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veranderten Zellen sowie mit mikroskopische Verfahren zum Nachweis einzelner Fluo-
reszenzmolekiile auf Zellen.

Die notwendigen Anforderungen zum Bau eines Durchflusszytometers in punkto Optik,
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1 Einleitung

Die Durchflusszytometrie ist ein Messverfahren zur Zahlung und Differenzierung biolo-
gischer Zellen, die sich in einer Suspension befinden und eine Messstelle einzeln, nach-
einander und mit hohem Durchsatz (typisch 10.000 s ) passieren. Aus den Messsigna-
len lassen sich Zelleigenschaften wie GroBe, Form, DNA-Gehalt und Existenz bestimm-
ter intrazellularer Proteine und Oberflichenproteine ableiten. Zur Charakterisierung
der Zellen werden optische Verfahren und Impedanzverfahren eingesetzt. In optischen
(Laser-) Durchflusszytometern hat sich das Prinzip der hydrodynamischen Fokussie-
rung zur Probenzufiihrung etabliert (siehe Abbildung 1.1). Die Messsuspension wird in
einen Hiillstrom eingeleitet, beschleunigt und dadurch fokussiert. Diese Methode ge-
wibhrleistet, dass eine groBe Anzahl Zellen nacheinander und weitgehend einzeln ver-
messen werden konnen. Auf Grund von Erkrankungen dndern sich Konzentrationen
verschiedener Zellpopulationen, auBerdem konnen krankhaft veranderte Zellen auftre-
ten. Pathologisch veranderte Zellen konnen fiir bestimmte Krankheiten charakteristisch
und nur selten im Blut oder anderen Korperfliissigkeiten (beispielsweise
Zerebrospinalfliissigkeit, bronchoalveolare Lavage) vertreten sein. Mit Hilfe eines
Durchflusszytometers konnen bestimmte (abnorme) Zellen innerhalb kurzer Zeit mit
ausreichend statistischer Genauigkeit detektiert werden, auch wenn ihre Konzentration
im Vergleich zu anderen Zellen mehrere GroBenordnungen geringer ist. Durchflusszy-
tometer variieren von kleinen Tischgeriten fiir den Laborgebrauch iiber groBe automa-
tisierte Analysesysteme fiir den klinischen Alltag bis hin zu Geréten fiir die klinische
Forschung, mit denen bis zu 16 verschiedene MessgroBen fiir jede einzelne Zelle regist-
riert werden.

Die Durchflusszytometrie hat sich zu einem bedeutenden Analyseverfahren in der
Biologie und Medizin entwickelt. Die Zahl der im Gebrauch befindlichen optischen
Durchflusszytometer hat weltweit stark zugenommen [Shapo3]. Waren Mitte der sieb-
ziger Jahre noch wenige hundert Durchflusszytometer im Einsatz, so waren es 1992
schon iiber 7000. Dieser Trend hat sich ungebrochen fortgesetzt [Shapo3]. Der welt-
weite Markt im Bereich der Durchflusszytometrie — dabei sind Testreagenzien, Analy-
segerite und Software mit eingeschlossen — umfasste im Jahr 2000 ein Volumen von
950 Millionen Dollar. Gegeniiber dem Vorjahr war das eine Steigerung von 26 %. Lang-
fristig wird mit einem jahrlichen Wachstum in dieser Branche von 10 — 15 % gerechnet
[Sanno2]. Die Firma Partec, ein deutscher Hersteller von optischen Durchflusszytome-
tern, konnte ihren Umsatz von 1999 bis 2004 um 134 % steigern. Partec hat einen
weltweiten Marktanteil von 31,8 % bezogen auf die Anzahl verkaufter Durchflusszyto-
meter [Partecos].


http://dict.leo.org/ende?lp=ende&p=/oHL..&search=Zerebrospinalfl%FCssigkeit
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Die derzeitigen Anwendungsgebiete der Durchflusszytometrie liegen in der klinischen
Diagnostik und in der Zellforschung. Sie reichen von der Erstellung eines einfachen
Blutbildes und HIV-Untersuchungen bis hin zu komplexeren Analysen wie zum Beispiel
der Leukdmiediagnostik. In den vergangenen zwei Jahren hat die Rolle der Durchfluss-
zytometrie fiir die Behandlung von AIDS-Patienten im Bereich HIV-Monitoring beson-
ders in den Entwicklungslindern eine Sonderstellung einnehmen konnen [Partecos].
Aber auch in der medizinischen Forschung, zum Beispiel Zellteilung und DNA-Analyse,
hat sich die Durchflusszytometrie als wichtiges Forschungsinstrument durchgesetzt.

Neue Konzepte der Durchflusszytometrie werden durch die Miniaturisierung auf Basis
der Mikrotechnik eroffnet. Erst durch die neusten Entwicklungen in der Fertigungs-
technologie ist es moglich geworden, Mikrostrukturen zu fertigen, die im Bezug auf die
Probenzufiihrung und Detektion der Zellen einen entscheidenden Fortschritt darstel-
len. Damit lasst sich ein Messsystem bestehend aus einem mikrostrukturierten, aus-
tauschbaren Einweg-Analysechip und einem dazugehorigen tragbaren Auswertegerit
aufbauen.

Mit diesem neuen Ansatz lassen sich die im Folgenden angegebenen Ziele an zukiinftige
Durchflusszytometer erfiillen:

e Einweg-Messzellen: Mikrostrukturierte Messzellen konnen kostengiinstig als
Einwegprodukt gefertigt werden. Einweg-Chips bieten den Vorteil, bei Verstop-
fung oder Verschlei3 der Fluidkanile (zum Beispiel bei der Untersuchung von
Proben mit aggressiven Reagenzien) ausgetauscht werden zu konnen. Eine Ste-
rilisation bzw. eine Reinigung der Analysechips nach Gebrauch entfillt. Durch
die mikrostrukturierte Bauweise konnen Reagenzien eingespart werden. Dar-
iiber hinaus konnen die Analysechips spezifischen Messaufgaben angepasst
werden.

