anode und damit zu der Grenzfläche
hin wandern [98]. Da das Siliziumsubstrat positiv aufgeladen ist, entsteht an
den Grenzflächen zwischen den Wafern eine starke elektrostatische Anziehung,
und der Spalt zwischen ihnen verkleinert sich bis zum kompletten Kontakt [60].
Aufgrund der O2−-Ionen im Glas wird das Silizium an der Grenzfläche oxidiert
und verbindet beide Wafer durch kovalente Bindungen miteinander [96]. Ein
typischer Stromverlauf des Bondprozesses zeigt aufgrund der Wanderung der
Kationen erst einen starken Anstieg. Danach fällt der Strom ab, bis dieser stabil
und der Prozess beendet ist [60]. In Abb. 4.7 ist eine Stromkurve des Prozesses
zu sehen.
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Na+

O
2-

O
2-

O
2-

O
2-

Na+
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Abbildung 4.6: Prinzip des anodischen Bondens. Ein Silizium- und ein Borsilikatglas-Wafer
werden bei 450 ◦C in Kontakt gebracht und eine Spannung angelegt. Die Ionen wandern
zu den jeweiligen Elektroden. Durch das resultierende elektrostatische Feld ziehen sich die
Waferoberflächen an und die Si-Atome oxidieren. Diese kovalenten Bindungen verbinden die
Wafer hermetisch dicht miteinander (in Anlehnung an [96]).
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Abbildung 4.7: Bondkurve bei 450 ◦C und 1000 V.
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4.2.5 Elektrochemisches Funkenerodieren von
Borsilikatglas

Für die fluidischen Verbindungen der Chips werden Löcher im oberen Borsilikat-
glas benötigt, welches später auf die Si-Struktur gebonded wird (Abb. 4.2j). Um
eine schnelle Designänderung während der Entwicklungsphase zu ermöglichen,
wurde das elektrochemische Funkenerodieren (ECDM – electrochemical discharge
machining) von Borsilikatglas etabliert [99].

Das ECDM wurde aus der Funkenerosion (EDM – electrical discharge ma-
chining) und dem elektrochemischen Abtragen (ECM – electrochemical ma-
chining) entwickelt, um nichtleitende Materialien zu bearbeiten [100]. 1925 hat
Taylor die elektrochemische Funkenbildung bei der Elektrolyse von geschmol-
zenem Natriumchlorid beschrieben [100, 101] und 1950 konnte Kellog diese in
wässrigen Elektrolyten beobachten [102]. Im Jahr 1968 haben Karafuji und Suda
nichtleitendes Material mittels ECDM bearbeitet [100,101].

Der Prozess wurde inzwischen oft untersucht und für die Mikrofluidik-Her-
stellung verwendet [100,101,103]. Trotzdem sind die Vorgänge nicht komplett
aufgeklärt [104]. Der Materialabtrag entsteht aus einer komplexen Kombinati-
on von elektrischen Entladungen und elektrochemischen Reaktionen [100,104].
Werden zwei Elektroden, an denen eine Spannung anliegt, in einen wässrigen
Elektrolyten gehalten, startet die Wasserelektrolyse. Dabei handelt es sich um
die folgende Redoxreaktion:

2H2O −−→ 2H2 ↑ + O2 ↑ .

An der Kathode entstehen Wasserstoffblasen, an der Anode Sauerstoffblasen.
Dadurch bildet sich eine isolierende Schicht zwischen Elektrode und Glas. Bei
Überschreiten einer Grenzspannung entstehen durch die Blasen hindurch elek-
trische Entladungen. Dadurch wird das Glas kurzzeitig erhitzt und geschmol-
zen [100, 104]. Yang et al. [100] konnten zeigen, dass sich bei den erhöhten
Temperaturen zusätzlich ein chemischer Materialabtrag durch die Elektrolytlö-
sung addiert, indem die Natronlauge (NaOH) das SiO2 aus dem Borsilikatglas
löst:

SiO2 + 2NaOH + H2O −−→ Si(OH)4 + Na2O.

Platin-

Anode
8 mol/l NaOH

isolierte
Platin-Kathode

Borsilikatglas

Abbildung 4.8: Schematischer Aufbau zum elektrochemischen Funkenerodieren bei Borsili-
katglas, um Löcher für fluidische Anschlüsse zu erzeugen (in Anlehnung an [99]).
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Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Aufbau wird in Abb. 4.8 schematisch
dargestellt. Dieser besteht aus zwei Platin-Elektroden, einer Spannungsquelle,
einem Fußschalter und 8 mol/l NaOH in einer Schale (Abb. 4.9). Das Borsili-
katglas (Zusammensetzung in Anhang C.2) wird in das NaOH gelegt und die
Anode eingetaucht. Die Kathode wird ohne direkten Kontakt knapp über dem
Glas positioniert. Durch Betätigen des Fußschalters wird eine Spannung in Höhe
von 55 V angelegt. Eine Blasen- und Funkenbildung ist an der Kathode zu beob-
achten. Das Glas wird abgetragen und die Elektrode stetig nachgeführt. Sobald
das Glas durchbohrt ist, wird der Stromkreis mittels Fußschalter unterbrochen,
um das trichterförmige Loch mit einem unteren Durchmesser von ca. 0,8 mm
nicht zu vergrößern. Dies ist eine kosten- und zeitsparende Methode, um flexibel
positionierbare Löcher als fluidische Durchkontaktierungen in Glas mit einem
Zeitaufwand von ca. 1 min pro Loch zu erzeugen.

Fußschalter

Anode

Glas

Kathode

NaOH

(a) (b)

Abbildung 4.9: a) Experimenteller Aufbau der elektrochemischen Funkenerosion von
Borsilikatglas mit NaOH, um Löcher für fluidische Anschlüsse zu erhalten; b) Vergrößerung
der Elektrodenanordnung.

Das Borsilikatglas wird nach der ECDM bei 520 ◦C (untere Kühltempera-
tur: 518 ◦C, Transformationstemperatur: 525 ◦C [105]) ausgeheizt, um interne
Spannungen zu verringern. Dieser Schritt ist für das anschließende anodische
Bonden wichtig, da das Glas währenddessen sonst durch die internen Spannungen
bricht.

4.2.6 Fluidische Anschlüsse

Um den Chip an Spritzenpumpen anschließen und die Flüssigkeiten an den
Ausgängen auffangen zu können, wurde eine kostengünstige und reversible
Anschlussmethode entwickelt. Dazu werden pro Chip 12 Aderendhülsen aus
verzinntem Kupfer mit zwei Spezialklebern auf das Glas geklebt und danach aus-
geheizt (Abb. 4.1). Der Außendurchmesser der Aderendhülsen ist größer als der
Innendurchmesser der verwendeten Silikonschläuche. Die Verbindung zwischen
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Tabelle 4.1: Einige relevante Materialeigenschaften von drei Thermoplasten, die für die
Massenproduktion des Chips mittels Spritzgussverfahren geeignet sind.

PC [106] Topas [106,107] Zeonor [106,108]

Transparenz X X X

Fluoreszenz
hohe

Eigenfluoreszenz
X X

Desinfizieren mit

Aceton oder Isopropanol
Isopropanol beides beides

Chemikalienresistenz gut gut gut

Wasserabsorption wenig weniger weniger

Hydrophobizität weniger stark stark

Schläuchen und Spritzen wird mit Adaptern realisiert. Beide Anschlüsse sind
unter den für die Versuche relevanten Drücken dicht.

4.3 Spritzgussverfahren

Für den kommerziellen Einsatz und die zukünftige Massenproduktion der Chips
empfiehlt sich das Spritzgussverfahren, da hiermit ebenfalls eine hohe Reprodu-
zierbarkeit erreicht wird und sich die teure Erstinvestition in eine Masterform
aufgrund hoher Stückzahlen in der Produktion lohnt. Dafür wird ein thermoplas-
tisches Polymer verwendet, welches erhitzt und unter Druck in einen Hohlraum
einer Form gegossen wird. Um zu schnelles Abkühlen zu vermeiden, wird die
Form während des Vorgangs erwärmt und danach langsam abgekühlt. Ein Her-
stellungszyklus dauert normalerweise mehrere Sekunden [96]. Nachteile sind
einerseits die aufwendige und teure Gussform und andererseits der entstehende
Stress im Werkstück während des Abkühlens [63].

Als Chipmaterial für das Spritzgussverfahren sind Thermoplaste geeignet. In
Tabelle 4.1 sind die Eigenschaften von PolyCarbonat (PC), Topas (ein Cyclo-
Olefin-Copolymer) und Zeonor (ein Cyclo-Olefin-Polymer) gegenübergestellt. Alle
drei Materialien können für den Chip verwendet werden. Topas und Zeonor sind
jedoch auch gegen Aceton beständig und haben eine geringere Eigenfluoreszenz
sowie eine geringere Wasserabsorption. Alle drei Materialien werden bereits für
massenproduzierte Mikrofluidik-Chips verwendet [106].
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4.4 Zusammenfassung

In diesem Kapitel werden der zur Herstellung des Prototyps benötigte Gesamtpro-
zess, sowie die erforderlichen Einzeltechnologien und das Spritzgussverfahren als
zukünftige Herstellungsmethode zur Massenproduktion des Chips beschrieben.

Der Gesamtprozess setzt sich aus der Siliziumstrukturierung der Vorder- und
Rückseite des Siliziumwafers, der Borsilikatglas-Bearbeitung, dem anodischen
Bonden und dem Anbringen der fluidischen Anschlüsse zusammen. Die Silizium-
strukturierung wurde mit nasschemischem KOH-Ätzen durchgeführt. Dabei ist
die Zweistufen-Lithographie zu erwähnen, mit welcher unterschiedliche Ätztiefen
auf der Wafer-Oberseite erreicht werden konnten.

Für die fluidische Anbindung der Chips an Pumpen und Probenbehälter wurde
die elektrochemische Funkenerosion etabliert, welche in der Entwicklungsphase
flexible Designänderungen zuließ und mit welcher 96 Löcher pro Borsilikatglas-
Wafer hergestellt werden konnten. Anschließend wurde der Wafer ausgeheizt, um
interne Spannungen zu verringern, durch die beim anschließenden anodischen
Bonden der Wafer brechen würde. Für die fluidischen Anschlüsse wurde eine kos-
tengünstige und reversible Methode mit aufgeklebten Aderendhülsen entwickelt,
auf welche Silikonschläuche gesteckt werden.

Für den kommerziellen Einsatz und die zukünftige Massenproduktion der Chips
empfiehlt sich das Spritzgussverfahren, da hiermit eine hohe Reproduzierbarkeit
erreicht wird und sich die teure Erstinvestition in eine Masterform aufgrund
hoher Stückzahlen in der Produktion lohnt. Als Material eignen sich besonders
die Thermoplasten Topas und Zeonor aufgrund ihrer geringen Eigenfluoreszenz
und der Sterilisierbarkeit mit Aceton.
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5 Testaufbau und
Analysemethoden

5.1 Befüllen des Chips

Das blasenfreie Befüllen des Chips ist grundlegend für eine aussagekräftige Analy-
se des Fließverhaltens der Flüssigkeit im mikrofluidischen Chip, da Luftblasen in
den Kanälen oder Kavitäten als zusätzliche Widerstände den Fluss beeinflussen
würden. Deshalb muss die Flüssigkeit beim Befüllen die Luft aus dem Chip
verdrängen. Bei runden Kanälen mit einem parabolischen Flussprofil wird die
Luft vor der einfließenden Flüssigkeit her und damit aus dem Chip heraus gescho-
ben. Bei den in diesem Chip vorliegenden eckigen Kanälen wird die Flüssigkeit
stattdessen wahrscheinlich aufgrund der Concus-Finn-Bedingung (Beschreibung
in Kapitel 2.1.6, Ergebnisse in Kapitel 6.1) in den eckigen Kanälen in den Kanal-
ecken stark nach vorne gezogen, umgibt die Luft und schnürt diese zu Luftblasen
ab. Abb. 5.1 zeigt beide Fälle in einer schematischen Darstellung. Der Einfluss,
den der Concus-Finn-Effekt auf das Befüllen hat, kann durch den Kontaktwinkel
zwischen Substrat und Flüssigkeit modifiziert werden, indem unterschiedliche
Oberflächenbeschichtungen oder Flüssigkeiten verwendet werden.

Um Luftblasen aufgrund der dreidimensionalen Anordnung der Kanäle und
der Concus-Finn-Bedingung zu vermeiden, werden verschiedene Methoden zum
Befüllen überprüft:

• Verwenden unterschiedlicher Flüssigkeiten mit verschiedenem Benetzungs-
verhalten

• Anlegen von Überdruck an Eingängen
• Anlegen von Unterdruck an Ausgängen
• Variieren der Oberflächenbenetzbarkeit durch verschiedene Oberflächen-

beschichtungen: natürliches und thermisch aufgewachsenes SiO2

• Befüllen des Chips durch Unterdruckatmosphäre

Abbildung 5.1: Schematische Darstellung einer parabolischen Strömung in einem kreisrun-
den Rohr (links) und des Concus-Finn-Effekts in einem eckigen Kanal (rechts), dabei wird die
Flüssigkeit in den Ecken weiter nach vorne gezogen und verbreitet sich dort schneller als in
der Kanalmitte. Auf diese Weise kann Luft eingeschlossen werden.

59



5 Testaufbau und Analysemethoden

Blasen an
Ausgang 1

Eingang in
Isopropanol

Ausgänge
an Pumpe

angeschlossen

Luft im Chip
Luftfreie
Kavität

Reflektion

Abbildung 5.2: Chip in Isopropanol (Reflektionskante sichtbar) während des Befüllens
mittels Unterdruck an den Ausgängen. Die entgaste Flüssigkeit wird durch die Eingänge
gesogen und die Luftblasen dehnen sich durch den Unterdruck aus, wodurch teilweise Luft aus
dem Chip entweicht.

Alle während den Tests verwendeten Flüssigkeiten werden zum Entgasen für 5 min
in Ultraschall behandelt und direkt danach entweder in Unterdruckatmosphäre
gelagert oder in eine verschlossene Spritze gefüllt, um eine erneute Luftaufnahme
zu minimieren.

Verwenden unterschiedlicher Flüssigkeiten Als Flüssigkeiten wurden Iso-
propanol, Ethanol, DI-Wasser, phosphatgepufferte Salzlösung (PBS1 – phosphate
buffered saline) und Dimethylsulfoxid-Lösung getestet. Bei letzteren ist die Ober-
flächenspannung und damit der Kontaktwinkel von Flüssigkeit zu Glas und
Silizium größer als bei Isopropanol, wodurch der Concus-Finn-Effekt und damit
die Luftblasenentstehung geringer ist. Der Nachteil ist jedoch die schwierigere
Entgasung. Aus diesem Grund wurde zum Befüllen letztendlich Isopropanol
verwendet, welches zugleich den Chip sterilisiert.

Überdruck an Eingängen Mit Hilfe zweier Spritzenpumpen wird entgaste
Flüssigkeit an den Eingängen in den Chip gepumpt. Für keine der Flüssigkeiten
konnte bei dieser Methode ein zufriedenstellendes Ergebnis erreicht werden.

1Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Sigma-Aldrich
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Exsikkator
Schale mit
Isopropanol

Chip

Pumpen

Abbildung 5.3: Exsikkator-Aufbau zum Evakuieren und anschließendem Befüllen des Chips.

Unterdruck an Ausgängen Mit Hilfe einer Membranpumpe2 wird für 2 h an
den Ausgängen Luft aus dem Chip gepumpt und anschließend entgaste Flüssigkeit
durch die Eingänge gesogen (Abb. 5.2). Um die verbliebenen Luftblasen zu
entfernen, wird für weitere 24 h an den Ausgängen Unterdruck erzeugt. Nach
Anlegen von Atmosphärendruck werden die Blasen zwar kleiner, bleiben aber in
den Kavitäten. Durch diese Methode werden bessere Ergebnisse erreicht als durch
Anlegen eines Überdrucks, das grundlegende Problem wird aber nicht behoben.
Zudem ist diese Methode zeit- und arbeitsaufwendiger als die Überdruckvariante.

Oberflächenmodifikation mittels Siliziumdioxid-Schicht Wie oben be-
schrieben kann der Einfluss, den der Concus-Finn-Effekt auf das Befüllen hat,
durch unterschiedliche Oberflächenbeschichtungen variiert werden. Da die Schich-
ten biokompatibel und in den Herstellungsprozess integrierbar sein müssen,
werden Chips mit natürlichem und mit thermisch hergestelltem 90 nm dickem
SiO2 verwendet. Die mit Wasser gebildeten Kontaktwinkel der Schichten wurden
mit der in Kapitel 5.4 beschriebenen Methode auf geätztem Si der {100}-Ebene
und der {111}-Ebene für natürliches SiO2 und für thermisches SiO2 bestimmt.
Beide Oberflächen sind gut benetzbar (Kapitel 6.1), wobei der Concus-Finn-
Effekt aufgrund der geringeren Benetzbarkeit bei thermischem SiO2 weniger
ausgeprägt ist. Die Blasenanzahl kann bei den bisher genannten Methoden durch
die zusätzliche Schicht jedoch nur reduziert und nicht komplett beseitigt werden.

Unterdruckatmosphäre Diese Methode basiert auf dem Vorgehen von Mo-
nahan et al. [109] für einen PDMS-Chip. Dabei wird die Gasdurchlässigkeit
von PDMS ausgenutzt, wodurch sich verbliebene Blasen nach einiger Zeit redu-
zieren. Für den gasundurchlässigen Si/Glas-Chip sind deshalb einige Prozess-
modifikationen nötig, um ihn in Unterdruckatmosphäre befüllen zu können,

2KNF Laboport N820.3FT.18
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Abbildung 5.4: Schematische Zeichnung des Exsikkators während des Luftabpumpens. Er
wird gekippt und die Glasschale so mit Isopropanol befüllt, dass der Chip nicht eingetaucht ist.

wie z. B. die Änderung der Reihenfolge: in der vorliegenden Arbeit wird zuerst
Unterdruck angelegt und erst danach werden die Chipanschlüsse in Flüssig-
keit eingetaucht. Außerdem werden die Ausgangsanschlüsse abgeklebt. Dadurch
können Chips reproduzierbar blasenfrei befüllt werden.

Wie in Abb. 5.3 und Abb. 5.4 zu sehen ist, wird ein Exsikkator schräg
aufgestellt. In einer darin stehenden Glasschale wird ein Chip fixiert, dessen
Ausgangsanschlüsse zuvor mit Kapton-Klebeband3 verschlossen wurden. Die
Schale wird bis zum untersten Rand des Chips mit entgastem Isopropanol gefüllt
und der Exsikkator verschlossen (Abb. 5.4). Im Exsikkator wird in zwei Schritten
mit zwei Membranpumpen4 auf einen definierten Unterdruck abgepumpt, zuerst
in 30 min auf ca. 100 mbar und in weiteren 2 min bis knapp über den Dampfdruck
von Isopropanol bei 42,6 mbar. Danach wird der Exsikkator zurückgekippt, so
dass die Eingänge des Chips komplett mit Isopropanol bedeckt sind. Durch
Anlegen von Atmosphärendruck wird die Flüssigkeit in den Chip gedrückt und
die im Chip verbliebene Luft zu den Ausgängen hin verdrängt. Dort sammelt
sie sich in Form von Blasen (Abb. 5.5) und wird durch Abziehen der Klebefolie
entfernt. Der Chip kann daraufhin optisch auf Blasenfreiheit überprüft (Abb. 5.6)
und für anschließende Tests mit entgastem PBS gespült werden.

5.2 Versuchsaufbau des Flusstests

Für die Flusstests wird der befüllte und mit PBS gespülte Chip verwendet.
Das verwendete Zubehör ist in Tabelle 5.1 aufgeführt und der Aufbau ist in
Abb. 5.7 zu sehen. An den Chipeingängen sind Spritzen angeschlossen, die
in Spritzenpumpen eingespannt und über je einen Dreiwegehahn und einen

3Micronova, Polyimid mit Silikonkleber
4Beide von KNF Laboport, N816.1.2 und N820.3FT.18

62



5.2 Versuchsaufbau des Flusstests

Eingänge

Blasen

Abbildung 5.5: Chip nach dem Befüllen mit Isopropanol. Zu diesem Zeitpunkt ist der
Chip noch komplett in Isopropanol eingetaucht. Durch den Überdruck nach Anlegen des
Atmosphärendrucks wird Isopropanol an den Eingängen in die Kanäle gedrückt und die restliche
Luft im Chip zu den Ausgängen hin verdrängt. Dort sind unter dem Kapton-Band (gelb)
Luftblasen zu erkennen, die durch Abziehen der Folie entfernt werden.

1000 µm
a) b) c)

Abbildung 5.6: Optische Kontrolle der mit Isopropanol befüllten Kavitäten auf dem Chip:
a) ohne Blase, b) mit kleiner Blase, c) mit großer Blase. Obwohl die Wände der Kavitäten
unter dem Mikroskop dunkel erscheinen, sind die Blasen gut zu erkennen.

Luer-Adapter mit Schläuchen verbunden sind (Abb. 5.8). Auch an den zehn
Ausgängen werden Schläuche aufgesteckt und über Knickschutztüllen mit Kanü-
len zu Mikroreaktionsgefäßen in einer gekühlten Feuchtkammer angeschlossen.
Auf diese Weise wird die Verdunstung der Probenflüssigkeiten während der
Versuchsdurchführung und somit eine Verfälschung der Ergebnisse minimiert. An
Einlass 1 werden die in PBS gelösten Testsubstanzen und an Einlass 2 pures PBS
angelegt. Wenn bei der Analysemethode keine anderen Werte angegeben werden,
liegen dabei an Eingang 1 und Eingang 2 die Flussraten bei 5,99 µl/min bzw.
54,01 µl/min. Nachdem das Isopropanol aus dem Chip und den Ausgangsschläu-
chen verdrängt ist (ca. 100 min), stellt sich im Chip ein stabiler Fluss ein und die
Probeflüssigkeiten werden kontinuierlich über einen definierten Zeitraum in den
Mikroreaktionsgefäßen für jeden Ausgang einzeln gesammelt. Danach werden die
Gefäße verschlossen und bis zur Analyse bei 7 ◦C gekühlt. Zur Gewährleistung
von Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wird für jeden Test ein
neuer Chip verwendet.
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Kanüle Mikroreaktionsgefäß in
gekühlter Feuchtkammer

Abbildung 5.7: Messaufbau für die Flusstests. Die Schläuche werden auf die Anschlüsse
aufgesteckt und an den Ausgängen werden die Proben einzeln in einem Mikroreaktionsgefäß
gesammelt. Diese befinden sich in einer gekühlten Feuchtkammer, um die Verdunstung der
Probenflüssigkeiten zu minimieren. Die Proben werden danach mit Hilfe unterschiedlicher
Testmethoden analysiert; rot: Eingangsflüsse; schwarz: Ausgangsflüsse (in Anlehnung an [83]).