e Mobilitat der Messgerite: Es besteht die Tendenz, diagnostische Gerate kleiner
und damit handlicher zu bauen, um sie zum Beispiel fiir Point-of-care-Tests
(POCT) einsetzen zu konnen. Damit sind Einsatzfille gemeint, bei denen Diag-
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nosewerte unmittelbar und ohne groBen apparativen und zeitlichen Aufwand
bestimmt werden miissen. Typischerweise werden solche Gerite auBerhalb des
Labors eingesetzt, zum Beispiel in der Notfallmedizin, als schnelles Messverfah-
ren wihrend Operationen oder als mobile Diagnoseeinheiten in Regionen mit
fehlender medizinischer Infrastruktur. Fiir den Feldeinsatz werden robuste und
tragbare Gerite verlangt, die moglichst ohne qualifiziertes Personal bedient
werden konnen. Die Funktionsfahigkeit unter extremen Bedingungen muss bei
solchen Geriten gewihrleistet sein.

o Neue Messgrofen und -verfahren: Mit den derzeitigen kommerziellen Durch-
flusszytometern konnen auf Grund des konventionellen Aufbaus bestimmte
MessgroBen standardmaifBig nicht gemessen werden. Dazu zdhlen Streulicht-
messungen unter extremen Raumwinkeln sowie die Kombination von optischen
MessgroBen und Impedanz- oder Ultraschalluntersuchungen. Insbesondere
zum Nachweis seltener Zellen, wie zum Beispiel im Blut zirkulierende Endothel-
zellen oder Tumorzellen, ist die detaillierte Charakterisierung der Targetzellen
zur Steigerung der Sensitivitdt und Spezifitit unbedingt erforderlich. Mikro-
strukturierte Analysechips bieten das Potential zur Realisierung neuer Messgro-
Ben und —verfahren.

e Integration von Zusatzfunktionen: Ein wichtiger Aspekt ist die Reduktion des
zeitlichen und apparativen Analyseaufwands und die Verbesserung der Repro-
duzierbarkeit der Ergebnisse. Beide Forderungen konnen durch die Verlagerung
der Probenvorbereitung (Verdiinnung, Lyse, Farbung) in den Analysechip, 4hn-
lich wie bei Gerdaten zur Blutzuckermessung, verwirklicht werden. Zusatzlich
wire es wiinschenswert, die Sortierung seltener Zellen zu ihrer Anreicherung zu
integrieren. Auf diese Weise konnten pathologisch verianderte Zellen aussortiert
und beispielsweise durch genetische Methoden klassifiziert werden.

Um den unterschiedlichen Zielen gerecht zu werden, miissen die Funktionselemente
oder —gruppen zu einem Gesamtsystem kombiniert werden. Auf diese Weise sollte es
moglich sein, schnell einen auf die Messaufgabe abgestimmten Analysechip zu entwer-
fen. Funktionselemente sind zum Beispiel fluidische Komponenten wie die hydrody-
namische Fokussierung oder aber auch optische und elektrische Messeinheiten. Weite-
re Funktionseinheiten wie zum Beispiel Mischer oder Sortierer konnen auf dem eigent-
lichen Messchip vor- oder nachgeschaltet werden, um die entsprechenden Zusatzfunk-
tionen auszufiihren. Aus einem derartigen Baukastensystem konnen ohne groSen Ent-
wicklungsaufwand die notwendigen Komponenten zusammengestellt und funktionsfa-
hige Produkte in relativ kurzer Zeit auf den Markt gebracht werden. Eine hohe Bedeu-
tung kommt den fluidischen, optischen und elektrischen Schnittstellen der Einweg-
Messzellen zu. Sie miissen so gestaltet sein, dass ein problemloser schneller Austausch
des Messchips moglich wird.

Das Hauptziel der vorliegenden Dissertation ist es, die Basisfunktionselemente zu
entwickeln, aufzubauen und zu einem funktionsfiahigen Analysechip zu integrieren.
Verschiedene optische und elektrische Messverfahren werden miteinander kombiniert.
Fiir den Aufbau werden verschiedene mikrotechnische Fertigungsverfahren bewertet
und zu einer Prozesskette zusammengestellt, die eine effiziente Fertigung des Labor-
musters erlaubt und das Potenzial zur Massenfertigung aufweist. Bei den spanenden
Fertigungsverfahren konnten die erreichbaren Genauigkeiten in den letzten Jahren so
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weit gesteigert werden, dass sie als strukturgebendes Fertigungsverfahren im Mikrome-
terbereich eingesetzt werden konnen. Im Gegensatz zu lithographischen Fertigungsver-
fahren konnen mit Ultra-Prizisionsfriasen 3-dimensionale Strukturen bei deutlich
reduziertem Zeitaufwand hergestellt werden. Die 3-Dimensionalitit eroffnet Moglich-
keiten bei der Realisierung neuer Konzepte und Ideen, die mit 2Y2-dimensionalen
Strukturen nicht méglich sind. Die einzelnen Bauelemente sind zu analysieren und
optimieren. Die Leistungsfahigkeit dieses Labormusters soll dabei mit der Leistungsfa-
higkeit kommerzieller Durchflusszytometer verglichen werden.

In Kapitel 2 und 3 werden zunachst die Grundlagen und der Stand der Technik der
Durchflusszytometrie und die relevanten Fertigungstechniken beschrieben. Anschlie-
Bend werden der konzeptionelle Aufbau der Analysechips und die Fertigungskette
vorgestellt. Die Auslegung der hydrodynamische Fokussierung erfolgt in Kapitel 5.
Anhand von vier unterschiedlichen hydrodynamischen Fokussierungen werden die
wichtigsten Entwicklungsschritte vorgestellt. Das Kapitel 6 beschreibt die Auslegung
der optischen Messung, Kapitel 7 die Auslegung der Impedanzmessung. Die Ferti-
gungsprozesskette der Analysechips wird im folgenden Kapitel beschrieben. Abschlie-
Bend werden die durchflusszytometrischen Messungen an Kontrollblut und Frischblut
zur Demonstration der Funktionsfihigkeit der aufgebauten Labormuster vorgestellt.

10
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2 Anwendungen und Entwicklungsziele mikro-
strukturierter Durchflusszytometer

2.1  Ausgewahlte Anwendungen mikrostrukturierter Durch-
flusszytometer

Die Einsatzgebiete fiir Durchflusszytometer sind wie bereits angedeutet vielseitig. Ein
paar Beispiele, die derzeit mit konventionellen Durchflusszytometern bearbeitet wer-
den, sollen zeigen, wo mikrostrukturierte Durchflusszytometer zum Einsatz kommen
konnen und Potenziale zu Verbesserungen bieten.

Bei der DNA-Analyse kann zwischen zwei verschiedenen Methoden unterschieden
werden: die Analyse des integralen DNA-Gehaltes einer Zelle oder die Analyse von
DNA-Fragmenten. Zur Gesamt-DNA-Analyse wird der DNA-Strang im Zellkern durch
interkalierende Farbstoffe angefarbt. Mit einer Fluoreszenzmessung wird der DNA-
Gehalt beispielsweise einer Tumorzelle relativ zu einer gesunden Zelle mit dem norma-
len, diploiden DNA-Satz (gesunde Lymphozyten) ermittelt. Neben dem als DNA-Index
bezeichneten relativen DNA-Gehalt wird auerdem der prozentuale Anteil der Tumor-
zellen, die sich in der Phase der DNA-Synthese oder kurz vor der Teilung stehen, als
charakteristisches Merkmal fiir bestimmte Tumorzelllinien verwendet. Bei der DNA-
Fragment-Analyse wird die DNA fragmentiert und ebenfalls angefarbt. In einer durch-
flusszytometrischen Messung werden anhand der Fluoreszenzsignale die GroBen der
Fragmente ermittelt. Diese Methode konnte sich als alternatives Verfahren zur heute
sonst iiblichen DNA-Elektrophorese etablieren, insbesondere auf Grund der wesentlich
schnelleren Verfligbarkeit der Ergebnisse. Sowohl bei der integralen DNA-Analyse als
auch bei der Untersuchung von DNA-Abschnitten ist die Ortsauflosung von entschei-
dender Bedeutung zur Differenzierung von moglichst geringen Unterschieden im DNA-
Gehalt. Um diesem Anspruch gerecht zu werden, verwendet man im Vergleich zu im-
munologischen (Oberflichen-) Farbungen lingere Wechselwirkungszeiten bis in den
Millisekundenbereich.

Die durchflusszytometrische DNA-Analyse hat in den letzten Jahren auf Grund der
Moglichkeiten zur Vervielfaltigung einzelner Genabschnitte mit Hilfe der Polymerasen-
kettenreaktion (PCR) an Bedeutung verloren. Durch den Einsatz mikrostrukturierter
Analysechips und der damit verbundenen moglichen Steigerung der Empfindlichkeit,
Erhohung der Auflosung und integrierten Probenvorbereitung konnte der Stellenwert
der durchflusszytometrischen DNA-Messung wieder zunehmen.

In der Malariadiagnostik werden bis heute mikroskopische Verfahren eingesetzt. Bei
Malariapatienten befinden sich Parasiten in den Erythrozyten. Der Ansatz bei durch-
flusszytometrischen Messungen geht dahin, dass die Monozyten im Blut auf Verande-
rungen untersucht werden [Krao1], da sie das Abbauprodukt der Parasiten - das Mala-
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ria-Pigment Himozoin - aufnehmen. Im Zusammenhang mit dieser Erkrankung ist der
in den Erythrozyten stattfindende Abbau des Hamoglobins zu Himozoin von besonde-
rer Bedeutung, da sich moglicherweise neue Ansatzpunkte fiir die Entwicklung von
Medikamenten ergeben [Egano4].

Bereits heute ist die HIV-Diagnostik ein wichtiges Anwendungsgebiet. Ein Ziel beim
Einsatz mikrostrukturierter Durchflusszytometer ist es, mit moglichst kostengiinstigen
Tests eine HIV-Infektion sicher zu diagnostizieren. Da Malaria und HIV in einigen
Gebieten mit hoher Wahrscheinlichkeit gleichzeitig auftreten, ist ein Instrument, mit
dem beide Erkrankungen nachgewiesen werden konnen, von hohem Interesse.

Relativ unabhingig von der spezifischen Anwendung werden zukiinftig miniaturisierte,
mobil einsetzbare Handgerate gefragt sein. Solche Geriate konnen bei Point-of-care-
Tests eingesetzt werden, bei denen nach einer Probenentnahme unmittelbar das Mess-
ergebnis abgelesen wird.

2.2 Ziele der Neuentwicklung eines mikrostrukturierten
Durchflusszytometers

Im Rahmen dieser Arbeit sollen als Grundlage eines modularen Baukastensystems
Labormuster eines mikrostrukturierten Durchflusszytometers aufgebaut werden. Die-
ses Baukastensystem soll als Plattform fiir zukiinftig zu entwickelnde, spezifische Ana-
lysechips dienen.

In die Labormuster sollen die wichtigsten Funktionen eines Durchflusszytometers
integriert werden:

e Probenzufiihrung: Fiir den Probenstrom soll eine hydrodynamische Fokussie-
rung entworfen werden, die den Probenstrom moglichst genau im Messkanal
positioniert. Der hydrodynamischen Fokussierung kommt eine herausragende
Bedeutung zu, da sie die Grundlage fiir eine qualitativ hochwertige durchfluss-
zytometrische Messung darstellt. Angestrebt wird ein Probenstrom mit einem
Querschnitt von ca. 5 x 5 um?2 in einem ca. 100 x 100 um2 groBen Messkanal.

e Optisches Messsystem: Es sollen die Extinktion, die Vorwértsstreuung fiir zwei
unterschiedliche Winkelbereiche, die Seitwartsstreuung, die Riickwartsstreuung
und die Fluoreszenz aufgenommen werden. Die Lichteinkopplung in den Mess-
kanal sowohl mittels Lichtwellenleiter als auch als Freistrahl sollen gepriift wer-
den. Zur Qualititsbeurteilung der optischen Messungen und der hydrodynami-
schen Fokussierung werden die Variationskoeffizienten der registrierten Signal-
amplituden verwendet. Als Probenmaterial dienen zur Beurteilung der Streu-
lichtmessungen monodisperse Polystyrolkugeln. Die Fluoreszenzmessungen
werden mit homogen gefarbten Kiigelchen mit geringer Variation des Farbstoff-
gehaltes ausgefiihrt.