Tabelle 5.1: Auflistung des verwendeten Zubehörs für den Flusstest.

Hersteller Bezeichnung Beschreibung

Spritzen Becton Dickinson BD Plastipak 1 ml - 5 ml

Dreiwegehahn B. Braun Discofix R©-3

Luer-Adapter Upchurch Scientific P-870

TYGON R©Schläuche VWR R3607 1,52 ml x 3,22 ml

mit Innendurchmesser VWR R3603 1,6 ml x 3,2 ml

und Außendurchmesser VWR E3603 1,6 ml x 3,2 ml

Knickschutztüllen Telegärtner B00080A0002

Spritzenpumpe 1 kdScientific KDS 210

Spritzenpumpe 2 kdScientific KDS Legato 180

Abbildung 5.8: Verbindung einer Spritze mit einem Dreiwegehahn, um Blasen entfernen
zu können, bevor sie in den Schlauch gelangen. Dahinter wird der Dreiwegehahn über einen
Luer-Adapter mit dem Schlauch in Richtung Eingang verbunden.
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Abbildung 5.9: Messung der Ätztiefe an der Kante der Zuflusskanäle mittels Oberflächen-
profilometer von a) Design 1: Solltiefe 32,8 µm und b) Design 2: Solltiefe 50,46 µm.

5.3 Oberflächenprofilometer

Mit einem Oberflächenprofilometer5 können Aussagen über die Topographie
einer Oberfläche getroffen werden. Hierzu tastet eine Diamantnadel die Probe
ab und ihre Auslenkung wird elektromechanisch erfasst. Damit können z. B.
die Oberflächenrauigkeit oder die Ätztiefe einer Kavität bestimmt und mit
einer Software6 analysiert werden. Zwei Beispielmessungen zur Bestimmung der
Ätztiefe der beiden Chipdesigns sind in Abb. 5.9 zu sehen. Die verwendete Nadel
hatte einen Spitzenradius von 5 µm und als Druckkraft auf die Probe wurden
7 mg eingestellt.

5.4 Statische Kontaktwinkelmessung

Die statische Kontaktwinkelmessung wird mit einer Tropfenkonturanalyse7 durch-
geführt. Diese kann entweder die Oberflächenspannung einer Flüssigkeit an Luft
mittels hängendem Tropfen (Pendant-Drop-Methode) oder den Kontaktwinkel
und somit die Benetzbarkeit einer Substratoberfläche mit einer bestimmten
Flüssigkeit mittels liegendem Tropfen (Sessile-Drop-Methode) bestimmen. Dabei
wird der Tropfen jeweils optisch erfasst und mit Hilfe der Software eine Graustu-
fenanalyse des Bildes durchgeführt [110]. An die dabei erkannte Kontur wird ein
geometrisches Modell angepasst, mit dem der erwünschte Parameter berechnet
wird.

Die Pendant-Drop-Methode (Abb. 5.10a) wird zur Bestimmung der Ober-
flächenspannung (Kapitel 2.1.5) von Flüssigkeiten an Luft verwendet. Dabei wird
ein festgelegtes Volumen der Flüssigkeit aus einer Spritze automatisiert abgegeben.
Zwei Kräfte wirken auf den so entstandenen Tropfen und beeinflussen seine Form:
die Gravitation und die Oberflächenspannung [49]. Die Gravitation zieht den
Tropfen wegen seines Gewichts in die Länge, wohingegen die Oberflächenspannung

5Veeco Instruments Inc. DEKTAK 150
6Veeco Instruments Inc. Dektak V9.2
7Krüss Drop Shape Analyzer DSA 100S, Software DSA3
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CA [L] 43.6
CA [R] 43.6

a) b)

Abbildung 5.10: Die zwei Methoden der Tropfenkonturanalyse; a) Der Tropfen an der
Spritzenkanüle während der Pendant-Drop-Methode zur Bestimmung der Oberflächenspannung
von DI-Wasser an Luft; b) Sessile-Drop-Tropfenkonturanalyse mit Young-Laplace-Fit (grün)
zur Bestimmung des Kontaktwinkels θ (rot) von DI-Wasser an Luft. Die Basislinie (blau/gelb)
wird vorher festgelegt. Die Substratoberfläche ist eine ca. 90 nm dicke SiO2-Schicht auf einem
mit KOH geätzten (111)-Si-Wafer. Oben ist die Kanüle zu sehen, rechts sind die Werte der
Winkel angegeben.

versucht, die Grenzfläche zu minimieren und ihn in eine Kugelform zu bringen.
Der Grad der Abweichung von der Kugelform gibt das Verhältnis zwischen
der Gewichtskraft des Tropfens und dessen Oberflächenspannung wieder [111].
Mit Hilfe der Young-Laplace-Gleichung kann von der Tropfenkontur auf die
Oberflächenspannung geschlossen werden [49].

Durch die Sessile-Drop-Methode (Abb. 5.10b) wird der Kontaktwinkel am
Dreiphasenpunkt einer Flüssigkeit auf einer Oberfläche an Luft bestimmt. Daraus
kann auf die Benetzbarkeit der Substratoberfläche mit der Flüssigkeit geschlossen
werden, wie in Kapitel 2.1.5 beschrieben ist. Ein festgelegtes Flüssigkeitsvolumen
wird aus einer Spritze automatisiert abgegeben und auf der Substratoberfläche
platziert. Nach Bestimmung der Basislinie zwischen Tropfen und Substrat wird
die Konturanalyse mit einem Young-Laplace-Fit durchgeführt und die Kontakt-
winkel werden angezeigt.

Vor den Winkelmessungen wird täglich frisches DI-Wasser aufgefüllt und dessen
Oberflächenspannung an Luft durch drei Messungen bestimmt, um Unregelmäßig-
keiten zu erkennen. Zusätzlich werden die Luftfeuchtigkeit und Raumtemperatur
notiert. Für jedes Material, dessen Benetzbarkeit mit DI-Wasser bestimmt werden
soll, werden drei Proben hergestellt. Jede Probe wird an drei unterschiedlichen
Tagen vermessen, um Schwankungen der Raumtemperatur und Luftfeuchtigkeit
auszugleichen. Zwischen diesen Messungen wird die Probe im Ultraschallbad für
jeweils 5 min zuerst in Aceton, anschließend in Isopropanol und in DI-Wasser
gereinigt, um vergleichbare Ausgangsbedingungen zu erhalten. Für jede Proben-
messung werden die Kontaktwinkel von 10 Tropfen mit einem Volumen von 3 µl
bestimmt. Das arithmetische Mittel eines Materials besteht folglich aus insgesamt
90 Messungen.
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200 µl
120 µl

Abbildung 5.11: Volumenmessung zur Bestimmung der Flussraten an den einzelnen
Chipausgängen. Die Flüssigkeit wird ohne Luftblasen mit einer Pipette aufgesogen, in der das
Volumen zu hoch eingestellt ist, z. B. 200 µl. Danach wird das Volumen der Pipette minimiert,
bis der Flüssigkeitspfropfen die Spitze erreicht. Das Messvolumen beträgt hier z. B. 120 µl.

5.5 Volumenmessung

Für die Messungen der Flussrate werden die Flüssigkeitsmengen pro Chipaus-
gang nach einer bestimmten Zeiteinheit gemessen. Die Volumenbestimmung
wird mit Hilfe einer Pipette8 durchgeführt. Dabei wird die Pipette auf ein grö-
ßeres Volumen eingestellt und die komplette Flüssigkeit ohne Blasen aus dem
Mikroreaktionsgefäß aufgesaugt (Abb. 5.11). Das Pipettenvolumen kann so lan-
ge minimiert werden, bis der Flüssigkeitspfropfen die Spitze erreicht und das
Volumen an der Pipette abgelesen werden kann.

Pro Chip werden direkt hintereinander zwei Probensätze gesammelt: dem
ersten (Test 1) wird ein definiertes Volumen für die Massenspektroskopiemessung
entnommen, der zweite (Test 2) ist ausschließlich zur Volumenbestimmung vorge-
sehen. Um die Konzentrationen der im ersten Probensatz enthaltenen Substanzen
nicht zu beeinflussen, wird deren Volumen erst nach der massenspektroskopischen
Analyse bestimmt.

5.6 Konzentrationsanalysen

Im Chip sollen passiv zehn verschiedene Verdünnungen einer Substanz erzeugt
werden, die jeweils zu einer Zellkavität fließen. Die Probenflüssigkeiten werden
mit dem Versuchsaufbau des in Kapitel 5.2 beschriebenen Flusstests für jeden
Ausgang gesammelt und bis zur anschließenden Analyse gekühlt. Ob die geplan-
ten Substanzmengen darin enthalten sind, wird durch Konzentrationsanalysen
festgestellt. Da bei den Messungen ein sehr weiter Konzentrationsbereich von
0,098 % bis 50 % abgedeckt werden muss und dabei unbekannte Effekte, wie z. B.
Wechselwirkungen zwischen der Substanz und den Chip- bzw. Schlauchmateria-
lien, auftreten können, werden die Analysen mit insgesamt vier verschiedenen
Methoden und unterschiedlichen Substanzen durchgeführt. Im Folgenden wird auf
die jeweilige Theorie und die Besonderheiten während des Flusstests eingegangen.

8LTSTM Pipet - LiteTM L200
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5.6.1 Chromatographie mit Massenspektrometrie

Die Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC – high performance liquid
chromatography) mit anschließender Massenspektrometrie (MS) wird haupt-
sächlich zur Ionenbestimmung aber auch zur Mengenbestimmung von Molekülen
verwendet. Die HPLC9 dient dabei der Trennung verschiedener Ionen oder Mole-
küle [48]. So werden für die darauffolgende MS10 verschiedene Massenspektren
der im Analyten enthaltenen Verbindungen erreicht [112]. Die MS dient zur
Quantifizierung der Menge der Substanzen, wobei Ionen erzeugt, getrennt und
detektiert werden [112]. Der Aufbau einer HPLC-MS ist schematisch in Abb. 5.12
dargestellt.

Bei der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Adsorptionschromatographie
wird das Reversed-Phase-Verfahren angewendet, bei welchem die feste stationäre
Phase der Trennsäule unpolar und die mobile Phase polar (PBS mit Metha-
nol) ist. Die verschiedenen Moleküle in der mobilen Phase werden durch deren
unterschiedliche Wechselwirkungen mit der stationären Phase voneinander ge-
trennt. Die Kopplung der auf Flüssigkeit basierenden HPLC zu der auf Gasphase
basierenden MS wird durch die Elektronenspray-Ionisation realisiert [112]. Als
Ionenfalle in der MS wird ein Orbitrap verwendet (Abb. 5.13). Darin umkreisen
die Ionen eine spindelförmige Elektrode in einem elektrostatischen Feld und
schwingen in axialer Richtung. Diese Oszillationsfrequenzen von Ionen unter-
schiedlicher Masse können detektiert, mit Hilfe einer Fourier-Transformation
analysiert und ihr Masse-zu-Ladung-Verhältnis m/q bestimmt werden [113]. Bei
der Ionisierung können einige Verbindungen gegenüber anderen bevorzugt oder
unterdrückt werden. Deshalb werden die Proben in Bezug zu einer Kalibrier-
kurve gemessen [115]. Diese wird durch vorheriges Messen bekannter Mengen
der Probensubstanz ermittelt und durch Auftragen der gemessenen Intensitäten
über die bekannten Substanzkonzentrationen dargestellt. Das Ergebnis der Quan-
tifizierung kann durch Driften der Geräteempfindlichkeit, z.B. aufgrund einer
fortschreitenden Verunreinigung der Ionenquelle, beeinträchtigt werden [115].

Für die von der Firma Pharmacelsus GmbH in Saarbrücken durchgeführten
Analysen wurden in PBS die Substanzen Diclofenac (500 µmol/l), Metopro-
lol (100 µmol/l) und Verapamil (100 µmol/l) gelöst. Die letztgenannte Substanz
ist allerdings nicht für die Messung geeignet, da sie entweder mit den Test-
materialien wechselwirkt oder in der MS Fehler verursacht. Die 100 µl-Proben
wurden nach 20 min Flusstest gewonnen. Davon wurden jeweils 20 µl mit Me-
thanol vermischt und automatisiert vermessen. Für jede Messreihe wurde eine
pipettierte Konzentrationsreihe der Substanzen zweimal gemessen und daraus mit
Hilfe einer Software ein Fit für die Kalibrierkurve berechnet. Die Probenergeb-
nisse wurden darauf bezogen und als Prozent der positiven Kontrolle angegeben.

9Thermo Scientific Accela
10Thermo Scientific ExactiveTM OrbitrapTM mass spectrometer
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Abbildung 5.12: Schematischer Aufbau der HPLC mit gekoppelter Massenspektrometrie.
Die im Analyten enthaltenen Moleküle werden in der HPLC voneinander getrennt. Die
Verbindung zwischen der HPLC und der MS wird durch ein Elektronenspray realisiert, welches
die Ionen für die MS erzeugt. Danach werden die Ionen durch Linsen gebündelt, in die Ionenfalle
Orbitrap geleitet und die Menge quantifiziert. Abbildung der MS in Anlehnung an [114].

Abbildung 5.13: Schematische Darstellung der Ionenfalle Orbitrap. In der Mitte ist die
spindelförmige Elektrode (a) angebracht, die von den Ionen im elektrostatischen Feld umkreist
wird. Die äußeren Elektroden (b) werden durch einen isolierenden Keramikring (c) geteilt [113].

5.6.2 Bradford-Test

Der Bradford-Test (BPA – Bradford protein assay) ist eine photometrische
Methode, um Proteinkonzentrationen mit Hilfe des Farbstoffs Coomassie-Brillant-
Blau in einer Lösung quantitativ zu bestimmen und wurde 1976 von Marion
Bradford [116] entwickelt. In saurer Lösung verfärbt sich die rote Verdünnung
durch Bindung von Proteinen blau und das Absorptionsmaximum verschiebt sich
von 470 nm zu 595 nm. Im Photospektrometer kann durch Intensitätsmessung
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Tabelle 5.2: Ergebnisse der pH-Wert-Analysen mit Indikatorstreifen und Potentiometer
einer pipettierten Konzentrationsreihe mit Essigsäure. Dabei wurden für die Verdünnung
jeweils alternativ DI-Wasser (DI) bzw. Leitungswasser (LW) verwendet.

Konzentrationen Soll
Indikatorstreifen Potentiometer

DI LW DI LW

Ausgangslösung 3,8 3,8 3,8 2,8 2,75

50 % 4,1 4,1 3,8 2,86 3,06

25 % 4,4 4,1-4,4 4,1-4,4 2,92 3,38

12,5 % 4,7 4,1-4,4 4,4 3,04 3,72

6,25 % 5 4,4 4,7 3,13 4,08

3,125 % 5,3 4,4 5 3,25 4,5

1,563 % 5,6 4,4-4,7 5,3 3,39 5,22

0,781 % 5,9 4,7 5,9 3,52 6,22

0,391 % 6,2 5-5,3 6,2 3,69 6,77

0,195 % 6,5 5,3 6,2-6,5 7,06

der Absorption die Menge der gebundenen Proteine und damit die Proteinkon-
zentration in der Lösung bestimmt werden.

Als Testsubstanz wurden 100 mg/ml Rinderalbumin (BSA11 – bovine serum
albumin) in PBS verwendet. Eine Standardkurve wurde mit Hilfe einer pipettier-
ten Konzentrationsreihe dieser zwei Substanzen erstellt und analysiert. Mittels
Flusstest wurden in 45 min jeweils 200 µl Probenflüssigkeit an den Chipausgän-
gen gesammelt und gekühlt aufbewahrt. Die BPA-Analysen wurden für jeden
Chip an aufeinander folgenden Tagen am Fraunhofer-Institut für Biomedizinische
Technik12 zweimal vermessen. Die Ergebnisse wurden gemittelt und in Prozent
der positiven Kontrolle, dem Mittelwert der Substanzmessungen zwischen den
Tests am selben Tag, dargestellt.

5.6.3 Fluoreszenz-Durchflusszytometrie

Die Fluoreszenz-Durchflusszytometrie wird normalerweise zur Analyse von Zellen
verwendet. In dieser Arbeit wird damit die Menge fluoreszierender Partikel ge-
messen, die in den Probenflüssigkeiten enthalten sind, um auf das Fließverhalten
im Chip schließen zu können.

Das Prinzip der Fluoreszenz-Durchflusszytometrie ist in Abb. 5.14 vereinfacht
mit nur einem Fluoreszenzdetektor dargestellt. Die zu messende Flüssigkeit wird
hydrodynamisch zu einem dünnen Strahl fokussiert, so dass die Partikel einzeln
einen Laserstrahl passieren. Auf diese Weise können sowohl die Lichtstreuung als

11Sigma-Aldrich, 200 mg/ml
12Arbeitsgruppe In-Vitro-Kulturtechniken, Dr. Erwin Gorjup, IBMT, St. Ingbert
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Abbildung 5.14: Schematische Darstellung der Messmethode einer Fluoreszenz-
Durchflusszytometrie. Nach hydrodynamischer Fokussierung werden die Partikel einzeln mit
einem Laserstrahl angestrahlt, wodurch sich das Licht unterschiedlich streut: FSC (Partikel-
größe), SSC (Granularität), Fluoreszenz (hier vereinfacht mit nur einem Detektor dargestellt).

auch das emittierte Fluoreszenzlicht jedes einzelnen Teilchens detektiert werden.
Das vorwärts gestreute Licht (FSC – forward-scattered) ist ein Maß für die
Größe der Zellen/Partikel, wodurch festgestellt werden kann, ob die Partikel
vereinzelt oder als Agglomerat vorliegen. Das seitwärts gestreute Licht (SSC –
side-scattered) gibt die Granularität wieder, wodurch Zellen voneinander unter-
schieden werden können.

Unterschiedlich fluoreszierende 1 µm-Partikel wurden in PBS mit unterschied-
lichen Dichten suspendiert: rote13 an Eingang 1 mit ca. 15,2 · 106 Partikel/ml,
grüne14 an Eingang 2 mit ca. 1,7 · 106 Partikel/ml. Somit ergibt sich für beide Ein-
gänge eine ähnliche Partikelanzahl pro Minute mit ca. 9 · 104 Partikel/min. Zur
Gewinnung der Probeflüssigkeiten fließen im Flusstest diese zwei Suspensionen für
45 min durch den Chip. Pro Chip werden direkt hintereinander zweimal Proben
genommen, um die Stabilität des Flusses zu überprüfen. Die Analysen wurden
noch am gleichen Tag mit einem Durchflusszytometer15 an definierten Probenvo-
lumina durchgeführt und mit Hilfe der computergestützten Datenauswertung
Streudiagramme erstellt. Zu Beginn der Messungen wurde das Gerät anhand
der puren Partikelsuspensionen kalibriert und ein Schwellenwert eingestellt.

13Fluoresbrite R©, Polysciences, Polychromatic Red, max. Lichtabsorption: 491 nm, max. Emis-
sion: 565 nm [117]

14Fluoresbrite R©, Polysciences, YG, max. Lichtabsorption: 441 nm, max. Emission: 486 nm [117]
15BD FACSCantoTM, Software BD FACSDivaTM
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Abbildung 5.15: Aufbau des Fluoreszenzmikroskops, um den Fluss im Chip zu visualisieren;
links: Mikroskop mit Chip und angeschlossenen Spritzenpumpen während einer Messung mit
Fluoresbrite R©-Partikeln; rechts: Vergrößerung des Chips.

5.6.4 pH-Messungen

Der pH-Wert gibt an, wie sauer oder alkalisch eine wässrige Lösung ist. Bei
sauren Lösungen überwiegt die Menge der Oxoniumionen (H3O+) gegenüber der
Hydroxidionen (HO−), bei alkalischen Lösungen ist es umgekehrt. Durch Verdün-
nung einer Säure ändert sich das Ionenverhältnis und damit auch der pH-Wert,
der mit Hilfe eines Potentiometers oder mit Indikatorfarbstoff-Papierstreifen
messbar ist. Bei halbierter Konzentration, also doppelter Verdünnung der Aus-
gangskonzentration ca, müsste sich nach den Gleichungen (5.1) bis (5.4) der
pH-Wert immer um den Wert 0,3 erhöhen:

pH-Wert pH = −log (ca) , (5.1)

mit halbierter Konzentration pH = −log (ca · 1/2) , (5.2)

= −log (ca) − log (1/2) , (5.3)

= −log (ca) + 0, 30. (5.4)

Diese theoretische Berechnung wird mit Indikatorstreifen16 an einer pipettierten
Konzentrationsreihe mit Essigsäure überprüft. Die berechneten Werte werden in
Testmessungen mit Leitungswasser annähernd erreicht (Tabelle 5.2), allerdings ist
der Ausgangswert der Lösung nicht exakt bestimmbar und die Indikatorstreifen
zeigen bei Abweichungen keinen exakten Wert an, weshalb Rückschlüsse auf den
Fluss im Chip kaum möglich sind. Die mit dem Potentiometer17 gemessenen
Werte weichen stark von den Ergebnissen der Indikatorstreifen ab. Damit ist
diese Methode zu ungenau.

16DOSATEST R©, Messbereich: 3,5-6,8 in 0,3 Schritten
17VWR, pH100
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5.7 Visualisierung des Flusses

Um den Fluss im Chip zu visualisieren, werden zwei verschieden fluoreszie-
rende Substrate verwendet: die Partikel der Durchflusszytometrie in PBS und
eine Lösung bestehend aus PBS und FITC (Fluoresceinisothiocyanat). FITC
absorbiert ein Lichtmaximum bei der Wellenlänge 495 nm und emittiert bei
519 nm [118].

Bei der Fluoreszenz wird Licht eines für den jeweiligen Stoff charakteristischen
Wellenlängenbereichs absorbiert, wobei Elektronen in ein höheres Energieniveau
angehoben werden. Beim Übergang zurück zum Grundniveau emittiert das Elek-
tron ein Photon, das als Fluoreszenz bezeichnet wird. Als Absorptionsspektrum
wird dasjenige bezeichnet, über das eine fluoreszierende Verbindung angeregt
werden kann. Da beim Absorptionsübergang immer mehr Energie aufgenom-
men als beim Fluoreszenzübergang abgegeben wird, ist das abgestrahlte Licht
langwelliger als das Anregungslicht und bildet das Emissionsspektrum.