e Messung der Impedanz: Zur Impedanzmessung sollen verschiedene Elektro-
denanordnungen erprobt und erste Signale aufgenommen werden. Im Vorder-
grund dieser Untersuchungen steht die Ausarbeitung eines geeigneten Aufbaus.
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2 Anwendungen und Entwicklungsziele mikrostrukturierter Durchflusszytometer

e Die Fertigungsprozesskette soll so ausgewahlt werden, dass sie das Potenzial zu
einer Massenfertigung besitzt und eine Fertigung der Labormuster in Kleinserie
moglich ist. Die Montage, also das Einlegen optischer und elektrischer Kompo-
nenten, sowie das Fiigen der Analysechips, soll mit einem minimalen Aufwand
erfolgen. Ferner sollen sich neue Designs der Analysechips fiir spezielle Anwen-
dungen schnell verwirklichen lassen.
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3 Stand der Technik und Grundlagen

3.1 Stand der Technik kommerzieller und mikrostrukturier-
ter Durchflusszytometer

Probenzufuhrung in kommerziellen Geraten

1934 stellte A. Moldavan ein Gerit vor, mit dem automatisch Erythrozyten in einem
Fluid gezahlt werden konnten [Mol34]. Dazu fiihrte er die Zellen in einer Glaskapillare
an einem Mikroskopobjektiv vorbei und registrierte den Durchgang einer Zelle mit
einem am Okular angebrachten Photodetektor. Schnell wurde bei diesem Aufbau Klar,
dass Zellen in engen Kapillaren zur Aggregation und damit auch zur Verstopfung der
Kapillare neigen. Anfang der fiinfziger Jahre kam, inspiriert durch die Untersuchungen
zu laminaren Stromungen von O. Reynolds, das Prinzip der hydrodynamischen Fokus-
sierung auf. Dadurch konnten wesentlich groBere und weniger leicht verstopfende
Messkapillaren verwendet werden. Nahezu alle modernen optischen Durchflusszytome-
ter verwenden das Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung.

Der Hiillstrom wird durch den Messkanal geleitet und der Probenstrom (Suspension
mit den zu messenden Zellen) wird konzentrisch unter laminaren Flussbedingungen in
den Hiillstrom geleitet. Durch die unterschiedlichen Volumenstrome des Proben- und
Hiillstroms wird der Probenstrom bis auf einen Querschnitt von nur wenigen Quadrat-
mikrometern verjiingt. Er verlauft zentrisch im Messkanal (siehe Abbildung 3.1).

Hiillstromeinlass

fokussierter
Probenslroml

Sy g Abbildung 3.1: Querschnitt
““‘“‘-«ﬁ/j/// l\-iesskanal,.-"; einer konventionellen Fluss-
) zelle fiir optische Durchfluss-
zytometer

In kommerziellen Durchflusszytometern besteht eine hydrodynamische Fokussierung
aus einer Kapillare, die in ein sich verjiingendes Rohr (im Weiteren Verjiingung ge-
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nannt) hineinragt. Der Durchmesser der Kapillare betragt zwischen 100 und 300 pum,
der Durchmesser und die Linge der Verjlingung betragen einige Millimeter.

Um Verstopfungen des Messkanals durch Agglomeration der Zellen zu vermeiden,
sollte der Durchmesser des Messkanals ein Vielfaches des Zelldurchmessers (siehe dazu
Kapitel 3.2, Seite 25) betragen. Die Querschnitte der Messkanile kommerzieller Durch-
flusszytometer variieren von 100 x 100 um2 bis 450 x 450 um2 [Shapo3]. Fiir gewohn-
lich besteht der Messkanal aus einer Glaskiivette, die aus vier optisch polierten Glas-
quadern zu einer geschlossenen Kiivette zusammengeklebt werden. Die Linge des
Messkanals betragt typischerweise mehrere Millimeter (siehe Abbildung 3.2). Die
Stromungsgeschwindigkeiten im Messkanal werden zwischen 1 und 10 m/s eingestellt
[Shapo3s], [Kac9o].

Bei diesem Aufbau stehen die fluidische Achse (x-Achse), die optische Achse (y-Achse)
und die Richtung der Seitwirtsstreuung (z-Achse) senkrecht aufeinander (siehe
Abbildung 3.2). Die radiale Variable senkrecht zur fluidischen Achse wird als raua be-
zeichnet, die radiale Variable senkrecht zur optischen Achse als rop:.

Objektiv zur '
A= Aufnahme der
Seitwértsstreuung

Abbildung 3.2: Messzelle
eines kommerziellen Durch-
flusszytometers (mit freundli-
cher Genehmigung der Firma
Partec GmbH).

Optik zur -
Aufnahme der
Vorwirtsstreuung

Probenzufuhrung in mikrostrukturierten Durchflusszytometern

Probenzufihrung ohne hydrodynamische oder elektrokinetische Fokussierung

Durch die Reduzierung des Fluidkanals auf den Querschnitt eines Partikels konnen die
zu messenden Zellen ohne Abweichungen von ihrer idealen Bewegungslinie an einer
Messstelle vorbeigefiihrt werden. Werden Zellen durch sehr enge Kanile geleitet, be-
steht jedoch die Gefahr der Verstopfung.

Der iiberwiegende Teil der ausgewerteten Quellen {iber mikrostrukturierte Durchfluss-
zytometer verzichtet auf eine hydrodynamische oder elektrokinetische Fokussierung
[Parko4], [Raoo4], [Gawo4], [Cheuo4], [Altg7], [Fugg], [Fuo2], [Gawo1], [Sobo3],
[Sohnoo], [Tayos], [Krao2], [Yamao2]. Griinde dafiir werden nur von J. Park genannt
[Parkoq]. Dort wird bewusst eine hydrodynamische Fokussierung durch einen sich
asymmetrisch verjlingenden Kanal umgangen. Durch diese Asymmetrie soll die Ver-
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stopfungsneigung vermieden werden. Experimentelle Untersuchungen belegen, dass
auch auf diese Weise die Zellen reproduzierbar an einer Messstelle vorbeigefiihrt wer-
den konnen. Die Verstopfungsneigung wird als reduziert angegeben.

Probenzufihrung mit elektrokinetischer Fokussierung

In einem inhomogenen elektrischen Feld erfahren Zellen wegen des induzierten Dipol-
moments eine Kraft entlang des Feldgradienten (Dielektrophorese). Dadurch konnen
sie bewegt bzw. fokussiert werden. Die Richtung der Kraft hangt von der Polarisierbar-
keit der Zelle und des umgebenden Mediums (meist physiologische Kochsalzlésung) ab.
Ist die Polarisierbarkeit der Zellen hoher als des Mediums, werden die Zellen hin zu
groBeren Feldstarken gezogen (positive Dielektrophorese), ist sie geringer, werden sie
hin zu kleineren Feldstirken gezogen (negative Dielektrophorese). Die Richtung der
resultierenden Kraft hangt also nicht von der Richtung des elektrischen Feldes als viel
mehr von der Richtung des Feldgradienten ab. Giinstigerweise kann daher eine Wech-
selspannung an die Elektroden gelegt werden und dadurch eine Elektrodenkorrosion
oder eine Gasentwicklung vermieden werden [Voldoz2].

Die Dielektrophorese zur Ausrichtung von Partikeln oder Zellen wird in mehreren
Veroffentlichungen beschrieben [Leuos], [Schrgg], [Wano3], [Cheuos], [Holmo4]. T.-
S. Leu brachte Elektroden in einem 2Y2-dimensionalen sich verjiingenden Kanal an den
seitlichen Kanalwinden an [Leuos]. Die GroBenordnung der Kanéile entspricht den
iiblichen in der Mikrodurchflusszytometrie verwendeten. Die Elektroden werden mit
einer Wechselspannung von 10 V und einer Frequenz von 1 MHz versorgt. Die Zellen
lassen sich sehr gut bei geringen Stromungsgeschwindigkeiten im Bereich von wenigen
Mikrometern pro Sekunde fokussieren. Auch D. Schrum gelingt die elektrokinetische
Fokussierung [Schrgg]. Er gibt an, dass der Probenstrom in einem 100-um-Kanal auf
8 um fokussiert wird. Auch hier scheinen die Stromungsgeschwindigkeiten sehr gering
zu sein, da der Durchsatz lediglich zwischen 15 und 50 Zellen pro Sekunde betragt. D.
Holmes beschreibt eine elektrokinetische Fokussierung mit anschlieBendem Sortierer
[Holmo4]. Damit werden 6-um-Latexpartikel in einem 80-pum-Kanal fokussiert und
anschlieBend sortiert. Die angelegten elektrischen Spannungen betragen 20 V bei einer
Frequenz von 1 MHz. Die Stromungsgeschwindigkeit betragt hierbei 1,5 mm/s.

Diese Art der Fokussierung funktioniert nur bei sehr langsamen Stromungsgeschwin-
digkeiten, da die wirkenden elektrischen Krifte im Vergleich zu den sonstigen Kraften
in einer Stromung sehr klein sind.

Probenzufihrung mit 1-dimensionaler hydrodynamischer Fokussierung

Der iiberwiegende Teil der mikrostrukturierten Durchflusszytometer wird mit lithogra-
phischen Fertigungsverfahren hergestellt (siehe Kapitel 4.3, Seite 40). Mit lithographi-
schen Fertigungsverfahren konnen vorzugsweise 2/2-dimensionale Strukturen gefertigt
werden wie beispielsweise in Abbildung 3.3 dargestellt. Mit derartigen Strukturen
lassen sich nur 1-dimensionale hydrodynamische Fokussierungen realisieren. Der
Hiillstrom wird lediglich seitlich an den Probenstrom herangeleitet. Eine Hiillstromzu-
fiihrung senkrecht dazu fehlt. Aus diesem Grund wird der Probenstrom nicht zu einem
Stromfaden sondern zu einem Stromband fokussiert. Eine definierte Positionierung
eines Partikels ist dadurch nur in einer Dimension gegeben. Die hydrodynamische
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Fokussierung funktioniert auch bei groBeren Stromungsgeschwindigkeiten im Gegen-
satz zur Dielektrophorese.

Probenstromeinlass Messkanal

Hiillstromeinld ssé/

fokussierter Probenstrom

Abbildung 3.3: 1-dimen-
sionale hydrodynamische
Fokussierung

Eine 1-dimensionale hydrodynamische Fokussierung in einem mikrostrukturierten
Durchflusszytometer wird in mehreren Verdffentlichungen vorgestellt [Blang8],
[Kriio2], [Claio1], [Wano4], [Lino2], [Lino3], [Vero3], [Miyao4]. Am Fachgebiet Mik-
ro- und Feingerdte wurde ebenfalls in Vorarbeiten zu dieser Dissertation ein mikro-
strukturiertes Durchflusszytometer mit einer 1-dimensionalen Fokussierung aufgebaut
[Tucho4]. Abbildung 3.4 zeigt eine Mikroskopaufnahme der mittels LIGA-Technik
gefertigten Struktur.

Fluidkanal

essstelle

-

Abbildung 3.4: Mikroskop-
aufnahme einer 1-dimen-
sionalen Fokussierung in

einer lithographisch herge-

stellten Mikrostruktur

Laseranregung

Probenzufihrung mit 2-dimensionaler hydrodynamischer Fokussierung

Bei einer 2-dimensionalen Fokussierung wird der Probenstrom in zwei Ebenen ver-
jiingt. In den untersuchten Literaturstellen iiber mikrostrukturierte Durchflusszytome-
ter wird keine prizise arbeitende 2-dimensionale Fokussierung vorgestellt, die an die
Leistungsfahigkeit kommerzieller Systeme herankommt.
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Y.-C. Tung beschreibt ein mit Softlithographie aufgebautes Durchflusszytometer, bei
dem durch einen mehrschichtigen Aufbau der Probenstrom mittig in den Hiillstrom
eingeleitet werden kann [Tungo2]. Eine anschlieBende Kanalverjiingung ist nicht integ-
riert. Es werden keine Angaben tiber die Qualitit der Fokussierung gemacht.