Die Chips werden wie in Abb. 5.15 an zwei Spritzenpumpen angeschlossen
und unter einem Mikroskop18 mit einem Filter für grüne bzw. rote Lichtemission
optisch untersucht. Aufgrund des großen Arbeitsabstandes werden „long-distance“
Objektive mit 4-, 5-, 10- und 20-facher optischer Vergrößerungen verwendet. Die
Aufnahmen werden mit einer Videokamera19 aufgezeichnet.

5.8 Zellkultur

Die in vitro-Tests werden für 24 h mit HeLa-Zellen in einem Chip des Designs 1
und einer 90 nm dicken SiO2-Beschichtung durchgeführt. Dieses Design hat durch
die breiteren Kanäle den Vorteil, dass die Gefahr geringer ist, die Zellen beim
Einfließen zu beschädigen.

Der Chip und sämtliches Zubehör werden mit Isopropanol oder Ethanol steri-
lisiert und alle weiteren Schritte werden unter der Sterilbank durchgeführt. Nach
dem Befüllen des Chips wird er nacheinander für jeweils 25 min mit sterilem
PBS und der Zellsuspension gespült. Diese besteht aus HeLa-Zellen (Zervixkarzi-
nom) und RPMI-Nährmedium mit 10 % fetalem Kälberserum sowie 100 units/ml
Penicillin/Streptomycin. Die Zellkerne aller Zellen wurden zuvor mit Bisben-
zimid (blau) gefärbt, als zusätzliche Färbung wird für die Zellen von Einlass 1
PKH67 (grün, Dichte: 5 · 105 Zellen/ml, Volumenfluss: 1,198 µl/min) und für
die Zellen von Einlass 2 PKH26 (rot, Dichte: 5 · 104 Zellen/ml, Volumenfluss:
10,802 µl/min) verwendet. Während der Zellkultur wird der Chip für 4 h bei
37 ◦C ohne zusätzliche Mediumzufuhr gelagert, damit die Zellen sich auf den
Glasböden der Kavitäten absetzen können. Danach wird in einem 37 ◦C-Raum
für weitere 20 h über zwei Spritzenpumpen kontinuierlich Medium zugeführt (Ein-
gangsflüsse 1 bzw. 2: 59,9 nl/min bzw. 540,1 nl/min). In Abb. 5.16 ist der Aufbau

18Axiotech Zeiss, 100 W-Quecksilberdampflampe
19FK 6990, Pieper
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5 Testaufbau und Analysemethoden

Abbildung 5.16: Versuchsaufbau der HeLa-Zellkultur zur kontinuierlichen Mediumzufuhr
für 20 h bei 37 ◦C, nachdem die Zellen sich vorher bereits für 4 h bei 37 ◦C ohne zusätzliche
Mediumzufuhr in den Kavitäten absetzen konnten.

Tabelle 5.3: Optimierung der Zellkultur in drei Versuchen für unterschiedliche Parameter.

Parameter Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3

Zelldichte in Zellen/ml
rot

grün

103

104

5 · 103

5 · 104

5 · 104

5 · 105

Kontamination
nach 4 h

nach 24 h

stark

-

steril

steril

steril

leicht

Fluoreszenz der Zellen

rot

grün

blau

PKH26

BCECF

-

PKH26

BCECF

-

PKH26

PKH67

Bisbenzimid

Zellmedium DMEM DMEM RPMI

Eingangsflüsse

Medium in nl/min
-

5,99

54,01

59,9

540,1

hierfür ohne Spritzenpumpen gezeigt. Das Nährmedium wird vorher in einer
Umgebung mit 5 % CO2 gelagert und direkt in Spritzen gefüllt, um auch ohne
CO2-Austausch mit der Umgebung eine physiologische Umgebung für die Zellen
zu ermöglichen. Die Ergebnisse werden mittels digitalem Fluoreszenzmikroskop20

nach 4 h und 24 h der Zellkultur festgehalten.
Zusätzlich wird mittels Trypanblau in PBS die Zellviabilität überprüft, da

die Farbe nur von Zellen mit geschädigter Membran aufgenommen werden,
ungeschädigte Zellen bleiben ungefärbt. Die Auswertung unter dem Mikroskop
muss sehr schnell erfolgen, da nach kurzer Zeit auch die gesunden Zellen von
dem toxischen Farbstoff geschädigt werden. Aus diesem Grund wird die Lösung
mit zwei Spritzen sehr schnell in den Chip gegeben, wobei sich die Zellen durch
den Scherstress verschieben können. Zum Zeitpunkt der Bildaufnahmen ist das
Ergebnis der Zellviabilität womöglich negativ verfälscht. Die Protokolle für die
Zellkultur der HeLa-Zellen vor den Chipversuchen sowie die Färbung der Zellen

20BIOZERO-8000, Keyence Corporation
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sind in Anhang D aufgeführt. Die Methode wurde in drei Versuchen optimiert,
indem die in Tabelle 5.3 aufgeführten Parameter angepasst wurden.

Die Fluoreszenzbilder der Zellen wurden mit Hilfe der Software ImageJ bear-
beitet und zusammengeführt.

5.9 Statistische Auswertung

Für jede Analysemethode werden mehrere Messungen durchgeführt und ein
arithmetischer Mittelwert berechnet. Um verschiedene Methoden und Werte
miteinander vergleichen zu können, wird hauptsächlich der t-Test für unabhängige
Proben verwendet, dabei wird zwischen normalverteilten Stichproben mit gleicher
und ungleicher Varianz unterschieden. Als Nullhypothese wird angenommen,
dass die arithmetischen Mittelwerte (M) zweier Stichproben gleich sind und
aus einer Grundgesamtheit stammen. Liegt die Signifikanzwahrscheinlichkeit pS

über dem Signifikanzniveau von αS = 0, 05 gilt die Nullhypothese, ansonsten
wird die Nullhypothese verworfen und von signifikant unterschiedlichen Werten
ausgegangen [119]. In einem Fall wird der t-Test für abhängige Proben verwendet.
Dabei werden die Proben eines Chips mit später gesammelten Proben des
gleichen Chips verglichen. Für die aufgeführten Ergebnisse werden in dieser Arbeit
folgende Werte angegeben: arithmetisches Mittel M , Standardabweichung SD,
t-Wert mit Freiheitsgraden t(df) und Signifikanzwahrscheinlichkeit pS.

Die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde mit Hilfe der Software
IBM R© SPSS R© Statistics21 durchgeführt.

Bei den Konzentrationsanalysen werden zusätzlich die Differenz D zwischen
dem gemessenen Mittelwert M und dem Sollwert S der Konzentration angegeben
sowie die prozentuale Differenz D%, welche dem Prozentwert der Differenz
bezogen auf den jeweiligen Sollwert entspricht, d. h. bei einer prozentualen
Differenz von 50 % entspricht die Differenz D dem 0,5-fachen des Sollwerts S:

Differenz D = |S − M | , (5.5)

prozentuale Differenz D% =
D · 100

S
. (5.6)

5.10 Zusammenfassung

In diesem Kapitel werden der Messaufbau, verschiedene Analysemethoden und
die statistische Auswertung beschrieben.

Die Entwicklung einer unkonventionellen Methode zum blasenfreien Befüllen
des Chips mit Flüssigkeit war grundlegend, da Luftblasen in den Kanälen oder
Kavitäten als zusätzliche fluidische Widerstände den Fluss beeinflussen würden.
Die starke Blasenbildung beim Befüllen mit konventionellen Methoden wird durch
den Concus-Finn-Effekt begründet, bei dem die Flüssigkeit in den Kanalecken

21Version 23
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stark nach vorne gezogen wird, die Luft umgibt und diese zu Luftblasen abschnürt.
Zur Abschwächung des Effekts wurde auf den Si-Kanaloberfächen 90 nm dickes
SiO2 thermisch hergestellt. Die Luftblasen konnten jedoch erst durch eine neu
entwickelte Methode, dem Befüllen in Unterdruckatmosphäre eines Exsikkators,
verhindert werden. Zusätzlich wurden sämtliche Flüssigkeiten mittels Ultraschall
entgast und bis zur Verwendung in Unterdruck aufbewahrt.

Der Messaufbau für die Flusstests besteht aus zwei Spritzenpumpen an den
Chipeingängen, je einem Dreiwegehahn, um Luftblasen aus dem Schlauch ent-
fernen zu können, und Mikroreaktionsgefäßen zum Sammeln der Proben an
den einzelnen Ausgängen. Diese Gefäße befinden sich in einer abgeschlossenen
gekühlten Feuchtkammer, durch welche eine Verdunstung der Probenflüssigkeiten
während der Versuchsdurchführung und somit eine Verfälschung der Ergebnisse
minimiert wird. Bis zur Analyse werden die Proben gekühlt aufbewahrt. Dieser
Versuchsaufbau zur Probengewinnung pro Well wurde neu entwickelt, da die
Chips anderer Gruppen keine einzelnen Ausgänge pro Well aufwiesen, also eine
Probenentnahme nicht vorgesehen war.

Mit dem Oberflächenprofilometer wurde die Ätztiefe bestimmt und mit der
statischen Kontaktwinkelmessung der Einfluss der unterschiedlichen Kanalober-
flächen auf den Concus-Finn-Effekt festgestellt. Für die Messungen der Flussrate
wurden die Flüssigkeitsmengen pro Chipausgang nach einer bestimmten Zeitein-
heit gemessen und die Volumenbestimmung mit Hilfe einer Pipette durchgeführt.
Eine Visualisierung des Flusses im Chip wurde durch das Fluoreszenzmittel
FITC realisiert.

Die Substanzmengen in den Probenflüssigkeiten jedes Ausgangs wurden mit
unterschiedlichen Methoden zur Konzentrationsbestimmung analysiert. Da bei
den Messungen ein sehr weiter Konzentrationsbereich von 0,098 % bis 50 %
abgedeckt werden muss und dabei unbekannte Effekte, wie z. B. Wechselwirkun-
gen zwischen der Substanz und den Chip- bzw. Schlauchmaterialien, auftreten
können, wurden die Analysen mit insgesamt vier verschiedenen Methoden und
unterschiedlichen Substanzen durchgeführt: der HPLC-MS, dem BPA-Test, der
Fluoreszenz-Durchflusszytometrie und pH-Messungen. Bei letzteren zeigen die
Indikatorstreifen bei Abweichungen allerdings keinen exakten Wert an, weshalb
Rückschlüsse auf den Fluss im Chip kaum möglich sind, und die mit dem Potentio-
meter gemessenen Werte weichen stark von den Ergebnissen der Indikatorstreifen
ab. Damit ist diese Methode zu ungenau.

Die in vitro-Tests wurden für 24 h mit HeLa-Zellen durchgeführt und mehrmals
optimiert, um keine Kontamination und eine ausreichende Mediumzufuhr zu
erreichen. Die Zellen wurden außerdem mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarb-
stoffen markiert, um sie je einem Eingang zuordnen und von Verunreinigungen
unterscheiden zu können. Nach 24 h wurden die Zellen in den Wells mittels digi-
talem Fluoreszenzmikroskop untersucht und danach zusätzlich die Zellviabilität
mit einer Trypanblau-Färbung überprüft.

Für jede Analysemethode wurden mehrere Messungen durchgeführt und ein
arithmetischer Mittelwert M sowie die Standardabweichung SD berechnet. Bei
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den Konzentrationsanalysen werden zusätzlich die Differenz D sowie die prozen-
tuale Differenz D% angegeben. Um verschiedene Werte miteinander vergleichen
zu können, wurde bei ausreichender Probenanzahl der t-Test verwendet.

77





6 Ergebnisse und Diskussion

6.1 Kontaktwinkel der
Oberflächenbeschichtungen

6.1.1 Ergebnisse

Statische Kontaktwinkel

Die Oberflächen von (100)- und (111)-Si-Wafern wurden mit der in Kapitel 5.4
beschriebenen Methode analysiert, um das Benetzungsverhalten der unterschied-
lichen Kanaloberflächen, die während der Tests mit Flüssigkeit in Berührung
kommen, abzubilden und um die Luftblasenbildung während des Befüllvorgangs
bzw. den Fluss im Chip beeinflussen zu können. Bei dreieckigen Kanälen sind
die {111}-Ebenen der Schrägen entscheidend, für trapezförmige ist zusätzlich die
{100}-Ebene, die den Boden bildet, zu berücksichtigen. Beide Ebenen wurden in
drei unterschiedlichen Zuständen untersucht: unbehandelt mit natürlichem SiO2,
KOH geätzt mit natürlichem SiO2 und zusätzlich mit thermisch hergestelltem
90 nm dickem SiO2 beschichtet. Außerdem wurde Borsilikatglas analysiert, da
dieses als Kanalboden dient und den Concus-Finn-Effekt beeinflusst.

Im Folgenden werden die in Tabelle 6.1 aufgeführten Ergebnisse der Kon-
taktwinkel erläutert und mittels t-Test-Analyse, die in Kapitel 5.9 beschrie-
ben ist, miteinander verglichen. Darüber hinaus sind die Umgebungsbedin-
gungen der Messungen, Temperatur und Luftfeuchtigkeit, sowie die gemessene
Oberflächenspannung von DI-Wasser angegeben. Diese unterscheidet sich mit
dem Wert 73,04 mN/m ± 0,35 mN/m nicht signifikant von dem Literaturwert
72,8 mN/m ( t(15) = 0, 665, pS = 0, 516). In Abb. 6.1 und Abb. 6.2 ist zu sehen,
dass der Kontaktwinkel bei beiden Ebenen durch KOH-Ätzen abnimmt und nach
Abscheiden des thermischen SiO2 den Winkel der unbehandelten Probe übertrifft.
Das Borsilikatglas hat einen Kontaktwinkel nahe der unteren Messgrenze des
Gerätes von 10◦ (Abb. 6.3).

Bei beiden getesteten Si-Ebenen unterscheiden sich die Kontaktwinkel signifi-
kant zwischen natürlichem und thermisch hergestelltem SiO2 auf KOH geätztem
Silizium. Für die {100}-Ebene ergeben sich die Werte 14, 46◦ ± 2, 72◦ bzw.
39, 85◦ ± 3, 65◦ ( t(16) = −16, 75, pS < 0, 001) und für die {111}-Ebene ent-
sprechend 17, 95◦ ± 1, 96◦ bzw. 42, 0◦ ± 3, 68◦ ( t(12, 2) = 17, 31, pS < 0, 001).
Bei einem Vergleich der Proben in Abhängigkeit von der Ebene ergeben sich
für die geätzten und anschließend oxidierten Proben keine signifikanten Un-
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Tabelle 6.1: Arithmetische Mittelwerte M der Kontaktwinkelmessungen mittels Tropfen-
konturanalyse mit Standardabweichungen SD. Die Winkel wurden zwischen der jeweiligen
Oberfläche, DI-Wasser und Luft gemessen. Pro Probe wurden an drei unterschiedlichen Tagen
jeweils 10 Messungen durchgeführt. Die Menge N zur Bestimmung von M und SD entspricht
der Anzahl der Tagesmittelwerte über je 10 Messungen. Arithmetische Mittelwerte der Oberflä-
chenspannung von Wasser und die Umgebungsbedingungen (Temperatur und Luftfeuchtigkeit)
wurden jeweils vor den Messungen bestimmt.

Proben N M SD

{100} + nat. SiO
2

4 12 30,71◦ 5,79◦

{100} geätzt + nat. SiO
2

3 9 14,46◦ 2,72◦

{100} geätzt + 90 nm SiO
2

3 9 39,85◦ 3,65◦

{111} + nat. SiO
2

3 9 39,42◦ 2,63◦

{111} geätzt + nat. SiO
2

3 9 17,95◦ 1,96◦

{111} geätzt + 90 nm SiO
2

3 9 42,00◦ 3,68◦

Borsilikatglas 3 9 12,73◦ 0,68◦

SiO
2

auf {100}-Si 2 6 37,40◦ 10,29◦

Oberflächenspannung
16 73,04 mN/m 0,35 mN/m

DI-Wasser

Temperatur 16 23, 59 ◦C 0, 84 ◦C

Luftfeuchtigkeit 16 22,53 % 4,46 %

terschiede ( t(16) = 1, 24, pS = 0, 232), wohingegen sich die unbehandelten
Ebenen ({100} = 30, 71◦ ± 5, 79◦, {111} = 39, 42◦ ± 2, 63◦, t(16, 19) = −4, 61,
pS < 0, 001) und die bereits aufgeführten geätzten Ebenen mit natürlichem
SiO2 ( t(16) = 3, 128, pS = 0, 006) signifikant unterscheiden.

Concus-Finn-Bedingung

Mit Hilfe der Gleichungserweiterung von Brakke (2.15) und den gemessenen
Mittelwerten der Kontaktwinkel wurde berechnet (Tabelle 6.2), ob die Concus-
Finn-Bedingung in den Ecken der Kanäle mit unterschiedlichen Querschnitten
und unterschiedlichen Oberflächenbeschichtungen erfüllt wird. Bei der Berech-
nung wurden an den Kanalecken die unterschiedlichen angrenzenden Materialien
berücksichtigt, z. B. grenzen unabhängig von der Querschnittsform des Kanals
an einigen Ecken {111}-Silizium und Borsilikatglas aneinander und an Ecken
der trapezförmigen Kanäle {100}- und {111}-Si. Nur bei der unteren Ecke der
dreieckigen Kanäle bestehen beide Wände aus {111}-Si.

Der Concus-Finn-Effekt ist bei den {111}/{100}-Ecken der trapezförmigen
Kanäle je nach Oberflächenbeschichtung entweder nicht vorhanden (90 nm dickes
SiO2) oder nur schwach ausgeprägt (nat. SiO2). Auch bei {111}-Ecken der
dreieckigen Kanäle ist der Effekt nur schwach ausgeprägt, wenn die Oberfläche
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{100}: 30,9° KOH geätzt: 15° geätzt + SiO : 41°2

Abbildung 6.1: Kontaktwinkelmessung bei {100} Silizium mittels Sessile-Drop-Methode
für unterschiedliche Oberflächenbehandlungen: unbehandelt, KOH geätzt, KOH geätzt und
thermisch oxidiert. Der Tropfen wird an der Si-Oberfläche gespiegelt. Die eingezeichneten
Linien werden von der Software zur Winkelbestimmung angegeben.

{111}: 39° KOH geätzt: 16,9° geätzt + SiO : 40,9°2

Abbildung 6.2: Kontaktwinkelmessung bei {111} Silizium mittels Sessile-Drop-Methode
für unterschiedliche Oberflächenbehandlungen: unbehandelt, KOH geätzt, KOH geätzt und
thermisch oxidiert. Der Tropfen wird an der Si-Oberfläche gespiegelt. Die eingezeichneten
Linien werden von der Software zur Winkelbestimmung angegeben.

Glas: 12,7°

Abbildung 6.3: Kontaktwinkelmessung bei Borsilikatglas mittels Sessile-Drop-Methode.
Der Tropfen wird an der Glasoberfläche gespiegelt. Die eingezeichneten Linien werden von der
Software zur Winkelbestimmung angegeben.

mit 90 nm dickem SiO2 beschichtet ist. In allen anderen Fällen tritt der Concus-
Finn-Effekt unvermindert auf.

6.1.2 Diskussion

Durch Messungen der statischen Kontaktwinkel (Tabelle 6.1) wurde das Benet-
zungsverhalten der unterschiedlichen Kanaloberflächen untersucht, die während
der Flusstests der Chips mit Flüssigkeit in Berührung kommen. Daraus kann
auf den Concus-Finn-Effekt (Tabelle 6.2) und folglich auf dessen Einfluss auf
das Befüllverhalten im Chip geschlossen werden.

Statische Kontaktwinkel

Die Oberflächenspannung γlg von DI-Wasser sollte, wie in Tabelle 2.2 aufgeführt,
72,8 mN/m betragen und ist nicht signifikant unterschiedlich von dem in der
vorliegenden Arbeit gemessenen Wert, d. h., dass die gemessenen Kontaktwinkel
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Tabelle 6.2: Die Berechnungen der Concus-Finn-Bedingung für die Ecken von dreieckigen
und trapezförmigen Kanälen mit KOH-geätzter Oberfläche und natürlichem oder 90 nm dickem
SiO2. Die Differenz zwischen den jeweiligen Zahlen gibt die Stärke der Ausprägung des Concus-
Finn-Effekts an. Bei kleiner Differenz ist der Effekt schwächer ausgeprägt, bei großer Differenz
wird die Flüssigkeit stärker in den Ecken nach vorne gezogen.

Querschnitt SiO2

angrenzende
Differenz

Bedingung

Flächen erfüllt?

Dreieck

nat.
{111}-Si / Glas 15, 34◦ < 62, 63◦ 47, 29◦ X

{111}-Si-Wänden 17, 95◦ < 54, 74◦ 36, 79◦ X

90 nm
{111}-Si / Glas 27, 37◦ < 62, 63◦ 35, 26◦ X

{111}-Si-Wänden 42, 00◦ < 54, 74◦ 12, 74◦ X

Trapez

nat.
{111}-Si / Glas 15, 34◦ < 62, 63◦ 47, 29◦ X

{111}-Si / {100}-Si 16, 21◦ < 27, 37◦ 11, 16◦ X

90 nm
{111}-Si / Glas 27, 37◦ < 62, 63◦ 35, 26◦ X

{111}-Si / {100}-Si 40, 93◦ ≮ 27, 37◦ –

trotz schwankender Umgebungsbedingungen als zuverlässige Werte angesehen
und diskutiert werden können.

Unbehandeltes {100}-Si ist direkt nach einem Flusssäure-Ätzschritt hydro-
phob [51]. Durch Lagerung an der Luft bildet sich eine wenige Nanometer dicke
natürliche SiO2-Schicht [51, 120], wodurch sich der Kontaktwinkel ändert und es
ergibt sich – in Übereinstimmung mit der Literatur [52,121] – ein hydrophiles
Benetzungsverhalten aufgrund der Hydroxylgruppen an der amorphen SiO2-
Oberfläche. Bei thermisch hergestelltem SiO2 findet bei hohen Temperaturen
eine Dehydroxylierung an der Oberfläche statt und Siloxangruppen werden ge-
bildet [53,121,122]. Die dadurch hydrophober werdende Oberfläche (Tabelle 6.1)
konnte in den Messungen bestätigt werden.