Ein weiterer Losungsansatz wurde von A. Wolff vorgestellt [Gorao1i], [Wolfool],
[Wolfo3]. Die Kanalstruktur ist als 2V2-dimensionale Struktur ausgefiihrt. Die 2-
dimensionale Fokussierung wird dadurch realisiert, dass in den Hiillstrom senkrecht
zur Fiigeebene eine Kapillare hineinragt (siehe Abbildung 3.5). Die Kapillare wird da-
durch seitlich vom Hiillstrom angestromt. Der aus der Kapillare austretende Proben-
strom wird vom Hiillstrom umflossen und mitgefiihrt. Damit ist auf einfache Weise
gewahrleistet, dass der Probenstrom von allen Seiten vom Hiillstrom umgeben ist. Eine
Verjiingung der Kanalstruktur findet hier jedoch nur in einer Ebene statt. Die Breite des
fokussierten Probenstroms betriagt dabei unter 100 um in einem 500 pm breiten Mess-
kanal.

Hiillstrom e == fokussierter
LS Probenstrom

Kapillare

< Abbildung 3.5: 2-dimen-
Messkanal 9 sionale hydrodynamische
' Fokussierung aus [Gora01]

Optisches Messsystem in kommerziellen Geraten

Das optische System besteht aus einer Lichtquelle (meist ein Laser), aus einem Linsen-
system zur Abbildung des Lichtes auf die Photodetektoren und aus dichroitischen
Strahlteilern und Filtern zur Wellenlingenselektion des Floureszenz- und Streulichtes
(siehe Abbildung 3.6). Passiert ein Partikel den Laserfokus, wird Licht vom Partikel in
alle Richtungen gestreut. Neben der elastischen Streuung (Rayleigh-, Mie-Streuung)
werden inelastische Effekte wie die Raman-Streuung und die Fluoreszenzemission
beobachtet [Salz9o].

Der Messkanal (fluidische Achse), die Laseranregung (optische Achse) und die Seit-
wiartsstreuung bzw. Fluoreszenzbeobachtung stehen jeweils senkrecht aufeinander
(siehe auch Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.6: Aufbau
eines kommerziellen
optischen Durchflusszy-
tometers (mit freundlicher
Genehmigung der Firma
Partec GmbH)

Zur Lichtstreuung und Fluoreszenzanregung der Zellen wird eine Freistrahloptik ver-
wendet. Dazu werden Wellenldngen im sichtbaren (meist 488 nm bzw. 633 nm) und
nahen UV-Bereich (365 nm) eingesetzt [Shapo3]. Bei modernen Durchflusszytometern
arbeitet man mit einem elliptischen Laserstrahlquerschnitt im Messkanal [Steengo].
Dadurch erreicht man, dass der Einfuss der Position, bei der das Partikel den Laser-
strahl passiert, auf die Impulshohe der Signale minimiert wird. Bei den derzeit kom-
merziell erhiltlichen Durchflusszytometern betrdgt der Fokus in z-Richtung 50 —
100 um [Steen9o]. In x-Richtung des Messkanals werden fiir den Laserstrahl wesent-
lich kleinere Abmessungen (im Bereich des Zelldurchmessers ca. 10 um) gewahlt. Da-
durch wird die Lichtintensitat erhoht und die Signalldnge verkiirzt. Die Vorwirtsstreu-
ung wird in einem Winkel zwischen 2° und 10° und die Seitwartsstreuung symmetrisch
(z.B. 90° £ 30°) zum rechten Winkel zur x- und zur y-Achse aufgenommen. Die Intensi-
tat des Streulichtes in Vorwirtsrichtung betrédgt ein Vielfaches der der Seitwirtsrich-
tung (siehe Kapitel 3.4, Seite 33).

Eine weitere Moglichkeit zur Unterscheidung von Zellen ist die Extinktionsmessung.
Ein passierendes Teilchen verdunkelt das transmittierte Licht (Lichtschrankenprinzip),
es entsteht also ein negatives (Dunkel-) Signal. Wegen der endlichen GréBe des Detek-
tors zum Nachweis der Extinktion in Richtung der optischen Achse wird gleichzeitig
Streulicht beobachtet. Die Lichtstreuung verursacht ein positives Signal. Je nach den
Winkelbereichen, die mit dem Detektor beobachtet werden, konnen sich die beide
Signale aufheben. Der Durchgang eines Teilchens ist damit nicht mehr zu erkennen
[Shapos], [Steengo], [Dilla85]. Bei kommerziellen Durchflusszytometern wird die
Extinktion nicht gemessen. Griinde hierfiir liegen in der schwierigen Justage. AuBer-
dem machen sich Verschmutzungen in der Kiivette im Extinktionssignal stark bemerk-
bar.

Zur Fluoreszenzmessung werden die Zellen spezifisch iiber eine Antikérperreaktion mit
Farbstoff angefiarbt. Auf diese Weise werden zum Beispiel abnorme Zellen markiert, alle
anderen nicht. So wird in der anschlieBenden Messung zwischen normalen und abnor-
men Zellen unterschieden und die verschiedenen Zelltypen quantifiziert. Die Fluores-
zenzintensitat, die meist in einem Winkel von 90° zur optischen Achse beobachtet wird
(siehe Abbildung 1.1), ist gegeniiber der der Seitwiartsstreuung um mehrere Dekaden
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geringer. Aus diesem Grund ist es besonders wichtig, Optiken mit einer groen numeri-
schen Apertur zu verwenden. Die Optiken kommerzieller Systeme haben typischerweise
numerische Aperturen zwischen 0,5 und 1,2 [Shapo3], [Steengo], [Dilla85]. Teilweise
wird zwischen Objektiv und Glaskiivette ein optisches Koppelmedium (Gel) zur Erho-
hung der numerischen Apertur eingebracht [Shapo3].