Da der Si-Chip nach dem Herstellungsprozess bis zu seiner Verwendung an
Luft lagert, bildet sich in den Si-Kanälen eine natürliche Oxidschicht aus. Aller-
dings werden die Wände der Kanäle nicht aus unbehandeltem Silizium gebildet,
sondern aus geätzten Si-Ebenen der Orientierung {111} und {100}. Aus diesem
Grund wurden zusätzlich nasschemisch mit KOH behandelte Proben mit einer na-
türlichen SiO2-Schicht vermessen. Bei beiden Ebenen nimmt der Kontaktwinkel
ab, d. h. sie werden hydrophiler (Abb. 6.1 und 6.2). Eine mögliche Ursache dafür
ist die Oberflächenrauigkeit von Silizium nach dem KOH-Ätzen (unter 50 nm
für {100}-Si [48, 63, 123]), durch welche das Benetzungsverhalten intensiviert
wird [35,49]. Bei rauen oder inhomogenen Oberflächen wird der gemessene Winkel
normalerweise mit Hilfe unterschiedlicher Theorien, wie z. B. der Wenzel-Theorie,
korrigiert [124]. Da in der vorliegenden Arbeit die Concus-Finn-Bedingungen
der Kanalecken berechnet werden und dafür die direkt gemessenen Kontakt-
winkel der verschiedenen Proben von Interesse sind, werden diese Theorien in
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der vorliegenden Arbeit nicht berücksichtigt. Eine weitere Möglichkeit für die
hydrophileren Benetzungseigenschaften nach der KOH-Strukturierung ist die
durch das KOH-Ätzen entstandene Oberflächenterminierung mit OH-Gruppen,
die zu einem niedrigeren Kontaktwinkel führen könnte.

Nach Abscheiden einer thermisch hergestellten 90 nm dicken SiO2-Schicht auf
den zuvor geätzten Ebenen nehmen die Kontaktwinkel wieder zu und entsprechen
dem Benetzungsverhalten der 90 nm dicken und thermisch auf einem unbehan-
delten {100}-Si-Wafer abgeschiedenen SiO2-Schicht, die mit Literaturwerten im
Bereich von 40◦ bis 50◦ [52] übereinstimmen (Tabelle 2.2). Die Angleichung
der Werte ist durch die Schichtdicke zu erklären. Bei dünnen Schichten, wie
dem natürlichen SiO2, können die Rauigkeit und die Struktur des Substrats
die Eigenschaften der Schicht beeinflussen [51]. Wenn die Schicht dicker ist
als die Rauigkeit des Siliziums, spielt diese dann keine Rolle mehr. Auch die
Benetzungseigenschaften der beiden Ebenen unterscheiden sich aufgrund der
unterschiedlichen Substratstruktur, solange eine nur wenige Nanometer dicke na-
türliche SiO2-Schicht vorhanden ist und noch keine dickere Schicht abgeschieden
wurde. Erst nach der thermischen Oxidation unterscheiden sie sich nicht mehr,
da die SiO2-Eigenschaften überwiegen.

Insgesamt kann geschlossen werden, dass das Benetzungsverhalten der Kanal-
wände und -böden der Chips je nach SiO2-Beschichtung variiert: bei natürlichem
Oxid sind sie beinahe vollständig benetzbar, bei dickerem thermischem Oxid
sind sie partiell benetzbar.

Concus-Finn-Bedingung

Wird die Concus-Finn-Bedingung, wie in Kapitel 2.1.6 beschrieben, in den
eckigen Kanälen erfüllt, zieht sich die Flüssigkeit beim Befüllvorgang des Chips
in den Kanalecken stark nach vorne. Dadurch wird die im Kanal vorhandene
Luft umschlossen und zu Luftblasen abgeschnürt. Da diese den Fluss im Chip
verändern würden und deshalb unerwünscht sind, soll dieser Effekt idealerweise
nicht auftreten. Aufgrund des hydrophilen Borsilikatglas-Deckels ist dies jedoch
nicht zu umgehen, da dessen geringer Kontaktwinkel nur mit hydrophoben
Materialien mit einem Kontaktwinkel über 113◦ auszugleichen wäre, wodurch
sich wiederum Probleme beim Befüllen ergeben würden. Ziel war es deshalb, den
Effekt durch Oberflächenmodifizierung zu reduzieren.

Für die Chips mit natürlichem SiO2 wird die Bedingung unabhängig von
der Querschnittsform des Kanals für alle Ecken erfüllt, allerdings tritt bei den
trapezförmigen Kanälen eine Abschwächung des Effekts an den {111}/{100}-
Ecken aufgrund der geringeren berechneten Differenz auf. Das deckt sich mit den
Beobachtungen, dass beim Befüllen mittels Spritzenpumpe viel Luft im Chip
eingeschlossen wird und dieser dann nicht verwendet werden kann.

Durch größere Kontaktwinkel an den Kanalwänden kann der Effekt abge-
schwächt werden, wofür Chips mit dickerer SiO2-Schicht hergestellt wurden. Die
Bedingung trifft in den {111}/{100}-Ecken der trapezförmigen Kanäle nicht
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500 µm

KOH:

85 °C; 90 µm

TMAH:

75 °C, 55 µm TMAH:

90 °C, 107 µm
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2
0
0
µ
m

(b)

Abbildung 6.4: a) Vergleich der Ätzergebnisse von KOH bei 85 ◦C, TMAH + Triton-X-100
bei 75 ◦C und TMAH + Triton-X-100 bei 90 ◦C. Im Gegensatz zu KOH werden mit TMAH
auch ohne Kompensationsstrukturen gute Ergebnisse für konvexe Ecken (Pfeile) erreicht, dafür
entstehen jedoch hillocks, welche die Kanäle verengen (b) und den Fluss dadurch verändern.

mehr zu, in allen anderen Ecken wird sie jedoch noch immer erfüllt. Deshalb
entstehen trotz zusätzlicher SiO2-Beschichtung während des Befüllens mittels
Spritzenpumpe Luftblasen. Beobachtungen konnten eine Abnahme der Anzahl
der Luftblasen bei Design 1 bestätigen.

Da bei beiden Beschichtungen aufgrund des Concus-Finn-Effekts kein Befüllen
mit bekannten Methoden ohne Luftblasen möglich war, wurde eine andere
Befüllmethode in einer Unterdruckatmosphäre entwickelt, die unabhängig von
beiden Beschichtungen funktioniert. Diese Methode ist in Kapitel 5.1 beschrieben.

6.2 Kompensationsstrukturen

6.2.1 Ergebnisse

Die Kanalstrukturen des Chips bilden viele konvexe Ecken, die während des Her-
stellungsprozesses von KOH angegriffen werden. Durch nasschemisches Ätzen mit
TMAH, welches mit dem Tensid Triton-X-100 angereichert wurde, kann die Un-
terätzung der Ecken gegenüber dem KOH-Prozess minimiert werden (Abb. 6.4),
da das Verhältnis der Ätzraten der {110}- und {100}-Ebene von ca. 2, 53 auf 0, 35
verkleinert wird. Die in der vorliegenden Arbeit gemessenen Ätzraten für KOH
und TMAH sind in Tabelle 2.5 zu finden.

In Kapitel 2.2.2 sind die Nachteile des TMAH-Prozesses, wie z. B. die be-
günstigte Bildung von pyramidenförmigen Ätzhügeln (hillocks), beschrieben.
Diese sind auch in dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten TMAH-Prozess
sichtbar und konnten durch eine Erhöhung der Temperatur reduziert, aber nicht
eliminiert werden, so dass Verengungen in den Kanälen entstehen, die den Fluss
verändern.

Aus diesem Grund wurde zur Chipherstellung der KOH-Prozess verwendet
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Abbildung 6.5: Vergleich der Ätzergebnisse der entwickelten Kompensationsstruktur mit
unterschiedlich breiten Balken zum Zeitpunkt, an dem sich perfekte konvexen Ecken (schwarze
Pfeile) bilden. Die Struktur wird am Übergang von Sprossen- zu Ausgangskanal untersucht, da
hier die geringste Fläche zur Verfügung steht. Die unterätzte Hartmaske aus SixNy ist während
des Prozesses erhalten geblieben und zeigt die Form der Kompensationsstruktur (orangefar-
bene Pfeile); a) Der Balken zwischen den sich gegenüberliegenden Ecken ist ungefähr 15 µm
breit, so dass ein kanalhoher Si-Rest (grüner Pfeil) stehen bleibt; b) Bei schmalerem Balken
mit ca. 7,5 µm Breite bleiben niedrigere Rückstände (weißer Pfeil) am Kanalboden zurück;
c) Vergrößerung der Siliziumreste aus b), die den Kanal verengen.

200 µm 200 µm

Abbildung 6.6: Der Verlauf der Ätzfronten während des Ätzprozesses der entwickelten
Kompensationsstruktur aus <110>-Stegen bevor die gewünschten konvexen Ecken (Pfeile)
entstehen: schwarz: geätztes Si, rosa: nicht geätztes Si, grün: unterätzte SixNy-Hartmaske.

und eine Kompensationsstruktur aus <110>-Stegen für sich gegenüberliegende
konvexe Ecken und einer kleinen zur Verfügung stehenden Fläche entwickelt. Bei-
spiele für diese Struktur sind in Abb. 6.5a und Abb. 6.5b (orangefarbene Pfeile)
zu sehen. In Abb. 6.6 sind die während des KOH-Ätzprozesses ausgebildeten
Ätzfronten dargestellt. Um die Effektivität der Struktur zu untersuchen, wurden
die Ecken am Übergang von Sprosse zu Ausgangskanal untersucht (Abb. 6.5), da
hier die geringste Fläche für die Kompensationsstruktur zur Verfügung steht. Da-
bei wurde festgestellt, dass die Breite des Balkens, der die Struktur in der Mitte
verbindet, schmal (hier: 7,5 µm) sein sollte, um Si-Reste (grüner Pfeil) zu redu-
zieren. Allerdings bleiben noch immer Reste am Kanalboden zurück (Abb. 6.5c).
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6 Ergebnisse und Diskussion

6.2.2 Diskussion

Eine Gegenüberstellung der Versuchsergebnisse des nasschemischen Ätzens von
Silizium hat gezeigt, dass sich im Gegensatz zu TMAH, welches mit dem Tensid
Triton-X-100 angereichert wurde, bei KOH keine hillocks gebildet haben, wie sie
in Abb. 6.4 bei TMAH geätztem Silizium zu sehen sind. Bei den KOH-geätzten
Chips lag die Ausbeute bei sechs aus acht Chips pro Wafer, wohingegen bei allen
TMAH-geätzten Chips mindestens ein Kanal trotz Prozessoptimierung so verengt
war, dass der Fluss im Chip verändert und damit die Konzentrationsverteilung
nicht repräsentativ war.

Der Nachteil von KOH ist jedoch die Unterätzung der konvexen Ecken, da bei
dem ursprünglichen Design 3 mit einer Tiefe von 88,2 µm die Kanalübergänge zu
wenig Fläche für bereits bekannte Kompensationsstrukturen (Abb. 2.14) bieten.
Um diesen Nachteil zu umgehen, wurde eine neue Struktur aus <110>-Stegen
für sich gegenüberliegende konvexe Ecken entwickelt, die einen geringeren Flä-
chenbedarf aufweist (Abb. 6.5, Beschreibung in Kapitel 3.4). In Ätzversuchen
konnten die theoretisch erarbeiteten KOH-Ätzfronten [80] aus Abb. 3.18 bestätigt
werden (Abb. 6.6). Da zum Zeitpunkt, an dem die konvexen Ecken eine optimale
Form erreichten, noch Verunreinigungen in der Kanalmitte zurückblieben, wurde
das Design der Struktur optimiert. So konnte z. B. gezeigt werden, dass durch
eine Verjüngung des Balkens, der die Struktur in der Mitte verbindet, Verun-
reinigungen minimiert werden (Abb. 6.5). Da diese aufgrund der zu geringen
Kanalbreite jedoch nicht komplett verhindert werden konnten, wurde das Design
durch einen Kompromiss aus Wahl der Ätztiefe, daraus resultierender Unterät-
zung der konvexen Ecken sowie der erzielbaren Prozesssicherheit in Bezug auf die
Kanaltiefen angepasst. Bei Design 1, welches 32,8 µm tief ist, können sämtliche
Ecken aufgrund der breiteren Kanäle und der kurzen Ätzdauer gut kompensiert
werden (Abb. 6.10e). Allerdings ist die exakte Ätztiefe der trapezförmigen Kanäle
entscheidend und deren Reproduzierbarkeit eingeschränkt. Design 2, mit einer
Tiefe von 50,46 µm, ist einfacher herzustellen, da die Ätztiefe der dreieckigen
Sprossenkanäle aufgrund des anisotropen Ätzprozesses durch die Kanalbreite
und nicht durch die Ätzdauer festgelegt wird. Dafür können wegen der schmale-
ren Kanäle und der längeren Ätzdauer einige Ecken nicht vollständig geschützt
werden (Abb. 6.10f). Beide Designs sind ausführlich in Kapitel 3.5 erläutert.

6.3 Auswahl der Chips

Bevor ein Chip für eine Fluss- oder Konzentrationsanalyse verwendet wird,
muss sichergestellt werden, dass durch diesen keine Ergebnisse verfälscht werden.
Mehrere Kriterien werden deshalb bei allen Chips überprüft, um nur die besten
für die aufwendigen Tests einzusetzen.

Strukturdefekte, die den fluidischen Widerstand z. B. durch Kanalerweiterun-
gen (zu breit oder zu tief) oder Kanalverengungen (zu schmal oder zu niedrig),
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(a) (b)

100 µm

(c) (d) (e)

Abbildung 6.7: Beispiele von aufgetretenen Defekten an Chips, die den fluidischen Wider-
stand beeinflussen und deshalb zum Ausschluss führen, z. B. durch Kanalerweiterungen (a, b),
Kanalverengungen (c, d) oder starkes Misalignment (weiße Pfeile: Si-Kanten, schwarze Pfeile:
Sollposition) (e). Der Maßstab ist jeweils gleich groß und entspricht 100 µm.

wie sie in Abb. 6.7a-d zu sehen sind, beeinflussen und deshalb zum Ausschluss
des Chips führen, müssen aussortiert werden.

Bei einem zu großen Justagefehler, insbesondere bei einer Verschiebung der
Lithographiemasken der Vorder- oder Rückseitenstrukturierung während des
Herstellungsprozesses, wie in Abb. 6.7e dargestellt, wird der Chip nicht verwendet,
da der Einfluss auf die Strömung nicht einzuschätzen ist.

Wird die Ätztiefe der Kanäle nicht exakt erreicht, verändert sich der fluidi-
sche Widerstand. Deshalb wurden für beide Designs die Kanaltiefen sämtlicher
Chips auf Vorder- und Rückseite mittels Oberflächenprofilometer (Kapitel 5.3)
bestimmt und nur diejenigen mit der geringsten Abweichung verwendet. Für
die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Chips sind die Werte der Designs 1
und 2 in Tabelle 6.3 aufgeführt. Dabei ergibt sich auf der Chiprückseite eine
maximale Differenz zur Solltiefe von ca. 0,34 µm bei Design 1 und 0,54 µm bei
Design 2. Auf der Vorderseite sollte ein gleichmäßiger Wert (SD < 0, 4) über
den gesamten Chip erreicht werden, damit die Widerstände der Ein- und Aus-
gänge einheitlich sind; die nominale Tiefe ist nebensächlich. Die Chips mit einer
unregelmäßigeren Verteilung der Tiefe wurden für die Zellkultur verwendet, da
dabei der Flusswiderstand und das Strömungsverhalten nicht relevant waren.

Da die Positionierung der Löcher, die in Borsilikatglas-Wafern mit elektro-
chemischem Funkenerodieren erzeugt wurden, über den Ein- und Ausgängen
der Si-Wafer optisch ohne Vergrößerung vor dem anodischen Bondprozess er-
folgte, wurde deren Anordnung vor dem Aufkleben der Anschlüsse überprüft.
Um leichte Schwankungen auszugleichen, sind die Durchmesser der Löcher klei-
ner (ca. 0,85 mm) als die Kantenlänge der Kavitäten (1,2 mm). Eine perfekte
Position ist in Abb. 6.8a zu sehen, bei welcher der viereckige Boden der Si-Kavität
symmetrisch durch das Loch erkennbar ist. Im Fall von Abb. 6.8b wurde der
Chip aussortiert, da die Überlappung zwischen Kavität und Loch zu gering war.

Einige Fehler ändern den Fluss nicht, da sie wie ein Totvolumen wirken oder
zu klein sind. In Abb. 6.9 ist ein solcher Fehler zu sehen, dessen Tiefe durch
eine Oberflächenprofilometer-Messung auf ca. 7,5 µm bestimmt wurde und der
keinen wesentlichen Einfluss auf den Kanalwiderstand des 300 µm breiten und
35,7 µm tiefen Ausgangskanals hat. Ein Chip mit solch einem Fehler kann für
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6 Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 6.3: Arithmetische Mittelwerte M der mittels Oberflächenprofilometer gemessenen
Kanaltiefen der verwendeten Chips mit Standardabweichungen SD für die Designs 1 und 2.
Die angestrebte Ätztiefe der Rückseite beträgt 32,8 µm bzw. 50,46 µm. Auf der Vorderseite
sollten die Werte einheitlich sein. Auf der Rückseite der Wafer wurden pro Chip sechs Stellen
gemessen, auf der Vorderseite drei und darüber die Mittelwerte gebildet. Pro Wafer wurden für
den Gesamtmittelwert 48 bzw. 24 Stellen vermessen. Zusätzlich wird angegeben, ob thermisch
hergestelltes SiO2 aufgebracht wurde und welche Analysemethoden zum Einsatz kamen.

Kanaltiefen in µm

Wafer
therm.

Chip-Nr.
Rückseite Vorderseite

Testmethode
SiO

2
M SD M SD

Design 1

25 ja 1 32,62 0,04 32,05 1,28 Zellkultur

2 32,63 0,05 31,39 1,27 Zellkultur

4 32,58 0,07 32,47 0,35 BPA

5 32,62 0,02 32,82 0,07 FACS

7 32,61 0,04 32,68 0,13 HPLC-MS

8 32,65 0,02 32,82 0,04 HPLC-MS

Gesamt 32,62 0,04 32,36 0,83

29 nein 1 32,48 0,03 32,38 0,15 HPLC-MS

2 32,48 0,04 32,22 0,15 BPA

Gesamt 32,46 0,05 32,40 0,13

41 ja 1 32,89 0,06 33,08 0,14 FACS

2 32,94 0,04 33,11 0,02 Zellkultur

5 32,97 0,04 33,18 0,07 HPLC-MS

8 32,94 0,04 33,28 0,05 BPA

Gesamt 32,92 0,05 33,18 0,09

46 nein 2 32,88 0,07 33,20 0,08 BPA

4 32,88 0,09 33,15 0,09 HPLC-MS

8 32,88 0,08 33,17 0,07 HPLC-MS

Gesamt 32,93 0,41 33,17 0,06

Design 2

26 ja 1 49,92 0,25 38,77 0,08 BPA

4 50,13 0,28 38,80 0,08 HPLC-MS

6 50,56 0,04 38,82 0,08 BPA

7 50,67 0,04 38,85 0,06 FACS

Gesamt 50,34 0,30 38,82 0,07

39 ja 2 50,74 0,13 35,70 0,04 HPLC-MS

4 49,99 0,28 35,59 0,03 FITC

5 50,40 0,14 35,52 0,06 HPLC-MS

6 50,82 0,08 35,63 0,06 FITC

Gesamt 50,46 0,33 35,62 0,09
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Abbildung 6.8: Mit elektrochemischem Funkenerodieren hergestellte Löcher durch Bor-
silikatglas als Anschlusslöcher für Flüssigkeiten am Chip; a) Perfekte Positionierung des
ca. 0,85 mm großen Lochs über einer Ein- oder Ausgangskavität des Chips; b) Die Verschiebung
des Lochs führt zum Ausschluss des Chips.
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Abbildung 6.9: Vertiefungen in den Kanälen, die den fluidischen Widerstand nicht beein-
flussen und deshalb nicht zum Ausschluss führen; a) Optische Analyse; b) Messung mittels
Oberflächenprofilometer, um die Tiefe von 7,5 µm zu bestimmen.

Analysen verwendet werden, im Nachhinein sollte das Ergebnis allerdings auf
Unregelmäßigkeiten im Zusammenhang damit abgeglichen werden.

Abb. 6.10 zeigt Mikroskopaufnahmen von Wafern der Designs 1 und 2 nach
der Si-Strukturierung. Beide zeigen keine Defekte, haben ein gutes Alignment am
Chipeingang sowie exakte konvexe Ecken zum Zuflusskanal und dem Well (schwar-
ze Pfeile). Einige Unterschiede der Chips, die sich aufgrund der unterschiedlichen
Designs und damit der variierenden Tiefe ergeben, sind in den Bildern zu erken-
nen:

• die Breite der Zuflusskanäle aufgrund der unterschiedlichen Tiefe,

• die Form der Querschnittsfläche der Sprossenkanäle (Trapez, Dreieck),

• die Kompensation der konvexen Ecken am Übergang von Sprosse zu Aus-
gang (weiße Pfeile),

• die Länge der Sprossen aufgrund der unterschiedlichen Unterätzung.
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Abbildung 6.10: Gegenüberstellung von Design 1 (links (a,c,e,g): Wafer 41, Chip 5) und
Design 2 (rechts (b,d,f,h): Wafer 39, Chip 2) nach der Si-Strukturierung. Beide haben keine
Defekte. a) / b) Teil der Leiterstruktur auf der Chipunterseite: der breite bzw. schmale Zufluss-
kanal, die Sprossen 9 und 10 sowie die Unterseite des Zellwells; c) / d) Gutes Alignment am
Übergang von Eingang zu Zuflusskanal bei beiden Designs; e) / f) Sprosse 9 mit trapezförmigem
bzw. dreieckigem Querschnitt; die konvexen Ecken sind jeweils am Zuflusskanal und dem Well
exakt ausgebildet (schwarze Pfeile) und am Ausgang aufgrund der Kompensationsstruktur
leicht bzw. stark unterätzt (weiße Pfeile); g) / h) Die Ecken aus e) / f) mit Fokus auf den
Kanalboden.
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6.4 Volumenfluss

(a) (b)

Abbildung 6.11: Laminarer Fluss im Chip mit in PBS gelöstem FITC (grün) als Sub-
stanzlösung und purem PBS (nicht sichtbar) als Puffer unter dem Fluoreszenzmikroskop. Die
Flüsse in die Wells sollen die gleiche Flussrate haben. Die Pfeile zeigen in Flussrichtung, die
Kanalkanten sind auf der PBS-Seite zur besseren Verständlichkeit nachgezeichnet; a) Well 1
mit einer Sollkonzentration von 50 % der Testsubstanz; b) Well 4 mit einer Sollkonzentration
von 6,25 %.

6.4 Volumenfluss

6.4.1 Ergebnisse

Durch jedes Well soll die gleiche Menge Flüssigkeit fließen, obwohl diese sich aus
zwei Lösungen in unterschiedlichen Konzentrationen zusammensetzt, wie es in
Abb. 6.11 für zwei unterschiedliche Wells zu sehen ist, so dass vergleichbare Um-
gebungsbedingungen für die Zellen herrschen. Deshalb ist der Volumendurchfluss
an den Ausgängen ein wichtiger Wert zur Charakterisierung der Chips.

Für die Messungen der Flussrate wurde an jedem Chipausgang für 20 min
Flüssigkeit mit den in Kapitel 5 beschriebenen Methoden gesammelt, gemessen
und mittels t-Test-Analyse (Kapitel 5.9) untereinander verglichen. Pro Chip
wurden zwei Probensätze unmittelbar hintereinander erzeugt: Den Proben von
Test 1 wurde jeweils ein definiertes Volumen für die HPLC-MS-Analyse ent-
nommen und danach das Volumen bestimmt, die Proben von Test 2 wurden
ausschließlich für Volumenmessungen verwendet. Die Werte der aus den Volumen-
messungen berechneten Flussraten sind in Anhang E in den Tabellen E.1 und E.2
zu finden. Die Simulationsergebnisse für die Flussraten auf Systemebene und auf
physikalischer Ebene sind in den Tabellen 3.5 und 3.6 aufgeführt.

Bei Eingangsflüssen mit Flussraten von 54,01 µl/min und 5,99 µl/min ergibt
sich ein Gesamtfluss von 60 µl/min, was bei zehn Ausgängen einem optimalen
Fluss von 6 µl/min pro Ausgang und Well entspricht. Die Mittelwerte der Flussra-
ten (Abb. 6.12), unabhängig vom Design und der Oberflächenbeschichtung, liegen
für Test 1 im Bereich von 4,97 µl/min±0,72 µl/min bis 6,18 µl/min±0,29 µl/min
und für Test 2 im Bereich von 4,94 µl/min ± 0,65 µl/min bis 6,23 µl/min ±
0,04 µl/min. Hierbei ergeben sich für die Mittelwerte über alle Ausgänge von
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Design 1 mit natürlichem SiO2 5,77 µl/min ± 0,53 µl/min, von Design 1 mit
thermisch hergestelltem SiO2 5,66 µl/min ± 0,50 µl/min und von Design 2 mit
natürlichem SiO2 5,87 µl/min ± 0,46 µl/min.

Werden die Mittelwerte der einzelnen Ausgänge aus Test 1 und Test 2 mit-
tels abhängigem t-Test einander gegenübergestellt, werden keine signifikanten
Unterschiede festgestellt. Ebenso verhält es sich bei den Vergleichen mittels
unabhängigem t-Test von Design 1 zu Design 2 und von natürlich zu thermisch
oxidierten Proben:

• Test 1 zu Test 2: Vergleich pro Ausgang mit abhängigem t-Test, z. B.:
– Design 1, therm. SiO2, Ausgänge 1:

Test 1 (N=3; M=5,06; SD= 0,32), Test 2 (N=3; M=5,01; SD= 0,30):
t(4) = −0, 192, pS = 0, 857,

– Design 1, nat. SiO2, Ausgänge 1:
Test 1 (N=3; M=5,72; SD= 0,55), Test 2 (N=3; M=5,70; SD= 0,43):
t(4) = −0, 041, pS = 0, 969,

– Design 2, therm. SiO2, Ausgänge 1:
Test 1 (N=2; M=6,05; SD= 0,42), Test 2 (N=2; M=5,93; SD= 0,11):
t(2) = −0, 404, pS = 0, 725,

• Test 1: therm. SiO2, Mittel der Ausgänge:
Design 1 (N=30; M=5,63; SD= 0,55), Design 2 (N=20; M=5,76; SD= 0,49):
t(48) = −0, 862, pS = 0, 393,

• Test 2: therm. SiO2, Mittel der Ausgänge:
Design 1 (N=30; M=5,66; SD= 0,50), Design 2 (N=20; M=5,87; SD= 0,46):
t(48) = −1, 487, pS = 0, 143,

• Test 1: Design 1, Mittel der Ausgänge:
therm. SiO

2
(N=30; M=5,63; SD= 0,55), nat. SiO

2
(N=30; M= 5,81; SD=0,53):

t(58) = −1, 311, pS = 0, 195,

• Test 2: Design 1, Mittel der Ausgänge:
therm. SiO

2
(N=30; M=5,66; SD= 0,50), nat. SiO

2
(N=30; M= 5,77; SD=0,53):

t(58) = −0, 852, pS = 0, 398.

6.4.2 Diskussion

Während der Zellkultur bzw. den Toxizitätstests im Chip sollen die Umgebungs-
bedingungen innerhalb der Wells immer einheitlich und vergleichbar sein, so dass
sich darin jeweils nur die Konzentration der Substanzlösung verändert (Abb. 6.11).
Auf diese Weise kann auf die Wechselwirkung zwischen den Zellen und der un-
terschiedlich konzentrierten Testsubstanz im Bereich von 50 % (Ausgang 1) bis
0,098 % (Ausgang 10) pro Well, z. B. durch optische Analysen oder Untersuchun-
gen des Überstands, geschlossen werden. Damit zählen einheitliche Flussraten
an den Ausgängen zu den Kernfunktionen des mikrofluidischen Chips, wodurch
deren Analyse erforderlich ist.
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Abbildung 6.12: Mittelwerte mit Standardabweichungen der Flussraten von Test 1 und 2
für beide Designs mit natürlichem oder thermisch hergestelltem SiO2 an den Ausgängen 1
bis 10 im Konzentrationsbereich von 50 % bis 0,098 %. Zusätzlich sind die Mittelwerte über
alle acht Chips aufgetragen. Der berechnete Sollwert bei festgelegten Eingangsflüssen mit
54,01 µl/min und 5,99 µl/min liegt bei 6 µl/min. Die Werte sind in den Tabellen E.1 und E.2
zu finden.
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Durch eine direkt aufeinanderfolgende doppelte Probenentnahme pro Chip
konnte gezeigt werden, dass der Fluss über eine Zeitspanne von mindestens 60 min
stabil bleibt und nicht durch Verunreinigungen verändert wird. Für aussage-
kräftigere Ergebnisse zur Zuverlässigkeit und Wiederholbarkeit müssten weitere
Tests über eine längere Dauer erfolgen, da der Chip idealerweise für mindestens
drei Tage verwendbar sein soll.

Für die Mittelwerte der Flussraten pro Ausgang über insgesamt acht Chips
konnte unabhängig von Design und Oberflächenbeschichtung gezeigt werden, dass
diese im Bereich der idealen 6 µl/min liegen (Abb. 6.12, Tabellen E.1 und E.2).
Der Mittelwert der Flussraten von Design 2 liegt näher am Sollwert als von De-
sign 1 und scheint gleichmäßiger zu sein, jedoch ist kein statistischer Unterschied
zwischen beiden festzustellen. Dabei ist zu beachten, dass pro Design maximal
drei Chips analysiert wurden. Bei den unterschiedlichen Oberflächenbeschich-
tungen mit natürlichem oder 90 nm dickem SiO2 erscheinen die Flussraten bei
ersterem gleichmäßiger und der Mittelwert über alle Ausgänge liegt näher am
Sollwert. Es ist allerdings kein statistischer Unterschied festzustellen, wobei auch
hier jeweils drei Chips analysiert wurden. Das deutet darauf hin, dass der Einfluss
der unterschiedlichen Kontaktwinkel bei der 90 nm dicken SiO2-Schicht (ca. 41◦)
bzw. beim natürlichen Oxid (ca. 17◦) nicht gravierend ist. Bei Messungen der
Langzeitstabilität der Flussrate ist eine bessere Reproduzierbarkeit für die ther-
mische 90 nm dicke SiO2-Schicht zu erwarten, da die Struktur einer thermischen
Oxidschicht gleichmäßig und wiederholbar hergestellt werden kann.

6.5 Konzentrationsverteilung

6.5.1 Ergebnisse

Im Chip sollen passiv zehn verschiedene Verdünnungen einer Substanz erzeugt
werden, die jeweils zu einem Zellwell fließen (Abb. 6.11). Die Probenflüssigkeiten
werden mit dem Versuchsaufbau des in Kapitel 5.2 beschriebenen Flusstests
für jeden Ausgang gesammelt und die Substanzmengen mit unterschiedlichen
Methoden untersucht. Die Konzentrationen sollen im Bereich von 50 % an Aus-
gang 1 bis 0,098 % an Ausgang 10 liegen. Die Tabellen mit den Messwerten sind
in Anhang E zu finden. Die jeweilige Probenmenge pro Testmethode und Design
variiert und wird zusätzlich in den Graphen ausgewiesen.

HPLC-MS

Mit Hilfe der HPLC-MS (Kapitel 5.6.1) wurden die Ausgangssubstanzen Diclofe-
nac (500 µmol/l) und Metoprolol (100 µmol/l) in PBS gleichzeitig pro Ausgang
gemessen. Da diese Substanzen simultan getestet werden, ergibt sich daraus
eine Verdopplung der jeweiligen Probenanzahl pro Chip zur Ermittlung des
Mittelwerts. Die Probenergebnisse beziehen sich auf eine Kalibrierkurve und
werden prozentual zu diesen Werten angegeben.
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Die Mittelwerte und die Standardabweichungen über die jeweiligen Ausgänge
sind in Abb. 6.13 linear und logarithmisch dargestellt sowie zusätzlich in An-
hang E in Tabelle E.3 angegeben. In der Tabelle E.4 sind die Differenzen D und
die prozentualen Differenzen D% angegeben, welche in Kapitel 5.9 erläutert sind.

Für drei Chips (N = 6) mit natürlichem SiO2 des Designs 1 liegen die Mittel-
werte im Bereich von 41,4 % ± 3,29 % bis 0,57 % ± 0,66 % mit einer minimalen
prozentualen Differenz an Ausgang 4 mit 2 % und einer maximalen an Ausgang 9
mit 1055 %. Die Differenz an Ausgang 4 entspricht also dem 0,02-fachen des
Sollwerts 6,25 % und an Ausgang 9 dem 10,6-fachen des Sollwerts 0,2 %.

Für drei Chips (N = 6) mit thermisch abgeschiedenem, 90 nm dickem SiO2 des
Designs 1 liegen die Mittelwerte im Bereich von 43,75 % ± 4,98 % bis 0,51 % ±
0,73 % mit einer minimalen prozentualen Differenz an Ausgang 2 mit 0,4 % und
einer maximalen an Ausgang 10 mit 425 %. Die Differenz zum Sollwert 25 % ist
am Ausgang 2 minimal und am Ausgang 10 entspricht sie dem 4,3-fachen des
Sollwerts 0,1 %.

Für Design 2 liegen die Mittelwerte der Ausgänge von zwei gemessenen
Chips (N = 4) mit 90 nm dickem SiO2 im Bereich von 38,63 % ± 2,12 % bis
0,09 %±0,09 % mit einer minimalen prozentualen Differenz an Ausgang 3 mit 4 %
und einer maximalen an Ausgang 7 mit 357 %. Die Differenz an Ausgang 3 ent-
spricht dem 0,04-fachen des Sollwerts 12,5 % und an Ausgang 7 dem 3,6-fachen
des Sollwerts 0,78 %.

Zusätzlich wurden zwei pipettierte Reihen gemessen, um die Testmethode zu
überprüfen. Diese Werte liegen im Bereich von 49,78 % ± 2,68 % bis 0,10 % ±
0,01 % mit einer minimalen prozentualen Differenz an Ausgang 1 mit 0,4 % und
einer maximalen an Ausgang 5 mit 21 %. Die Differenz zum Sollwert 50 % ist
am Ausgang 1 minimal und am Ausgang 5 entspricht sie dem 0,2-fachen des
Sollwerts 3,13 %.

BPA-Test

Mit Hilfe des BPA-Tests (Kapitel 5.6.2) wurden die Proteinkonzentrationen der
Ausgangssubstanz (100 mg/ml BSA in PBS) pro Chipausgang bestimmt. Die
Ergebnisse werden in Prozent der Ausgangskonzentration angegeben.

Die Mittelwerte und Standardabweichungen über die jeweiligen Ausgänge sind
in Abb. 6.14 linear und logarithmisch dargestellt sowie zusätzlich in Anhang E
in Tabelle E.5 angegeben. In der Tabelle E.6 sind die Differenzen D und die
prozentualen Differenzen D% angegeben, welche in Kapitel 5.9 erläutert sind.
Für alle Angaben ergibt sich eine Probenmenge von N = 2.

Je zwei Chips von Design 1 wurden mit natürlichem SiO2 und mit 90 nm
dickem thermischen SiO2 gemessen. Die Werte für ersteres liegen im Bereich von
51,62 % ± 0,06 % bis 0,16 % ± 0,02 % mit einer minimalen prozentualen Differenz
an Ausgang 1 mit 3 % und einer maximalen an Ausgang 8 mit 153 %. Die
Differenz an Ausgang 1 entspricht also dem 0,03-fachen des Sollwerts 50 % und
an Ausgang 8 dem 1,5-fachen des Sollwerts 0,39 %. Für den zweiten Fall liegen die
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Abbildung 6.13: Arithmetische Mittelwerte mit den jeweiligen Standardabweichungen
der HPLC-MS-Messungen pro Ausgang über jeweils sechs bzw. vier Proben beider Designs
mit thermisch hergestelltem oder natürlichem SiO2 sowie der pipettierten Messreihen und
der analytischen Berechnung in linearer und logarithmischer Darstellung. Die Werte sind
prozentual zur Kalibrierkurve angegeben und in Tabelle E.3 zu finden.
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Abbildung 6.14: Arithmetische Mittelwerte mit den jeweiligen Standardabweichungen
der BPA-Messungen pro Ausgang über jeweils zwei Chips beider Designs mit thermisch
hergestelltem oder natürlichem SiO2 sowie mit der pipettierten Messreihe und der analyti-
schen Berechnung in linearer und logarithmischer Darstellung. Die Werte sind prozentual zur
Ausgangskonzentration angegeben und in Tabelle E.5 zu finden.
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Werte im Bereich von 29,23 % ± 3,75 % bis 0,22 % am achten Ausgang mit einer
minimalen prozentualen Differenz an Ausgang 7 mit 3 % und einer maximalen
an Ausgang 8 mit 44 %. Die Differenz an Ausgang 7 entspricht dem 0,03-fachen
des Sollwerts 0,78 % und an Ausgang 8 dem 0,4-fachen des Sollwerts 0,39 %.
Die geringer konzentrierten Proben konnten nicht ausgelesen werden. Dies war
ebenfalls der Fall für die zwei Chips von Design 2 mit 90 nm dickem SiO2 mit
Werten im Bereich von 35,53 %±4,25 % bis 0,09 % am siebten Ausgang mit einer
minimalen prozentualen Differenz an Ausgang 5 mit 16 % und einer maximalen
an Ausgang 7 mit 88 %. Die Differenz an Ausgang 5 entspricht dem 0,2-fachen
des Sollwerts 3,13 % und an Ausgang 7 dem 0,9-fachen des Sollwerts 0,78 %.

Zusätzlich wurden zwei pipettierte Reihen gemessen, um die Testmethode zu
überprüfen. Diese Werte liegen im Bereich von 54,82 %±0,96 % bis 0,14 %±0,02 %
mit einer minimalen prozentualen Differenz an Ausgang 4 mit 4 % und einer
maximalen an Ausgang 3 mit 54 %. Die Differenz an Ausgang 4 entspricht
dem 0,04-fachen des Sollwerts 6,25 % und an Ausgang 3 dem 0,5-fachen des
Sollwerts 12,5 %.

Simulationen

Die Werte der Simulationen auf physikalischer Ebene mittels COMSOL Multi-
physics (Tabelle 3.6) für Design 1 und 2 sind in Abb. 6.15 dargestellt. Für
Design 1 liegen diese im Bereich von 50,05 % bis 0,2 %, für Design 2 im Bereich
von 48,71 % bis 0,63 %. Die Werte der Simulationen auf Systemebene mittels
CoventorWare Architect3D (Tabelle 3.5) entsprechen nahezu den analytisch
berechneten Werten: für Design 1 im Bereich von 49,99 % bis 0,082 % und für
Design 2 im Bereich von 50,0 % bis 0,10 %. Aus diesem Grund werden nur die
analytischen Berechnungen im Bereich von 50 % bis 0,098 % zum Vergleich mit
den Comsol-Simulationen abgebildet. Die Oberflächenbeschichtung wurde in der
theoretischen Betrachtung und bei den Simulationen vernachlässigt.

Unterschiedliche Chipdesigns

Die Ergebnisse der vorhergehenden Analysemethoden werden im Folgenden nach
Design und Oberfläche miteinander verglichen.

Für Design 1 mit natürlichem SiO
2

sind die Ergebnisse der verschiedenen
Methoden in Abb. 6.16 zusammengefasst.

Die Werte der HPLC-MS liegen im Bereich von 41,4 % ± 3,29 % bis 0,57 % ±
0,66 % bei einer Probenanzahl von N = 6 mit einer minimalen prozentualen
Differenz an Ausgang 4 mit 2 % und einer maximalen an Ausgang 9 mit 1055 %.
Die Differenz an Ausgang 4 entspricht also dem 0,02-fachen des Sollwerts 6,25 %
und an Ausgang 9 dem 10,5-fachen des Sollwerts 0,2 %.

Für die BPA-Messungen ergeben sich bei einer Probenanzahl von N = 2
Werte im Bereich von 51,62 % ± 0,06 % bis 0,16 % ± 0,02 % mit einer minimalen
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Abbildung 6.15: Werte der Simulationen auf physikalischer Ebene für beide Designs (Ta-
belle 3.6) in linearer und logarithmischer Darstellung. Die Simulationswerte auf Systemebe-
ne (Tabelle 3.5) entsprechen nahezu den hier gezeigten analytisch berechneten Werten. Alle
Werte sind prozentual zur Ausgangskonzentration der theoretischen Testsubstanz angegeben.
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prozentualen Differenz an Ausgang 1 mit 3 % und einer maximalen an Aus-
gang 8 mit 153 %. Die Differenz an Ausgang 1 entspricht dem 0,03-fachen des
Sollwerts 50 % und an Ausgang 8 dem 1,5-fachen des Sollwerts 0,39 %.

Die Ergebnisse der Simulation liegen im Bereich von 50,05 % bis 0,2 %. Dabei
wird die Oberflächenbeschichtung nicht berücksichtigt.

Für Design 1 mit thermisch hergestelltem, 90 nm dickem SiO
2

sind
die Ergebnisse der verschiedenen Methoden in Abb. 6.17 zusammengefasst.

Die Werte der HPLC-MS liegen im Bereich von 43,75 % ± 4,98 % bis 0,51 % ±
0,73 % bei einer Probenanzahl von N = 6 mit einer minimalen prozentualen
Differenz an Ausgang 2 mit 0,4 % und einer maximalen an Ausgang 10 mit 425 %.
Die Differenz zum Sollwert 25 % ist an Ausgang 2 minimal und an Ausgang 10
entspricht sie dem 4,3-fachen des Sollwerts 0,1 %.

Für die BPA-Messungen ergeben sich bei einer Probenanzahl von N = 2
Werte im Bereich von 29,23 % ± 3,75 % bis 0,22 % am achten Ausgang mit einer
minimalen prozentualen Differenz an Ausgang 7 mit 3 % und einer maximalen
an Ausgang 8 mit 44 %. Die Differenz an Ausgang 7 entspricht dem 0,03-fachen
des Sollwerts 0,78 % und an Ausgang 8 dem 0,4-fachen des Sollwerts 0,39 %.

Die Ergebnisse der Simulation liegen im Bereich von 50,05 % bis 0,2 %. Dabei
wird die Oberflächenbeschichtung nicht berücksichtigt.

Für Design 2 mit thermisch hergestelltem, 90 nm dickem SiO
2

sind
die Ergebnisse der verschiedenen Methoden in Abb. 6.18 zusammengefasst.

Die Werte der HPLC-MS liegen im Bereich von 38,63 % ± 2,12 % bis 0,09 % ±
0,09 % bei einer Probenanzahl von N = 6 mit einer minimalen prozentualen
Differenz an Ausgang 3 mit 4 % und einer maximalen an Ausgang 7 mit 357 %.
Die Differenz an Ausgang 3 entspricht dem 0,04-fachen des Sollwerts 12,5 % und
an Ausgang 7 dem 3,6-fachen des Sollwerts 0,78 %.

Für die BPA-Messungen ergeben sich bei einer Probenanzahl von N = 2
Werte im Bereich von 35,53 % ± 4,25 % bis 0,09 % am siebten Ausgang mit einer
minimalen prozentualen Differenz an Ausgang 5 mit 16 % und einer maximalen
an Ausgang 7 mit 88 %. Die Differenz an Ausgang 5 entspricht dem 0,2-fachen
des Sollwerts 3,13 % und an Ausgang 7 dem 0,9-fachen des Sollwerts 0,78 %.

Die Ergebnisse der Simulation liegen im Bereich von 48,71 % bis 0,63 %. Dabei
wird die Oberflächenbeschichtung nicht berücksichtigt.

Fluoreszenz-Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Fluoreszenz-Durchflusszytometrie (Kapitel 5.6.3) wurden unter-
schiedlich fluoreszierende 1 µm-Partikel in einem festgelegten Volumen gezählt,
um so auf die Partikelmengen pro Ausgang zu schließen. Für die Ausgangs-
substanzen wurden die Partikel mit unterschiedlichen Dichten in PBS suspen-
diert: rote an Eingang 1 mit ca. 15,2 · 106 Partikel/ml, grüne an Eingang 2 mit
ca. 1,7 · 106 Partikel/ml. Pro Chip wurden nacheinander zwei Probensätze (Test 1
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Abbildung 6.16: Vergleich der Ergebnisse der unterschiedlichen Analysemethoden von
Design 1 mit natürlichem SiO2 in linearer und logarithmischer Darstellung.
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Abbildung 6.17: Vergleich der Ergebnisse der unterschiedlichen Analysemethoden von
Design 1 mit thermisch abgeschiedenem SiO2 in linearer und logarithmischer Darstellung.
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Abbildung 6.18: Vergleich der Ergebnisse der unterschiedlichen Analysemethoden von
Design 2 mit thermisch abgeschiedenem SiO2 in linearer und logarithmischer Darstellung.
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und 2) genommen, um die Stabilität des Flusses zu überprüfen. Die Werte werden
prozentual bezüglich der Gesamtanzahl der Partikel pro Ausgang angegeben.
Für die roten Partikel sollten diese zwischen 50 % (Ausgang 1)und 0,098 % (Aus-
gang 10) liegen, da die Ausgangslösung jeweils halbiert werden soll. Die zweite
Flüssigkeit mit den grünen Partikeln soll den Fluss zu den Wells auffüllen, um
überall die gleiche Flussrate zu erhalten, weshalb Werte zwischen 50 % (Aus-
gang 1) und 99,90 % (Ausgang 10) erwartet werden.