Detektion optischer Signale in mikrostrukturierten Durchflusszytometern

Nach Schatzungen arbeiten etwa 80 % der Lab-on-a-chip-Systeme mit optischen Detek-
tionsmethoden [Hiibo4]. Durch mikrotechnische Fertigungsmethoden kann ein Aufbau
realisiert werden, bei dem die Beschriankung auf die 2 Hauptrichtungen (Vorwirts-,
Seitwirtsrichtung) eines kommerziellen Aufbaus entfillt.

Im Folgenden zeigen einige Beispiele die Realisierung der Detektion optischer Signale
bei Mikrodurchflusszytometern (siehe Abbildung 3.7).

./|‘.-""~._

_ integrierter Spiegel
pd T -~

Messkanal 3
>~ eingelegte
~__ Kugellinse

integrierter /}(' ; A

Wellenleiter / X

.’/ /,'
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/" Zylinderlinse

¢ IDiCEHGHe Abbildung 3.7: Darstellung
“\_ spharische )

: \Litige verschiedener Bauelemente
eingelegter & By Linse _ _ '
Wellenleiter —— R | 4 zur Lichtein- und Lichtaus-

: kopplung

Bei der integrierten Fertigung von Lichtwellenleitern werden in einen transparenten
Analysechip zunichst Kanile eingebracht. AnschlieBend werden diese Griben mit
einem transparenten Material, dessen Brechungsindex groBer ist als das des umgeben-
den Analysechips, gefiillt. Die Oberflichen dieser Kanile muss zur Vermeidung und
Unterdriickung des Streulichts optische Qualitiat (1/10 der Wellenliange) aufweisen.
Mikrostrukturierte Analysechips mit integrierten Lichtwellenleitern werden in der
Literatur mehrfach beschrieben [Hiibo4], [Kriio2], [Sobg93], [Wano4], [Linoz2],
[Lino3], [Lamo3], [Krao2], [Rabos], [Henzo4].

Eine andere Moglichkeit zur Lichtleitung in Analysechips ist die Verwendung von
Lichtwellenleitern. Lichtwellenleiter werden in den Mikroanalysechip in Nuten mon-
tiert. Vorteilhaft an diesem Vorgehen ist, dass die vorgesehenen Nuten keine optische
Qualitit aufweisen miissen. C.-H. Lin baute ein mikrostrukturiertes Durchflusszytome-
ter auf, bei dem die Lichtein- und Lichtauskopplung mit montierten Lichtwellenleitern
realisiert ist [Lino2], [Lino3].

Zur Fokussierung und zur VergroBerung der numerischen Apertur werden mikroopti-
sche Linsen in die Analysesysteme integriert. Mit einer montierten sphirischen Linse

20



3 Stand der Technik und Grundlagen

lasst sich das Licht auf die gewiinschte Fokusgrofe bringen. Dafiir bieten sich Kugellin-
sen an, bei denen die Orientierung keine Rolle spielt. Kugellinsen bis zu Durchmessern
von 0,3 mm sind kommerziell erhiltlich. Ein Beispiel fiir eine montierte Kugellinse in
ein mit LIGA-Technik aufgebautes optisches System findet sich unter [Ruzoo].

Bei einem Aufbau in Form eines heifigepriagten oder spritzgegossenen Analysechips
konnen sphirische Linsen, deren optische Achsen senkrecht zur Entformungsebene
stehen, in das Formwerkzeug integriert werden. Auch Zylinderlinsen, deren Zylinder-
achsen senkrecht zur Entformungsebene stehen, so dass keine Hinterschnitte entste-
hen, konnen mit dem HeiBprageverfahren hergestellt werden. Mit Zylinderlinsen ist
eine Fokussierung in einer Ebene maglich, so dass sich elliptische Strahlquerschnitte
ergeben. Solche Linsen sind zum Beispiel von Z. Wang in einem mikrostrukturierten
Durchflusszytometer realisiert worden [Wano4].

Impedanzmessung

Zur Messung der Impedanz wird ein elektrisches Feld im Messkanal aufgebaut. Durch
den Durchgang eines Teilchens dndert sich der Widerstand des Messraums. Wesentlich
dabei ist die Anordnung der Elektroden und damit die Ausrichtung des elektrischen
Feldes [Shapo3], [Kacgoa]. In kommerziellen Durchflusszytometern verlauft das elek-
trische Feld in Richtung der fluidischen Achse durch den Messraum. In mikrotechnisch
gefertigten Durchflusszytometern besteht auch die Moglichkeit, das elektrische Feld
quer zum Fluss auszurichten (siehe Abbildung 3.9).

Der klassische Aufbau eines Impedanz-Zellziahlgerites sieht wie folgt aus (siehe
Abbildung 3.8): Ein Behilter wird durch eine Trennwand in zwei Bereiche mit je einer
Platinelektrode geteilt. Die Probensuspension befindet sich auf der einen Seite und
flieBt druckgetrieben durch eine kleine Messoffnung zur anderen Seite. Die Zellen
passieren den Messraum auf Grund der hohen Verdiinnung und dem geringen und an
die ZellgroBe angepassten Durchmesser von 50 pm — 100 um iiberwiegend einzeln. Die
Lange der Messoffnung entspricht etwa dem Durchmesser. Je kleiner das Volumen des
Messraums ist, desto empfindlicher wird die Messung. Allerdings neigen zu kleine
Offnungen zu Verstopfungen und kénnen daher bei Routineanwendungen nicht einge-
setzt werden. Mit groer werdendem Volumen treten hiaufiger Doppelpassagen (Koin-
zidenzen) auf [Shapo3], [Kac9oa].

AuBerhalb der Messoffnung nimmt das elektrische Feld rasch an Stiarke ab. Der Ein-
fluss der Zellen, die sich auBerhalb der unmittelbaren Umgebung der Messstelle befin-
den, auf den Widerstand nimmt daher stark ab.
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Impedanzmessung in Mikrostrukturen

Durch mikrotechnische Fertigungsverfahren ist es moglich, die Elektroden direkt in
den Messkanal einzubringen (siehe Abbildung 3.9). Das vom elektrischen Feld einge-
nommene Messvolumen kann verkleinert werden, um eine verbesserte Empfindlichkeit
zu erreichen.