In Tabelle E.7 in Anhang E und Abb. 6.19 sind die Ergebnisse einer pipettierten
Messreihe und eines Chips des Designs 1 mit 90 nm dickem SiO2 angegeben.
Die Anzahl der Partikel, die insgesamt an den einzelnen Ausgängen ankommen,
liegt bei Test 1 zwischen 1157 an Ausgang 7 und 3612 an Ausgang 1, bei Test 2
zwischen 1198 an Ausgang 9 und 2051 an Ausgang 1. Die prozentualen Anteile der
roten Partikel des Tests 1 liegen im Bereich von 7,77 % an Ausgang 1 bis 1,89 %
an Ausgang 10, die der grünen Partikel im Bereich von 91,16 % an Ausgang 2 bis
98,90 % an Ausgang 5. Die Werte von Test 2 liegen bei den roten Partikeln im
Bereich von 3,28 % an Ausgang 3 bis 1,89 % an Ausgang 10 und bei den grünen
Partikeln im Bereich von 96,47 % an Ausgang 3 bis 99,84 % an Ausgang 5.

Zusätzlich wurde eine pipettierte Reihe gemessen, um die Testmethode zu
überprüfen. Diese Werte liegen bei den roten Partikeln im Bereich von 49,39 %
bis 0,10 % und bei den grünen Partikeln im Bereich von 50,42 % bis 99,84 %.

6.5.2 Diskussion

Ziel des Chips ist eine Vereinfachung komplexer Testprozesse, bei denen viele
unterschiedliche Parameter chemischer Komponenten auf Zellen analysiert wer-
den können. Ein wesentlicher Bestandteil des Chips ist die Rückseite mit einer
Kanalanordnung zur Erzeugung einer Verdünnungsreihe mit zehn Konzentratio-
nen in einem Bereich von 50 % (Ausgang 1) binär-logarithmisch abgestuft bis
0,098 % (Ausgang 10). Die in der vorliegenden Arbeit entwickelte passive Struktur
ähnelt einer Leiter (Abb. 3.2), deren Funktionsprinzip in Abb. 3.3 dargestellt ist.
Während eines Tests fließt die Testsubstanz von Einlass 1 über den Zuflusskanal
in verschiedenen Mengen in die unterschiedlich breiten Sprossenkanäle. Gleich-
zeitig fließt die Pufferlösung von Eingang 2 in die Sprossenkanäle und gleicht die
Volumendifferenz aus, um am Ausgang eine einheitliche Flussrate zu erhalten.
Die Flussverhältnisse werden passiv, also über die fluidischen Widerstände der
Kanäle, geregelt und können nach Chipherstellung nicht mehr verändert werden.

Unterschiedliche Methoden und Chipdesigns

Um zu überprüfen, ob bei den Flusstests eine binär-logarithmische Verdün-
nungsreihe mit zehn Konzentrationen an den Ausgängen der Chips resultiert,
wurden unterschiedliche Analysemethoden mit unterschiedlichen Testsubstanzen
angewendet: die HPLC-MS (Kapitel 5.6.1), der BPA-Test (Kapitel 5.6.2), die
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Abbildung 6.19: Ergebnisse der Fluoreszenz-Durchflusszytometrie für einen Chip des
Designs 1 mit 90 nm dickem SiO2. Direkt hintereinander wurden zwei Probensätze (Tests 1
und 2) sowie eine pipettierte Messreihe mit rot (oben) und grün (unten) fluoreszierenden
1 µm-Partikeln in PBS genommen. Die analytischen Werte zeigen die Sollkonzentrationen an.
Die Werte werden in % bezüglich der Gesamtanzahl der Partikel pro Ausgang angegeben und
in Tabelle E.7 angegeben.
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Fluoreszenz-Durchflusszytometrie (Kapitel 5.6.3) sowie die pH-Messung (Kapi-
tel 5.6.4).

Der logarithmische Konzentrationsabfall, eine der Kernfunktionen des mi-
krofluidischen Chips, entspricht tendenziell den Erwartungen, wobei weitere
Optimierungen der Analysemethoden nötig sind. Die Messungen der HPLC-MS
mit Diclofenac und Metoprolol in PBS (Abb. 6.13) sowie die BPA-Tests mit
BSA in PBS (Abb. 6.14) erwiesen sich als die erfolgreichsten Methoden. In den
kleinen Konzentrationsbereichen an den Ausgängen 7 (0,78 %) bis 10 (0,098 %),
bei denen die prozentualen Differenzen zu den Sollkonzentrationen am höchs-
ten sind, ist ein Optimierungsbedarf zu erkennen, obwohl die Flussraten an
diesen Ausgängen nur gering schwanken. Das könnte daran liegen, dass die
Abweichungen in den niedrigen Bereichen auffallender sind, die Spritzenpumpen
nicht pulsfrei laufen oder an Messunsicherheiten. Bei den BPA-Tests konnte z. B.
ein mit der Zeit fortschreitender Erkenntnisgewinn zur Methodik festgestellt
werden: Bei den ersten Messungen (Design 1 und 2 mit therm. SiO2) konnten
die Ergebnisse nur bis Ausgang 7 bzw. 8 erfasst werden, während bei den fol-
genden Messungen (Design 1 mit nat. SiO2) eine Auswertung bis Ausgang 10
möglich war. Bei anderen Methoden waren Wechselwirkungen zwischen einigen
Testsubstanzen und den Materialien des Chips oder des Testaufbaus zu erkennen,
wie z. B. Verapamil bei der HPLC-MS sowie fluoreszierende Partikel bei der
Fluoreszenz-Durchflusszytometrie (Abb. 6.19). Die pH-Messung war nicht zur
Untersuchung des Konzentrationsbereichs geeignet, da keine Rückschlüsse von
den Abweichungen auf den Fluss im Chip möglich waren.

Die grundlegende Einsatzfähigkeit der HPLC-MS-Messungen (Abb. 6.13) und
der BPA-Tests (Abb. 6.14) zur Konzentrationsbestimmung konnte anhand pipet-
tierter Messreihen nachgewiesen werden, die bei der HPLC-MS bis auf Ausgang 5
mit den Sollwerten übereinstimmen und bei den BPA-Tests leicht darüber liegen.

In der vorliegenden Arbeit kann zwischen Design 1 mit natürlichem und
Design 1 mit 90 nm dickem SiO2 kein grundlegender Unterschied festgestellt
werden: Beim Vergleich zwischen den unterschiedlichen Designs und Oberflä-
chenbeschichtungen ergibt sich für Design 1 mit 90 nm dickem SiO2 das beste
HPLC-MS-Ergebnis (Abb. 6.13) mit einer stetigen Konzentrationsabnahme bis
Ausgang 8 (0,39 %) und dem kleinsten Mittelwert über die Differenzen D (Ta-
belle E.4), d. h. die Werte liegen am dichtesten an den Sollwerten, wobei die
Konzentrationen ab Ausgang 2 leicht erhöht sind. Beim Vergleich der BPA-
Ergebnisse (Abb. 6.14) ergibt sich zwar auch für Design 1 das beste Resultat,
allerdings mit natürlichem SiO2. Die Konzentrationsabnahme ist stetig mit ei-
ner Ausnahme an Ausgang 8 (0,39 %) und die Konzentrationswerte liegen am
dichtesten an den Sollwerten (Tabelle E.6). Allerdings hat dieses Design bei
beiden Messmethoden den höchsten Mittelwert der prozentualen Differenzen D%,
wobei zu beachten ist, dass die BPA-Ergebnisse der beiden anderen Chipdesigns
maximal bis Ausgang 8 ausgewertet werden konnten und D% gerade bei den
niedrigen Konzentrationen hoch ausfällt.

Des Weiteren kann auch für Design 2 mit 90 nm dickem SiO2 ein stetiger Abfall
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der Konzentrationswerte für beide Messmethoden festgestellt werden (Abb. 6.18).
Dabei gibt es bei der HPLC-MS eine Ausnahme an Ausgang 7 (0,78 %) und
bei den BPA-Tests an Ausgang 5 (3,13 %). Bei einem direkten Vergleich der
unterschiedlichen Modifikationen hat Design 2 bei beiden Messmethoden den
höchsten Mittelwert der Differenzen D und liegt somit insgesamt am weitesten
von den Sollwerten weg. Dabei ist zu beachten, dass für dieses Design am
wenigsten Proben gemessen wurden.

Um eine höhere statistische Sicherheit zu bekommen, sind weitere Messungen
zusätzlicher Proben wünschenswert.

Simulationen

Die Werte der Simulationen beider Designs auf Systemebene sowie der Simulation
des Designs 1 auf physikalischer Ebene zeigen gute Übereinstimmungen mit den
Sollkonzentrationen (Abb. 6.15). Design 2 ist bei der Simulation auf physikalischer
Ebene ab Ausgang 3 etwas zu hoch. Dies liegt wahrscheinlich an den dreieckigen
Kanälen, für die ein aufwendigeres Mesh erforderlich ist als für die trapezförmigen
Kanäle von Design 1, sowie an der begrenzten Rechenkapazität, wegen der die
Komplexität reduziert werden musste. Dadurch konnte das Simulationspotential
nicht optimal ausgeschöpft werden. Durch die Verwendung eines komplexeren
Meshs könnte dieses Ergebnis genauer werden.

Fluoreszenz-Durchflusszytometrie

Für die Konzentrationsmessungen mittels Fluoreszenz-Durchflusszytometrie wur-
den an Einlass 1 rot und an Einlass 2 grün fluoreszierende Partikel in PBS
eingelassen. Dadurch sollten sich die roten Partikel in einem Konzentrationsbe-
reich von 50 % bis 0,1 % jeweils halbieren, während die grünen einen Bereich
von 50 % bis 99,9 % abdecken sollten. Da die pipettierte Messreihe mit den
Sollwerten für die Partikel übereinstimmt (Abb. 6.19), konnte die grundlegen-
de Einsatzfähigkeit der Methode zur Konzentrationsbestimmung nachgewiesen
werden.

Allerdings fallen die Konzentrationen der roten Partikel zu gering aus und
die der grünen zu hoch, zusätzlich ist keine stetige Konzentrationsabnahme
erkennbar. Nur die gesamte Partikelanzahl pro Ausgang reduziert sich von Aus-
gang 1 bis 10 (Tabelle E.7 in Anhang E). Dies widerspricht den Ergebnissen der
gleichmäßigen Flussraten an den Ausgängen, wobei die Partikelanzahl zusätzlich
mit der Zeit von Test 1 zu Test 2 abnimmt. Der Grund für diese Effekte ist
wahrscheinlich eine adhäsive Wechselwirkung der Partikel mit dem Material des
Chips oder des Messaufbaus, da z. B. bei der pipettierten Reihe dieser Effekt
nicht zu beobachten ist und dabei die Partikel mit wesentlich weniger Materialien
und Oberflächen in Kontakt kommen. In diesem Zusammenhang sind weitere
Partikelversuche nötig, um die Konzentrationen mit dieser Methode zuverlässig
messen zu können.
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6.6 Zellkultur

6.6.1 Ergebnisse

Eine wesentliche Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ist die Kultivierung von
lebenden Zellen im mikrofluidischen Chip bei kontinuierlicher Nährmedienzufuhr.
Hierzu wurden in vitro-Tests für 24 h mit adhärenten HeLa-Zellen in einem
Chip des Designs 1 mit einer 90 nm dicken SiO2-Beschichtung durchgeführt. Die
Methode wurde, wie in Kapitel 5.8 beschrieben, in drei Versuchen optimiert, um
zeigen zu können, dass HeLa-Zellen mindestens 24 h im Chip überleben.

Die grün fluoreszierenden Zellen werden je nach Versuch mit dem pH-abhängigen
BCECF oder dem pH-unabhängigen PKH67 gefärbt und an Einlass 1 mit der
Flussrate 1,198 µl/min eingelassen. Die rot fluoreszierenden Zellen werden bei
allen Versuchen mit PKH26 gefärbt und an Einlass 2 mit 10,802 µl/min einge-
lassen. Während der Zellkultur wird der Chip für 4 h bei 37 ◦C ohne zusätzliche
Mediumzufuhr gelagert, damit sich die Zellen im Chip absetzen können. Danach
wird in einem 37 ◦C-Raum für weitere 20 h kontinuierlich Medium zugeführt.

Bei Versuch 1 (6.20) mit einer moderaten Zell-Anfangsdichte waren die Proben
nach 4,5 h kontaminiert und nur wenige grün fluoreszierende Zellen (BCECF) in
den Wells zu sehen. Die rot fluoreszierende Komponente in dem hier abgebilde-
ten Well konnte nicht eindeutig als Zelle identifiziert werden und fluoreszierte
zusätzlich im grünen Bereich.

Bei Versuch 2 (6.21) wurde eine größere Zelldichte verwendet und der Chip
während der ersten 4 h steril verschlossen. Für die grün fluoreszierenden Zellen
wurde BCECF verwendet. Nach 4 h haben sich einige Zellen auf dem Wellboden
abgesetzt, nach 24 h sind nur noch wenige Zellen zu sehen und es wurde keine
Kontamination festgestellt. Einige der grün fluoreszierenden Zellen fluoreszieren
auch im roten Bereich.

Bei Versuch 3 (6.22) wurde die Zelldichte erneut erhöht sowie ein pH-unab-
hängiger grüner Farbstoff (PKH67) und ein zusätzlicher blauer Farbstoff (Bisben-
zimid) zur Markierung der Zellkerne verwendet. Nach 4 h haben sich Zellen auf
dem Wellboden abgesetzt, nach 24 h mit einer Nährmediumzufuhr mit 10-fach
erhöhter Flussrate sind diese größtenteils noch da. Es wurde keine Kontaminati-
on festgestellt und die grün fluoreszierenden Zellen sind unter Verwendung des
roten Emissionsfilters nicht mehr zu sehen. Durch die blaue Fluoreszenzfärbung
der Zellkerne können Verunreinigungen (weißer Pfeil) von Zellen unterschieden
werden. Die Zellviabilität wurde durch eine Trypanblau-Färbung überprüft, bei
der einige Zellen nicht eingefärbt wurden, wodurch bei diesen auf eine intakte
Membran zu schließen ist (Abb. 6.22c und 6.23). Aufgrund der bis zur Aufnahme
der Bilder verstrichenen Zeit können wegen der toxischen Wirkung des Farbstoffs
womöglich zusätzliche Zellen beschädigt und blau gefärbt sein.
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(a) (b)

Abbildung 6.20: Versuch 1: Zellwells nach 4,5 h Zellkultur ohne kontinuierliche Nährmedi-
umzufuhr, damit sich die Zellen im Chip absetzen können; a) Well 2: die grün fluoreszierenden
Zellen (Pfeile) wurden mit BCECF gefärbt, die rot fluoreszierenden mit PKH26, wobei es sich
hier wahrscheinlich um keine Zelle sondern um eine Verunreinigung handelt; b) Die Punkte in
der Vergrößerung des Wells 10 deuten auf die Kontamination der Probe hin.

(a) (b)

Abbildung 6.21: Versuch 2: die Zelldichte an den Eingängen wurde erhöht. Im
Chip (hier: Well 2) ist keine Kontamination erkennbar. Die grün fluoreszierenden Zellen
wurden mit BCECF gefärbt, die rot fluoreszierenden mit PKH26; a) Nach 4 h Zellkultur ohne
kontinuierliche Nährmediumzufuhr haben sich einige grün und rot fluoreszierende Zellen im
Well abgesetzt; b) Nach 24 h Zellkultur mit langsamer kontinuierlicher Nährmediumzufuhr
sind nur noch wenige Zellen zu sehen.
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(a) (b)

(c)

Abbildung 6.22: Versuch 3: die Zelldichte an den Eingängen wurde erneut erhöht. Im
Chip (hier: Well 4) ist keine Kontamination erkennbar. Die grün fluoreszierenden Zellen wurden
mit PKH67 gefärbt, die rot fluoreszierenden mit PKH26. Alle Zellen wurden zusätzlich mit
Bisbenzimid (blau) gefärbt; a) Nach 4 h Zellkultur ohne kontinuierliche Nährmediumzufuhr
haben sich Zellen im Well abgesetzt [83]; b) Nach 24 h Zellkultur mit 10-facher, kontinuierlicher
Nährmediumzufuhr. Verunreinigungen (weißer Pfeil) sind an der fehlenden blauen Fluoreszenz
erkennbar [83]; c) Trypanblau-Färbung der Zellen: unbeschädigte Zellen bleiben ungefärbt,
beschädigte färben sich blau. Das Ergebnis kann aufgrund der Dauer bis zur Bildaufnahme
negativ verfälscht sein.
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(a) (b) (c)

Abbildung 6.23: Trypanblau-Färbung nach Versuch 3 an Well 3. Unbeschädigte Zellen
bleiben ungefärbt, beschädigte färben sich blau. Das Ergebnis kann aufgrund der Dauer bis
zur Bildaufnahme negativ verfälscht sein; a) Ganzes Well; b) Vergrößerung des eingerahmten
Bereichs aus a) mit vier ungefärbten Zellen mit intakter Membran; c) Überlagerung der
verschiedenen Fluoreszenzfarben und der Trypanblau-Färbung des Ausschnitts aus b), die vier
unbeschädigten Zellen fluoreszieren grün und blau.

6.6.2 Diskussion

Ziel des Chips ist eine Vereinfachung komplexer Testprozesse, bei denen unter-
schiedliche Parameter von chemischen Komponenten auf Zellen analysiert werden.
Da die Integration mehrerer Zellkulturwells auf einem Chip zu einer geringeren
Kontamination, zu reproduzierbareren Daten und zu einer Zeitersparnis bei den
damit durchgeführten Versuchen führt, ist eine wesentliche Kernfunktion des
mikrofluidischen Chips die Kultivierung von lebenden Zellen bei kontinuierlicher
Nährmediumzufuhr. Der Chip ist sowohl für adhärente als auch nicht-adhärente
Zellen geeignet.

Dafür wurden verschiedene Parameter der Zellkultur adhärenter HeLa-Zellen
in drei Versuchen, deren Resultate in den Abb. 6.20 bis 6.22 zu sehen sind,
optimiert (ausführlich in Kapitel 5.8 und in Tabelle 5.3 aufgeführt):

• Die Zell-Anfangsdichte wurde erhöht, da HeLa-Zellen nur in ausreichender
Dichte und Kontakt zu einer Nachbarzelle länger überleben. Eine nahezu
konfluente Schicht sollte angestrebt werden.

• Die Kontaminationen konnten minimiert werden, indem die Schlauchan-
schlüsse für die ersten 4 h steril verschlossen und danach ausgetauscht
wurden.

• Ein pH-unabhängiger grüner Fluoreszenzfarbstoff (hier: PKH67) wurde
zur Zellfärbung verwendet, um Überlagerungen der Farbspektren auszu-
schließen. Der pH-abhängige Farbstoff BCECF war bei pH-Änderungen
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der Zelle auch im roten Spektrum zu sehen, wodurch keine Unterscheidung
mehr möglich war.

• Ein blauer Fluoreszenzfarbstoff zur Markierung von Zellkernen wurde
hinzugefügt, um Zellen eindeutig von Verunreinigungen unterscheiden zu
können.

• Die Flussgeschwindigkeit für die kontinuierliche Mediumzufuhr wurde
angepasst, damit die Zellen durch Nährstoffaustausch gut versorgt waren,
aber gleichzeitig kaum durch Scherstress beeinflusst wurden.

Nach diesen Optimierungen konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden,
dass die Zellkultur von adhärenten HeLa-Zellen im Chip für mindestens 24 h
möglich ist. Dies konnte durch eine Trypanblau-Färbung (Abb. 6.22c und 6.23)
nachgewiesen werden, die nur Zellen mit geschädigter Zellmembran einfärbt.
Bleibt eine Zelle ungefärbt, bedeutet das, dass die Zelle eine intakte Zellmembran
hat und überlebensfähig ist. Da trotz der toxischen Wirkung des Farbstoffs bis zur
Bildaufnahme der Wells einige Zellen ungefärbt blieben, ist daraus zu schließen,
dass die Zellen zumindest teilweise nach 24 h überlebensfähig sind. Durch die
erhöhte Zelldichte und die verbesserten Fluoreszenzfärbungen der Zellen konnten
diese in den Zellwells gut optisch nachgewiesen werden. Daraus kann geschlossen
werden, dass die CO2-Zufuhr während der Zellkultur trotz Luftundurchlässigkeit
der Chipmaterialien durch eine frühzeitige Mediumsättigung erreicht werden
kann.

Weiterhin müssen die optimale Einfließgeschwindigkeit und -dichte der Zel-
len und des Mediums untersucht werden, um optimale Ergebnisse in Form
von Zellteilungen und einer nahezu geschlossenen Zellschicht am Wellboden zu
erhalten.

Als nächster Schritt sollte die Zellkultur mit nicht-adhärenten Hefezellen des
Typs S. pombe durchgeführt werden.
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7.1 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sind die Ergebnisse und Schlussfolgerungen zur
Entwicklung des Designs, zur Optimierung der Herstellung, zum Befüllvor-
gang des Chips, zum Messaufbau des Flusses sowie zur Charakterisierung des
mikrofluidischen Chips zusammengetragen. Die Funktionstauglichkeit der Chips
konnte durch die Erfüllung der drei Kernfunktionen – der Erzeugung einer binär-
logarithmischen Konzentrationsreihe, der Kultivierung von lebenden Zellen im
mikrofluidischen Chip bei kontinuierlicher Nährmediumzufuhr sowie einer einheit-
lichen Flussrate an den Ausgängen – aufgrund der Resultate der unterschiedlichen
Versuche und Untersuchungen gezeigt werden. Diesen Untersuchungen ging ein
Auswahlverfahren der Herstellungsmethoden voraus. Außerdem wurde ein geeig-
neter Versuchsaufbau zur Probengewinnung pro Well entwickelt sowie geeignete
Analysemethoden für die Konzentrationen gesucht, da bei Chips anderer Gruppen
keine Probenentnahme vorgesehen war und hauptsächlich optische Untersuchun-
gen durchgeführt wurden. Der Fluss im Chip wurde zusätzlich mit Hilfe von
Fluoreszenzmikroskopie visualisiert.

Aus den vorgegebenen Anforderungen wurde ein Design konzipiert, bei welchem
eine binär-logarithmisch abnehmende Konzentrationsreihe im Bereich von 50 %
bis 0,098 % auf passive Weise entsteht. Die einzelnen Konzentrationslösungen
fließen mit der jeweils gleichen Flussrate zu je einem Zellkulturwell, das mittels
optischem Mikroskop untersucht werden kann.

Aufgrund der passiven Flussregelung wird die Konzentrationsverteilung durch
die definierten Flusswiderstände der Kanäle und damit durch deren Abmessungen
bestimmt. Diese Parameter werden für die Leiterstruktur der Kanäle auf der
Chiprückseite analytisch mittels Netzwerkanalyse berechnet und mit Hilfe von
computergestützten Simulationsmethoden auf Systemebene sowie auf physikali-
scher Ebene überprüft. Damit kann das in der vorliegenden Arbeit entwickelte
Kanaldesign leicht an andere Verdünnungsreihen, wie z. B. eine lineare Kon-
zentrationsabnahme, angepasst und mit dem verwendeten Herstellungsprozess
produziert werden, ohne das übrige Chipdesign ändern zu müssen. Neben dem
Flussfeld sowie der Druck- und der Konzentrationsverteilung in den Kanälen
werden auch die Diffusion der Nährstoffe und die Zellverteilung in Form von
Partikeln in den Wells betrachtet. Die Simulationsergebnisse zeigen, dass das
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berechnete Kanaldesign für die binär-logarithmische Konzentrationsreihe und
die anschließende Zellkultur in den Wells geeignet ist.

Die Materialauswahl, KOH-geätztes Silizium und Borsilikatglas, erfüllt die
Anforderungen u. a. an Formstabilität und Chemikalienbeständigkeit. Das aniso-
trope Ätzen ermöglicht kurze Kanäle und somit einen minimalen Flächenbedarf
des Chips. Alle verwendeten Materialien, auch die aufgewachsene SiO2-Schicht,
sind biokompatibel und nicht toxisch. Der Gesamtprozess zur Herstellung der
Prototypen besteht aus der beidseitigen Strukturierung des Siliziumwafers, der
Borsilikatglas-Bearbeitung mittels elektrochemischer Funkenerosion, dem anodi-
schen Bonden und dem Anbringen der reversiblen fluidischen Anschlüsse aus
Aderendhülsen. Für den kommerziellen Einsatz und die zukünftige Massenpro-
duktion der Chips empfiehlt sich das Spritzgussverfahren mit den Thermoplasten
Topas und Zeonor. Während des Herstellungsprozesses hat sich gezeigt, dass die
Maskenöffnungen für bekannte Kompensationsstrukturen der konvexen Ecken
während der Siliziumstrukturierung mit KOH zu klein sind. Aus diesem Grund
wurde das Silizium alternativ mit TMAH strukturiert, welches mit dem Tensid
Triton-X-100 angereichert war. Weiterhin wurde eine Kompensationsstruktur
aus <110>-Stegen für sich gegenüberliegende konvexe Ecken entwickelt, die
beim KOH-Ätzen eine kleinere Fläche benötigt. Trotz Prozessoptimierungen
bei beiden Methoden waren die Resultate für den störungsempfindlichen Fluss
nicht ausreichend. Als Konsequenz wurden zwei alternative Chipdesigns mit
einem Kompromiss aus Wahl der Ätztiefe, daraus resultierender Unterätzung
der konvexen Ecken sowie der erzielbaren Prozesssicherheit in Bezug auf die
Kanaltiefen hergestellt, untersucht und miteinander verglichen.

Für die auf die Prototypherstellung folgenden Flusstests wurden nur mikroflui-
dische Chips ohne optisch erkennbare Defekte verwendet, auf deren Auswahl in
Kapitel 6 eingegangen wurde. Die Ergebnisse wurden dort im Hinblick auf die
unterschiedlichen Designs und SiO2-Oberflächenbeschichtungen diskutiert.

Um die Luftblasenbildung während des Befüllvorgangs zu verstehen und zu
unterdrücken, wurde das Benetzungsverhalten der Kanaloberflächen (KOH-
geätzte {100}- und {111}-Ebenen) mit unterschiedlichen SiO2-Beschichtungen
durch statische Kontaktwinkelanalyse untersucht. Das thermisch hergestellte
90 nm dicke SiO2 hat für beide Ebenen einen höheren Kontaktwinkel als das
natürliche, wodurch sich der Concus-Finn-Effekt in den Kanalecken reduziert und
teilweise nicht mehr auftritt. Da dies jedoch nicht ausreicht, um die Luftblasen
während des Befüllens mit einer Spritzenpumpe komplett zu unterdrücken, wurde
als Folge eine neue Methode in einer Unterdruckatmosphäre eines Exsikkators
entwickelt, die unabhängig von beiden Beschichtungen funktioniert.

Es konnte gezeigt werden, dass die Flussraten an den Ausgängen, eine der
Kernfunktionen des Chips, identisch sind und dass diese im Bereich des idealen
Werts liegen. Es ist kein statistischer Unterschied zwischen beiden Designs
und den unterschiedlichen Oberflächenbeschichtungen festzustellen, Design 2
mit 90 nm dicker SiO2-Schicht erreicht jedoch die gleichmäßigsten Flussraten.
Daraus kann auch geschlossen werden, dass der neu aufgebaute Messstand
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des Flusstests zur Probensammlung zuverlässig funktioniert. Der Fluss bleibt
über eine Zeitspanne von mindestens einer Stunde stabil und wird nicht durch
Verunreinigungen verändert.

Eine weitere Kernfunktion des Chips, die Erzeugung einer binär-logarithmischen
Konzentrationsreihe mit zehn Konzentrationen an den Ausgängen, wurde mittels
verschiedener Analysemethoden – der HPLC-MS, dem BPA-Test, der Fluoreszenz-
Durchflusszytometrie sowie pH-Messungen – mit unterschiedlichen Testsubstan-
zen überprüft und mit verschiedenen Simulationsergebnissen verglichen. Die
Messungen der HPLC-MS mit Diclofenac und Metoprolol in PBS sowie die
BPA-Tests mit BSA in PBS zeigten zuverlässige Ergebnisse: Zwischen Design 1
mit natürlichem und mit 90 nm dickem SiO2 kann kein wesentlicher Unterschied
festgestellt werden. Beide zeigen eine fast durchgängige stetige Konzentrati-
onsabnahme und die Werte liegen bei jeweils einer der Messmethoden dicht
an den Sollkonzentrationen. Des Weiteren kann auch für Design 2 mit 90 nm
dickem SiO2 ein stetiger Abfall der Konzentrationswerte für beide Messmethoden
festgestellt werden.

Bei der Fluoreszenz-Durchflusszytometrie, die prinzipiell zur Messung des
benötigten Konzentrationsbereichs geeignet ist, sind Wechselwirkungen zwischen
den fluoreszierenden Partikeln und den Materialien des Chips bzw. des Testauf-
baus zu erkennen, da die Partikelanzahl insgesamt sehr gering ist und mit der
Zeit abnimmt. Wechselwirkungen wurden auch zwischen den Materialien des
Versuchsaufbaus und Verapamil bei der HPLC-MS festgestellt, weshalb sich diese
Substanz nicht zur Kozentrationsanalyse eignet. Die pH-Wert-Messungen ließen
aufgrund der Auswertungsmethoden mit Indikatorstreifen bzw. Potentiometer
keine Rückschlüsse auf den Fluss im Chip zu, da die Angaben zu ungenau waren.

In den Versuchen zur Kultivierung von adhärenten HeLa-Zellen mit kontinu-
ierlicher Nährmediumzufuhr konnte durch optische Analysen mittels Fluoreszenz
und Trypanblau gezeigt werden, dass sich die Zellen teilweise am Boden absetzen
und mindestens 24 h im Chip überleben.

7.2 Ausblick

Bisher wurden mehrere Prototypen unterschiedlicher Designs und mit verschie-
denen SiO2-Oberflächenbeschichtungen hergestellt und analysiert. Für einen
kommerziellen Einsatz des Chips sind jedoch weitere Schritte nötig.

Bei den Konzentrationsanalysen liegen die Probenmengen zur Berechnung der
Mittelwerte bei den HPLC-MS-Messungen und den BPA-Tests zwischen zwei und
sechs. Zur Bestätigung der in der vorliegenden Arbeit getroffenen Aussagen soll-
ten weitere Proben vermessen werden. Bei der Fluoreszenz-Durchflusszytometrie
sind Partikelversuche nötig, um Wechselwirkungen zwischen den verwendeten
Materialien und den Partikeln auszuschließen und die Konzentrationen mit dieser
Methode zuverlässig messen zu können. Da der Chip für die Langzeitanwendung
geeignet sein soll, werden Aussagen zur Langzeitstabilität und zur Zuverlässigkeit

115



7 Zusammenfassung und Ausblick

des Chips benötigt, die bisher nicht untersucht wurden. Dazu müssten Tests zum
Volumenfluss, der Konzentrationsverteilung und der Zellkultur über mehrere
Tage durchgeführt werden. Zusätzlich ist ein Vergleich der bisherigen Ergeb-
nisse mit den Ergebnissen bei um zwei Größenordnungen kleineren Flussraten
wünschenswert, da die Zelltests wegen Minimierung des Scherstresses langsamer
durchgeführt werden.

Die Zellkultur wurde bereits in einigen Versuchen optimiert, ist aber noch nicht
zufriedenstellend. Um eine nahezu konfluente Zellschicht zu erhalten, könnten
noch einige Punkte verbessert werden, wie zum Beispiel die Zell-Anfangsdichte,
die Einfließgeschwindigkeit der Zellen sowie die des Nährmediums. Auch der
Einfluss des CO2-Gehalts des Mediums auf die Zellen sollte ermittelt werden. Um
zu zeigen, dass der Chip sowohl mit adhärenten als auch mit nicht-adhärenten
Zellen verwendet werden kann, sollte die Zellkultur mit nicht-adhärenten Hefe-
zellen des Typs S. pombe durchgeführt werden. Für die unterschiedlichen Zellen
sollten Zellkulturprotokolle für standardisierte Testabläufe angefertigt werden.
Nächste Schritte wären Toxizitätstests im Chip, welche die Durchführbarkeit
auf dem Chip ermitteln und eventuelle Optimierungsmöglichkeiten am Design
aufzeigen sollen.

Nach Abschluss dieser Arbeiten kann das Design mittels Spritzgussverfahren
für die Massenproduktion hergestellt werden. Die Flussverhältnisse im Chip
sollten sich aufgrund der gleichbleibenden fluidischen Widerstände bei dem
dann verwendeten Material nicht ändern. Dies sollte dennoch überprüft werden.
Danach müssen die Zellkulturprotokolle entsprechend dem für den kommerziellen
Einsatz verwendeten Chipmaterial (Thermoplast) angepasst werden. Für eine
einfachere Bedienbarkeit während der Testdurchführung wäre die Entwicklung
einer Anschlussplattform für fachfremde Anwender hilfreich, in die der Chip
eingelegt werden kann und dadurch fluidisch mit Pumpen sowie mit integrierten
Probenbehältern in einer gekühlten Feuchtkammer verbunden wird. Damit würde
sich die Probennahme und auch der Vorgang des Sterilisierens vor der Zellkultur
zum Vermeiden von Kontaminationen einfacher gestalten. Zusätzlich könnte eine
Temperaturkontrolle sowie ein Vorwärmen des Zellmediums integriert werden,
wodurch der Chip ohne Brutschrank verwendet werden könnte. Eventuell könnte
der Chip auch an eine bereits bestehende Plattform angepasst werden.
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Verwendete Abkürzungen,
Symbole und Formelzeichen

Abkürzungen

Abk. Bedeutung

BPA Bradford protein assay

BSA Rinderalbumin

(CH3)4NOH TMAH

CVD chemische Gasphasenabscheidung

CO2 Kohlenstoffdioxid

DI deionisiertes Wasser

ECDM Elektrochemisches Funkenerodieren

ECM Elektrochemisches Abtragen

EDM Funkenerosion

FSC forward-scattered

HF Flusssäure

HPLC Hochleistungsflüssigkeitschromatographie

HPLC-MS HPLC mit Massenspektrometrie

FEM Finite-Element-Methode

FITC Fluoresceinisothiocyanat

KOH Kaliumhydroxid

µTAS micro total analysis system

LW Leitungswasser

MS Massenspektrometrie

NaOH Natronlauge

nat. SiO2 natürliches SiO2

NH3 Ammoniak
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Verwendete Abkürzungen, Symbole und Formelzeichen

Abk. Bedeutung

O2 Sauerstoff

PBS phosphatgepufferte Salzlösung

PC PolyCarbonat

PECVD plasmaunterstützte chemische Gasphasenabscheidung

PDMS Polydimethylsiloxan

S. pombe Schizosaccharomyces pombe – nicht-adhärente Hefezellen

Si Silizium

SiH4 Monosilan

SiO2 Siliziumdioxid

SixNy Siliziumnitrid

SSC side-scattered

therm. SiO2 thermisch hergestelltes 90 nm dickes SiO2

TMAH Tetramethylammoniumhydroxid

UV Ultraviolettstrahlung

Symbole und Formelzeichen

Abk. Einheit Beschreibung

2α Grad ( ◦) Öffnungswinkel einer Ecke

αKOH Grad ( ◦) Winkel zwischen {100}- und{111}-Si-Ebenen

αS Signifikanzniveau des t-Tests

a m/s2 Beschleunigung

A m2 Fläche

b m Kanalbreite: obere Kanalöffnung

B zur Berechnung von CR eines Rechtecks

BP Berechnung von CR eines Dreiecks im Anhang

c(~x, t) mol/m3 Konzentration

ca Ausgangskonzentration zur Berechnung des pH-Werts

C zur Berechnung von CR eines Trapez

CR Widerstandsfaktor

d m Plattenabstand
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Verwendete Abkürzungen, Symbole und Formelzeichen

Abk. Einheit Beschreibung

D % Differenz zwischen M und S

D% % prozentuale Differenz: % von D bezogen auf S

Dh m hydraulischer Durchmesser

Diff m2/s Diffusionskonstante

df Freiheitsgrade des t-Tests

f Umrechnungsfaktor der dreieckigen Kanäle in runde

für fluidisches Netzwerk

F N Kraft

γ N/m Grenzflächenspannung zw. zwei Phasen

γlg N/m Grenzflächenspannung zw. flüssig und gasförmig

γsg N/m Grenzflächenspannung zw. fest und gasförmig

γsl N/m Grenzflächenspannung zw. fest und flüssig

~g m/s2 Erdbeschleunigung

h m Strukturhöhe der Kanäle

I0 kg/s Massenfluss am Ausgang

I1,1 kg/s Massenfluss an Einlass 1 für Testsubstanz

I10,4 kg/s Massenfluss an Einlass 2 für Puffer

Im kg/s Massenfluss

Im,1, Im,4 kg/s Massenfluss im Zuflusskanal

Im,2, Im,3 kg/s Massenfluss im Sprossenkanal
~J mol/(m2 s) Flussdichte

l m Kanallänge

L m charakteristische Länge

L0 m charakteristische Länge eines Kanals

LD m Diffusionslänge

m kg Masse

µ kg/(m s) dynamische Viskosität

m Verdünnungsschritt

m/q kg/C Masse-zu-Ladung-Verhältnis

M arithmetisches Mittel

n Anfangsverdünnung

N Anzahl der Verdünnungen
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Verwendete Abkürzungen, Symbole und Formelzeichen

Abk. Einheit Beschreibung

p kg m/s Impuls

p N/m2 Druck

Po Poiseuille-Zahl

pS Signifikanz-Wahrscheinlichkeit des t-Tests

r(~x, t) Quelle/Senke für Teilchen bei Diffusion

ρ kg/m3 Dichte

R 1/ms fluidischer Kanalwiderstand

Rlam 1/ms fluidischer Widerstand bei laminarem Fluss

R1 1/ms fluidischer Widerstand der Zuflusskanäle

Rin, R0 1/ms fluidischer Widerstand an den Ein- bzw. Ausgängen

Rm,2, Rm,3 1/ms fluidische Widerstände der Sprossen

Re Reynolds-Zahl

Rekrit kritische Reynolds-Zahl,

Übergang zwischen laminar und turbulent

S Sollwert

SD Standardabweichung

t s Zeit

t(df) t-Wert

T m Kanaltiefe

tD s Diffusionszeit

θ, θ1, θ2 Grad ( ◦) Kontaktwinkel eines Tropfens auf einer Oberfläche

τ N/m2 Schubspannung

u m/s Geschwindigkeit

U m Umfang

Ue V elektrische Spannung

uW and m/s Geschwindigkeit an der Kanalwand

uy m/s lokale Geschwindigkeit

~v m/s Vektor der Geschwindigkeit

v0 m/s mittlere Geschwindigkeit

V m3 Volumen

z m3 Kantenlänge eines Würfels mit kubischem Gitter
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A Berechnung CR für
gleichschenkliges Dreieck

Für die Berechnung des CR-Werts für Kanäle mit einem gleichschenkligen Dreieck
mit einem Basiswinkel von 54, 74 ◦ als Querschnittsfläche A mit Umfang U müssen
zuerst der hydraulische Durchmesser Dh und die Poiseuille-Zahl Po bestimmt
werden [57,125]:

Basiswinkel: αKOH = 54, 74◦

φ = 90 − αKOH = 35, 26◦

hydraulischer Durchmesser: Dh =
4A

U
=

2hsinφ

1 + sinφ
=

2hcosαKOH

1 + cosαKOH

BP = 4 +
5
2

√

1
tan2φ

− 1 = 6, 501

Poiseuille-Zahl: Po = fRe =
12(BP + 2)(1 − tan2φ)

(BP − 2)
[

tanφ +
√

1 + tan2φ
]2

Po = 13, 3105

Widerstandsfaktor: CR =
U2

8A
Po = 35, 12
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B Chipdesign

B.1 Reynolds-Zahlen

Tabelle B.1: Reynolds-Zahlen verschiedener Kanäle der unterschiedlichen Designs mit
den maximalen Eingangsflüssen 54,06 µl/min und 5,94 µl/min der Flusstests. Die Reynolds-
Zahl ist proportional zum Volumenfluss und verringert sich zusammen mit diesem um zwei
Größenordnungen für die Zelltests.

Zuflusskanal Kleinste Breiteste

für Puffer Sprosse Sprosse

Maximaler Volumenfluss
54, 01 6 6

in µl/min

Design 1 5,0 3,2 2,1

Design 2 10,0 3,2 2,1

Design 3 10,5 3,2 2,1

B.2 Parameter der numerischen Simulationen

Tabelle B.2: Parameter der besprochenen COMSOL-Simulationen für die Geschwindigkeiten,
die Konzentrationsverteilung, die Diffusion im Well und die Partikelverteilung.

Geschwindigkeiten Diffusion
Partikelverteilung

Konzentrationsverteilung im Well

Physik

Transport,

Verdünnte Spezies

Partikeltrajektorien

für Fluidströmungen

Laminare Strömung

Zeitverhalten stationär transient transient

Solver PARDISO MUMPS SPOOLES

Konvergenz 0,0012 0,001 0,001

145





C Prozessparameter

Die im Herstellungsprozess verwendeten Geräte und Parameter werden in diesem
Anhang aufgeführt. Dabei entspricht die aufgelistete Reihenfolge der ersten
Anwendung des Schrittes während der Chipherstellung. Die genaue Reihenfolge
der Prozessschritte ist in Kapitel 4.1 beschrieben.

C.1 Siliziumwafer

Si-Wafer Einkristalline und beidseitig polierte (100)-Siliziumwafer mit einem
Durchmesser von 100 mm werden verwendet. Diese werden mittels Czochralski-
Verfahren von Si-Mat Silicon Materials mit einer Dicke von 500 µm ± 25 µm
und einer p-Dotierung (Bor) hergestellt. Der Widerstand beträgt 1 - 30 Ω cm.

Die Dickenvariation über den 100 mm-Wafer wird durch ein berührungsloses,
kapazitives Messverfahren mittels Waferbow MX 203-6-33 der Firma EH-Metrology
GmbH mit 17 Messpunkten pro Wafer bestimmt.

Eine Siliziumnitrid-Schicht wird durch PECVD (Plasmalab System 133,
Oxford Instruments) aufgebracht. Die angelegte Spannung zur Erzeugung des
Plasmas beträgt 40 W. Auf der Vorderseite des Wafers wird bei 380 ◦C und
einem Druck von 650 mTorr eine 800 nm bis 900 nm dicke und auf der Rückseite
eine 350 nm bis 400 nm dicke Schicht abgeschieden. Beides dient als Hartmaske
für das spätere KOH-Ätzen und muss noch in HF strukturiert werden. Die
Gasflüsse während des Prozesses betragen jeweils: SiH4 20 sccm, NH3 20 sccm
und N2 800 sccm.

Die 5“ x 5“ Chrommaske für die spätere Belichtung wird mit einem Laser-
lithograf DWL66 von Heidelberg Instruments Mikrotechnik GmbH geschrieben
und für ca. 30 s entwickelt. Das Chrom wird danach mit ChromeEtch n◦ 1 (Mi-
croChemicals) für ca. 2 min geätzt und die komplette Maske mit Caroscher Säure
gereinigt. Das Maskendesign wird mit CleWin Version 3.2.2 gezeichnet.

Carosche Säure wird zum Entfernen organischer Verschmutzungen, wie z. B.
Haftvermittler und Lack, auf Chrommasken, Si-Wafern und Glaswafern verwen-
det. Es handelt sich um eine wässrige Lösung der Peroxomonoschwefelsäure mit
der chemischen Summenformel H2SO5. Diese besteht aus Wasserstoffperoxid
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C Prozessparameter

und Schwefelsäure im Verhältnis 1 : 2 und wird bei 80 ◦C für mindestens 10 min
verwendet.

Belackung Eine 2 µm dicke Lackschicht wird mit einem SpinCoater von Süss
Microtec hergestellt. Zuerst wird der Si-Wafer zur Desorption von H2O im Ofen
bei 120 ◦C für 40 min ausgeheizt und dann beidseitig belackt, zur besseren Haf-
tung des Lacks wird ein Haftvermittler verwendet:

Haftvermittler Ti-Prime (MicroChemicals)
a = 4000 1/min2 v = 3000 1/min t = 20 s

Ofen 120 ◦C 6 min

Positivlack AZ 1518 (MicroChemicals)
a = 3000 1/min2 v = 4000 1/min t = 20 s

Ofen 98 ◦C 3 min

Positivlack bedeutet, dass belichtete Bereiche in einem Entwicklungsschritt
entfernt werden, während die durch die Maske geschützten Bereiche stehenbleiben.
Bei Negativlack bleiben hingegen die belichteten Bereiche stehen.

Flatalignment Zur Ausrichtung der Strukturen zur Kristallorientierung des
Siliziumwafers ist eine Justage nötig. Hierfür werden Alignment-Kreuze mit
dem Laserlithograf DWL66 von Heidelberg Instruments Mikrotechnik GmbH
geschrieben und entwickelt. Zu diesen Kreuzen wird dann die erste Maske
ausgerichtet.

Vorderseiten-Belichtung Mask Aligner MA 1006 von Karl Süss für Vorder-
seiten-Justage:

Soft Contact: 4,7 s
UV-Lichtquelle: 1000 W Hg-Lampe
Intensität: 15 mW/cm2 bei einer Wellenlänge von 365 nm

Rückseiten-Belichtung Mask Aligner MA6/BA6 von Süss MicroTec für
Rückseiten-Justage:

Soft Contact: 15 s

Entwickeln Der belichtete Wafer wird für ca. 30 s in dem Entwickler AZ 351B
(MicroChemicals), der im Verhältnis 1 : 4 mit H2O verdünnt wurde, entwickelt.
Mit diesem Schritt wird bei Positivlack der belichtete Lack gelöst, während der
unbelichtete stehenbleibt.

Hardbake Nach dem Belichten und Entwickeln sollte noch 40 min Hardbake im
Ofen bei 120 ◦C erfolgen, dadurch wird der Lack gehärtet und ist für mindestens
10 min in 6 %igem HF stabil.
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C.1 Siliziumwafer

HF-Ätzen wird zur Strukturierung der SixNy-Schicht verwendet. Das bedeutet,
dass Strukturen vom Lack in die Schicht übertragen werden, indem vom Lack
freigelegte Stellen weggeätzt werden, während vom Lack geschützte Stellen nicht
angegriffen werden. Die Ätzraten bei 6 %igem HF liegen zwischen 50 nm/min
und 75 nm/min, abhängig von der Qualität der SixNy-Schicht.

Strippen Der Lack auf den Si-Wafern wird nach dem HF-Schritt mit Aceton
entfernt und mit Isopropanol gespült. Anschließend wird wie oben beschrieben
mit Caroscher Säure gereinigt.

KOH-Ätzen Das einkristalline {100}-Silizium wird durch 40 %iges Kalium-
hydroxid (KOH) bei 85 ◦C geätzt, wobei das SixNy als Hartmaske dient. Das
Ätzmedium wird durch eine Membranpumpe gleichmäßig durchmischt. Durch
die vorherige Messung der Waferdicke kann die Ätzzeit abhängig von der Ätz-
rate in {100}-Richtung bestimmt werden. Für den ersten Ätzschritt wird ein
KOH-Halter verwendet, in welchen der Wafer eingespannt und nur von der
Vorderseite angegriffen wird. Für den zweiten KOH-Schritt wird ein beidseitiger
Halter verwendet. Somit werden Vorder- und Rückseite des Wafers gleichermaßen
angegriffen. Die Ätzraten sind in Tabelle 2.5 aufgeführt.

TMAH-Ätzen mit Triton X-100 Der Siliziumwafer wird in einem horizon-
talem Halter durch 25 %iges Tetramethylammoniumhydroxid (TMAH) bei 90 ◦C
geätzt, wobei SixNy als Hartmaske dient. Bei 500 ml werden 1 ml Triton-X-
100 (Sigma-Aldrich) zur Minimierung der Eckenunterätzung zugefügt. Es ergibt
sich ein Volumenanteil von 0,002. Ein Magnetrührer sorgt für eine gleichmäßige
Durchmischung. Die Ätzraten sind in Tabelle 2.5 aufgeführt.

Oberflächenprofilometer Mit Hilfe des Dektak 150 der Firma Veeco
Instruments wird die Ätztiefe der verschiedenen Schritte bestimmt. Es wird
eine Nadel mit einem Spitzenradius von 5 µm und eine Kontaktkraft von 7 mg
verwendet.

Die Siliziumdioxid-Schicht wird mittels trockener Oxidation aufgebracht.
Jeweils drei Dummy-Wafer werden vor und hinter die Proben gestellt, um einen
regelmäßigen Gasfluss zu erhalten. Um Schichtspannungen und damit die Gefahr
des Ablösens der Schicht während der Flussversuche zu reduzieren, durchlaufen
die Wafer im Anschluss an die Oxidation einen Temperschritt, bevor sie endgültig
abkühlen. Während des Prozesses mit den folgenden Parametern bildet sich eine
etwa 90 nm dicke Schicht, deren Homogenität um ± 10 nm über die Fläche des
Wafers variiert:
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C Prozessparameter

Spülen Stickstoff 12 h RT
Erwärmen Sauerstoff 150 l/h 55 min 1000 ◦C
Oxidation Sauerstoff 150 l/h 60 min 1000 ◦C
Tempern Sauerstoff 25 l/h 120 min 300 ◦C
Tempern Stickstoff 100 l/h 40 min 1000 ◦C
Abkühlen Stickstoff 25 l/h 12 h RT

C.2 Borsilikatglas

Der Si-Wafer wird beidseitig mit Borsilikatglas abgeschlossen. Das untere Glas
ist unbehandelt, das obere Glas benötigt Löcher für die Ein- und Ausgänge der
Flüssigkeiten. Hierfür wird die elektrochemische Funkenerosion verwendet. Pro
Glaswafer werden 98 Löcher benötigt, wodurch Spannungen im Glas entstehen
können. Durch einen Ausheizschritt werden diese reduziert. Nach der Reinigung
mit Caroscher Säure werden die Gläser nacheinander anodisch gebondet.

Glaswafer Die Borsilikatglas-Wafer, mit einer Dicke von 500 µm ± 25 µm,
bestehen aus BOROFLOAT 33 (Plan Optik AG), welches sich wie folgt zusam-
mensetzt [105]:

SiO2 B2O3 Na2O/K2O Al2O3

81 % 13 % 4 % 2 %

Elektrochemische Funkenerosion Die Positionsmarkierungen für die Lö-
cher werden auf der Unterseite des Glases durch einen Master mit einem 0,2 mm-
dünnen, wasserfesten Stift gesetzt. Um die Markierungen vor dem Ablösen durch
NaOH zu schützen, wird die Unterseite mit chemikalienresistenter Klebefolie
abgedeckt. Eine Elektrode (Anode) wird bei Raumtemperatur in NaOH (8 mol/l)
getaucht. Die zweite Elektrode (Kathode) wird an der Spitze mit einem Isolier-
band abgeklebt, um eine ca. 0,5 mm lange Spitze mit 0,8 mm Durchmesser zu
erhalten. Diese wird über die Markierung auf dem Glas in NaOH gehalten und
mit dem Fußschalter eine Spannung von 55 V angelegt. Dadurch kommt es zur
Blasen- und Funkenbildung bei einem maximalen Stromfluss von 2 A. Die Anode
wird bis zum Durchbruch auf der Unterseite des Glases nachgeführt. Um die
Trichterform der Löcher zu minimieren, wird die angelegte Spannung mittels
Fußschalter ausgeschaltet, damit der Materialabtrag umgehend stoppt.

Spannungsarmes Ausheizen Das Borsilikatglas wird im Muffelofen (Naber-
therm L9/12/P320 ) in zwei Stunden auf 520 ◦C erhitzt, für 40 min die Temperatur
gehalten und anschließend in ca. 21 h auf Raumtemperatur abgekühlt.
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C.3 Glas-Silizium-Glas-Stack

C.3 Glas-Silizium-Glas-Stack

Anodisches Bonden Der Si-Wafer wird beidseitig mit Borsilikatglas anodisch
ohne Vakuum gebondet. Dabei ist auf eine sehr geringe Kraft der Elektroden
auf den Wafer-Stack zu achten, da das gelöcherte Glas sonst brechen kann. Die
Wafer werden zusammen mit der Heizplatte und der Spannvorrichtung in ca.
25 min auf die Prozesstemperatur von 450 ◦C aufgeheizt. Der Bonder Electronic
Visions PB6-RV wird bei einer angelegten Spannung von 1000 V und einem
maximalen Strom von 20 mA verwendet. Der Bondprozess ist beendet, wenn
der Strom stabil und kleiner als 1 mA ist. Bei zusätzlicher Oxidschicht dauert
dies ca. 5 min länger. Die Qualitätskontrolle wird visuell überprüft: Defekte sind
hellgrau oder bilden Interferenzringe [60].

Sägen Mit Hilfe eines Diamantblattes werden die Chips durch Sägen vereinzelt.
Um den Stress auf die Materialien gering zu halten, wird in acht Schritten um
jeweils 180 nm tiefer gesägt. Zur Kühlung während des Sägens wird Wasser
verwendet. Damit die Chips während des Sägens nicht wegfliegen und die Chips
vor Wasser geschützt sind, werden sie vorher mit den Glaslöchern nach unten
auf eine UV-Sägefolie geklebt. Die Folie kann nach einer UV-Bestrahlung ohne
Rückstände abgezogen werden.

Fluidische Anschlüsse Auf die Aderendhülse wird eine dünne Umrandung
Pattex Repair Gel aufgebracht und unter einer Lupe auf dem Chip positioniert.
Nach 24 h Trocknen wird der Zwei-Komponenten-Kleber Araldite Epoxy Adhesive
im Verhältnis 1 : 1 gemischt und um die Hülse aufgetragen. Der Kleber wird bei
60 ◦C für eine Stunde ausgeheizt.
Aderendhülsen aus verzinntem Kupfer (18H686 ) von Bürklin:
Innendurchmesser 1,7 mm
Außendurchmesser 2,8 mm
Länge 7 mm
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D Protokoll der Zellkultur

Die Schritte und Parameter der in Kapitel 5.8 beschriebenen Zellkultur und des
Einfärbens der Zellen werden hier aufgeführt.

Zellkultur

HeLa-Zellen mit RPMI (10 % fetales Kälberserum, Pen/Strep):

• Kultivierung in 10 cm Petrischalen mit 10 ml Medium RPMI + 10 % FKS
+ 100 units/ml Penicillin/Streptomycin (Antibiotikum) im Brutschrank
bei 37 ◦C und 5 % CO2

• Zellen ernten mit 1 ml Trypsin, danach mit 10 % FCS in PBS Reaktion
stoppen, zentrifugieren (5 min bei 400 x g) und Pellet in PBS auflösen,
danach nochmals zentrifugieren

• Zellzählung in Neubauerzählkammer

Fluoreszenzfärbung der Zellen mit drei Farbstoffen
Bisbenzemid (blau): Zellkernmarkierung aller Zellen

• 2 µl/ml Bisbenzemid in Medium zu Zellen geben und für 15 min bei 37 ◦C
und mit 5 % CO2 im Dunkeln kultivieren,

• 1 mal mit PBS waschen.

Zellen mit 1 ml Diluent C aufnehmen und in 2 Teile teilen, anfärben entweder
mit PKH26 (rot) oder PKH67 (grün):

• davon pro Färbung 500 µl Zellsuspension verwenden,

• jeweils 500 µl Diluent C mit 2 µl Fluoreszenzfarbstoff dazu geben, mischen,

• Zellkultur für 5 min bei 37 ◦C und mit 5 % CO2, zwischendurch 2 x mischen,

• Farbreaktion stoppen mit 9 ml 10 % FCS in PBS, mischen,

• Zentrifugieren für 10 min bei 400 x g,

• 2 mal mit PBS waschen,

• mit Medium auf Endkonzentrationen verdünnen: PKH26 5 · 104 Zellen/ml
und PKH67 5 · 105 Zellen/ml.
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E Ergebnisse der Analysen

In diesem Abschnitt sind die Ergebnisse aus Kapitel 6 in Form von Tabellen
aufgeführt.

Tabelle E.1: Flussraten von Test 1 (Abb. 6.12): Diesen Proben wurde jeweils vor
der Messung ein definiertes Volumen für die HPLC-MS-Analyse entnommen. Aufgeführt
sind die arithmetischen Mittelwerte M der Volumenflussmessungen pro Ausgang mit den
jeweiligen Standardabweichungen SD von drei Chips des Designs 1 mit natürlichem SiO2,
drei des Designs 1 mit thermischem SiO2, zwei des Design 2 mit thermischem SiO2, fünf mit
thermischem SiO2 beider Designs und das arithmetische Mittel über alle acht Chips. Die
optimale Flussrate pro Ausgang liegt bei 6 µl/min.

Maske 1 Maske 2 alle Chips alle Chips

ohne SiO
2

mit SiO
2

mit SiO
2

mit SiO
2

insgesamt

Chips 3 3 2 5 8

M SD M SD M SD M SD M SD

1 5,72 0,55 5,06 0,32 6,05 0,42 5,46 0,62 5,55 0,57

2 5,25 0,91 4,97 0,72 5,55 0,14 5,20 0,60 5,22 0,67

3 6,07 1,03 5,33 0,08 5,88 0,46 5,55 0,38 5,74 0,68

4 5,68 0,25 5,08 0,53 6,05 0,35 5,47 0,67 5,55 0,54

5 5,83 0,08 5,67 0,15 6,00 0,14 5,80 0,22 5,81 0,17

6 6,10 0,48 5,95 0,39 5,38 0,88 5,72 0,61 5,86 0,56

7 5,37 0,43 6,07 0,20 5,88 0,25 5,99 0,22 5,76 0,43

8 6,12 0,16 6,18 0,29 5,10 0,99 5,75 0,80 5,89 0,64

9 5,97 0,12 5,95 0,13 5,63 0,39 5,82 0,28 5,88 0,23

10 6,03 0,20 6,05 0,26 6,13 0,07 6,08 0,20 6,06 0,19

Mittel 5,81 0,53 5,63 0,55 5,76 0,49 5,68 0,52 5,73 0,53
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Ergebnisse der Analysen

Tabelle E.2: Flussraten von Test 2 (Abb. 6.12): Arithmetische Mittelwerte M der
Volumenflussmessungen pro Ausgang mit den jeweiligen Standardabweichungen SD der selben
Chips wie in Tabelle E.1. Die Proben wurden nach denen von Test 1 gesammelt und nur für
Volumenmessungen verwendet. Die optimale Flussrate pro Ausgang liegt bei 6 µl/min.

Maske 1 Maske 2 alle Chips alle Chips

ohne SiO
2

mit SiO
2

mit SiO
2

mit SiO
2

insgesamt

Chips 3 3 2 5 8

M SD M SD M SD M SD M SD

1 5,70 0,43 5,01 0,29 5,93 0,11 5,38 0,54 5,50 0,50

2 5,37 0,77 4,94 0,65 5,95 0,71 5,34 0,80 5,35 0,73

3 6,02 1,16 5,33 0,30 6,03 0,74 5,61 0,57 5,76 0,78

4 5,67 0,18 5,43 0,37 6,10 0,28 5,70 0,47 5,69 0,37

5 5,77 0,32 5,69 0,02 6,23 0,04 5,90 0,29 5,85 0,29

6 6,18 0,58 5,98 0,24 5,30 0,92 5,71 0,62 5,89 0,61

7 5,30 0,51 5,94 0,26 5,83 0,04 5,89 0,19 5,67 0,44

8 6,08 0,33 6,10 0,09 5,48 0,60 5,85 0,46 5,94 0,41

9 5,78 0,18 6,02 0,03 5,73 0,39 5,90 0,25 5,86 0,22

10 5,83 0,06 6,13 0,16 6,10 0,00 6,12 0,12 6,01 0,17

Mittel 5,77 0,53 5,66 0,50 5,87 0,46 5,74 0,49 5,75 0,50
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Ergebnisse der Analysen

Tabelle E.3: Arithmetische Mittelwerte M der HPLC-MS-Messungen pro Ausgang mit
den jeweiligen Standardabweichungen SD und der Anzahl der jeweils gemessenen Proben N , aus
welchen der Mittelwert gebildet wird (Abb. 6.13). Pro Chip wurden zwei Substanzen (Metoprolol
und Diclofenac) des gleichen Tests gemessen. Die Werte werden in % und in Bezug auf die
Kalibrierkurven angegeben.

Design 1 Design 2 Pipettiert Sollwert

therm. SiO
2

nat. SiO
2

therm. SiO
2

N 6 6 4 4

Chipanzahl 3 3 2

M SD M SD M SD M SD

1 43,75 4,98 41,40 3,29 38,63 2,12 49,78 2,68 50

2 24,90 6,82 21,64 3,58 20,05 2,83 25,64 3,00 25

3 15,28 4,57 13,15 3,93 12,93 0,69 12,92 0,51 12,5

4 8,29 3,36 6,15 3,91 4,14 1,71 6,47 0,35 6,25

5 4,59 2,99 1,25 0,76 2,93 1,67 2,47 0,95 3,13

6 2,29 1,36 2,86 1,98 2,49 0,41 1,58 0,10 1,56

7 1,76 1,33 0,54 0,62 3,57 1,07 0,81 0,07 0,78

8 0,84 0,98 1,79 2,58 0,77 0,22 0,38 0,03 0,39

9 0,89 0,71 2,26 2,11 0,10 0,09 0,20 0,02 0,20

10 0,51 0,73 0,57 0,66 0,09 0,09 0,10 0,01 0,10

Tabelle E.4: Differenzen D und prozentuale Differenzen D% zu den Sollwerten der Werte
aus Tabelle E.3 der HPLC-MS-Messungen. Maximalwerte sind hervorgehoben.

Design 1 Design 2 Pipettiert

therm. SiO
2

nat. SiO
2

therm. SiO
2

D D% D D% D D% D D%

1 6,3 13 8,6 17 11,4 23 0,2 0,4

2 0,1 0,4 3,4 13 4,9 20 0,6 3

3 2,8 22 0,6 5 0,4 4 0,4 3

4 2,0 33 0,1 2 2,1 34 0,2 4

5 1,47 47 1,88 60 0,20 6 0,65 21

6 0,73 47 1,30 83 0,93 59 0,02 1

7 0,98 125 0,24 31 2,79 357 0,03 3

8 0,45 114 1,40 358 0,38 97 0,01 2

9 0,70 358 2,06 1055 0,1 49 0,00 1

10 0,42 425 0,47 483 0,01 8 0,01 7

Mittel 1,59 118 2,00 211 2,33 66 0,22 4
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Ergebnisse der Analysen

Tabelle E.5: Arithmetische Mittelwerte M der BPA-Messungen pro Ausgang über jeweils
zwei Chips ( N) mit den jeweiligen Standardabweichungen SD (Abb. 6.14). Die Werte werden
in % und bezüglich der positiven Kontrollsubstanz angegeben.

Design 1 Design 2 Pipettiert Sollwert

therm. SiO
2

nat. SiO
2

therm. SiO
2

N 2 2 2 2

M SD M SD M SD M SD

1 29,23 3,75 51,62 0,06 35,53 4,25 54,82 0,96 50

2 16,87 0,38 33,57 1,74 15,37 2,05 29,44 0,54 25

3 8,32 4,13 19,77 0,24 7,73 2,22 19,19 0,33 12,5

4 4,16 0,62 8,03 0,02 2,31 0,31 6,49 0,67 6,25

5 2,67 0,41 5,38 1,32 3,62 1,42 3,60 0,14 3,13

6 1,11 0,41 2,99 0,08 1,00 0,52 2,25 0,09 1,56

7 0,81 0,80 0,92 0,70 0,09 0,86 0,04 0,78

8 0,22 0,99 1,21 0,45 0,01 0,39

9 0,23 0,13 0,27 0,01 0,20

10 0,16 0,02 0,14 0,02 0,10

Tabelle E.6: Differenzen D und prozentuale Differenzen D% zu den Sollwerten der Werte
aus Tabelle E.5 der BPA-Messungen. Maximalwerte sind hervorgehoben.

Design 1 Design 2 Pipettiert

therm. SiO
2

nat. SiO
2

therm. SiO
2

D D% D D% D D% D D%

1 20,8 42 1,6 3 14,5 29 4,8 10

2 8,1 33 8,6 34 9,6 39 4,4 18

3 4,2 34 7,3 58 4,8 38 6,7 54

4 2,1 33 1,8 28 3,9 63 0,2 4

5 0,45 15 2,26 72 0,5 16 0,47 15

6 0,45 29 1,43 91 0,57 36 0,68 44

7 0,03 3 0,14 18 0,69 88 0,08 10

8 0,17 44 0,60 153 0,06 16

9 0,03 18 0,07 36

10 0,06 62 0,05 47

Mittel 4,53 29 2,38 54 4,94 44 1,76 25
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Ergebnisse der Analysen

Tabelle E.7: Ergebnisse der Fluoreszenz-Durchflusszytometrie für rot und grün fluoreszie-
rende 1 µm-Partikel in PBS (Abb. 6.19). Dargestellt sind die Ergebnisse einer pipettierten
Messreihe sowie zweier Tests eines Chips des Designs 1 mit 90 nm dickem SiO2. Die Werte
werden in % bezüglich der Gesamtanzahl der Partikel pro Ausgang angegeben.

Pipettiert Test 1 Test 2 Sollwert

grün rot grün rot Anzahl grün rot Anzahl grün rot

1 50,42 49,39 91,46 7,77 3612 97,41 2,31 2051 50 50

2 74,37 25,51 91,16 7,48 3340 97,55 2,10 2030 75 25

3 86,96 12,90 92,57 6,79 2759 96,47 3,28 1700 87,5 12,5

4 93,10 6,76 97,98 1,84 2364 98,88 1,05 1886 93,75 6,25

5 96,89 3,04 98,90 0,94 2263 99,84 0,09 1799 96,88 3,13

6 98,64 1,25 97,63 1,93 2030 99,62 0,24 1859 98,44 1,56

7 99,31 0,60 94,18 3,10 1157 96,88 1,38 1851 99,22 0,78

8 99,54 0,36 98,82 0,51 1653 99,10 0,39 1388 99,61 0,39

9 99,69 0,22 98,69 0,48 1531 99,48 0,24 1198 99,80 0,20

10 99,84 0,10 97,98 1,89 1796 99,38 0,56 1473 99,90 0,10
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