Wird ein Aufbau mit einer vorgeschalteten hydrodynamischen Fokussierung gewahlt,
wie in Abbildung 3.9 gezeigt, werden die Zellen auf im Zentrum des Messkanals ge-
fiihrt. Im Vergleich zu konventionellen Impedanz-Zellzahlern ohne hydrodynamische
Fokussierung wird der storende Einfluss der Zellen, die sich in der unmittelbaren Nihe
der Messstelle befinden, vermieden.

Proben- _
stromeinlass i

e

V-
>
A
Abbildung 3.9: Impedanz-
L messung mit montierten
- Mikroelektroden

Untersuchungen zum Thema Impedanzmessung von Partikeln und Zellen in Mikro-
strukturen wurden von S. Gawad durchgefiihrt [Cheuos], [Gawo1], [Gawo4]. Er be-
schreibt einen Analysechip, aufgebaut durch mehrere Lithographie- und Sputterprozes-
se, bei dem in einen Mikrokanal flache Elektroden von 30 um Breite quer zur Flussrich-
tung eingebracht wurden. Mit diesem Analysechipchip wurden Streudiagramme von
Polystyrolkiigelchen mit einer Zahlrate von 16 Hz und einer Wechselstromfrequenz von
350 kHz bis 20 MHz aufgenommen. Es konnten damit Durchmesser von 4 um, 5 um
und 6 um unterschieden werden.
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Aufnahme und Auswertung der Signale

Das Licht wird {iiber ein optisches System bestehend aus Spiegeln, Filtern und Linsen
auf einen Photodetektor geleitet. Hier kommen meist Photodioden fiir den Nachweis
der Vorwirtsstreuung und Photomultiplier fiir den der seitlichen Streuung und Fluo-
reszenz zum Einsatz. Die verschiedenen oben angegebenen Messgrofen werden simul-
tan mit Hilfe eines Vielkanal-Impulshchenanalysators mit einer Amplitudenauflosung
von typisch 12 Bit registriert [Shapo3], [Melag1]. Eindimensionale Datensitze werden
in Form von Histogrammen, in denen die Haufigkeit iiber die Signalhohe aufgetragen
ist, dargestellt. Werden mehrere MessgroBen fiir jede Zelle aufgenommen, werden die
Signalhohen als zweidimensionale Streudiagramme aufgetragen. Ein typisches Streu-
diagramm einer verdiinnten Vollblutprobe zeigt Abbildung 3.10. Ein Punkt im Dia-
gramm der beiden ausgewiahlten MessgroBSen entspricht dabei einer Zelle. Die Haufig-
keit kann in derartigen Diagrammen in Falschfarben sichtbar gemacht werden. Zur
Lichtstreuung wird z.B. die Wellenldnge 413,1 nm verwendet. Auf der Abszisse ist der
Streuwirkungsquerschnitt der Vorwértsstreuung im Winkelbereich von 3,3° bis 17,4°
aufgetragen, auf der Ordinate der der Seitwiartsstrenung im Winkelbereich von
90° £27°. Die verschiedenen zelluliren Bestandteile (RBC: Erythrozyten, Ly:
Lymphozyten, G: Granulozyten, M: Monozyten) bilden Punktwolken oder Cluster. Die
Abgrenzung erlaubt die Bestimmung der relativen Konzentrationen der entsprechenden
Zellpopulationen.
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SCATTERING CROSS SECTION (3.3°-17.4°) Forschungsinstrument [Ost98]

Leistungsfahigkeit eines Durchflusszytometers
Die Leistungsfahigkeit der Durchflusszytometer wird anhand folgender Parameter

charakterisiert [Shapo3], [Steen9o]:

Empfindlichkeit

Die Empfindlichkeit eines optischen Durchflusszytometers wird von mehreren Fakto-
ren bestimmt. Von Bedeutung sind dabei das fluidische System, insbesondere die Qua-
litdt und Stabilitit der hydrodynamischen Fokussierung und die Optik [Shapo3],
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[Steengo]. Bei der Wechselwirkung der Partikel mit den Laserstrahlen sind folgende
Parameter wesentlich:

e die eingestrahlte Lichtintensitit,

e die Wechselwirkungszeit (Zeit, die das Teilchen im Laserfokus verweilt),

e die Fluoreszenzintensitit (die proportional zur Anzahl der fluoreszierenden Mo-
lekiile ist),

e die numerischen Apertur der Optik,

e die Transmission der optischen Bauteile (Filter, Linsen, optische Wellenleiter,
ete.),

e die Empfindlichkeit der Detektoren,

e der Signaluntergrund, zum Beispiel verursacht durch Reflexionen an optischen
Grenzflachen.

Entsprechend der Anwendung konnen einzelne Parameter optimiert werden. Um bei-
spielsweise eine moglichst hohe Empfindlichkeit zu erreichen, muss die Wechselwir-
kungszeit erhoht werden. Damit wird die Zahlrate jedoch reduziert und der Durchsatz
verringert.

Variationskoeffizient

Der Variationskoeffizient (CV) wird als relative Standardabweichung o dividiert durch
den Mittelwert X der Signale angegeben [Shapo3], [Steen9o]:

cv=2. Gleichung 3.1
X

Der Variationskoeffizient hangt sowohl von den Eigenschaften des Durchflusszytome-
ters als auch von der Eigenschaften der Testpartikel ab. Stehen Kalibrationskiigelchen
mit identischen Eigenschaften (zum Beispiel identisches Volumen, identische Fluores-
zenzintensitit) zur Verfligung, spiegelt der Variationskoeffizient die Charakteristik des
Messsystems wider. Dabei spielen die Giite und Stabilitat der hydrodynamischen Fo-
kussierung und die Qualitat der optischen und elektrischen Komponenten (Lichtquelle,
Ubertragungssystem und Photodetektoren, etc.) eine entscheidende Rolle.

Zahlrate einer durchflusszytometrischen Messung

Geht man davon aus, dass die Zellen sich stochastisch verteilt in der Suspension befin-
den und nicht aggregiert sind, so passieren die Zellen zeitlich zufallig verteilt den Laser-
fokus. Die maximale Zihlrate K, hangt vom akzeptablen Prozentsatz der Koinzidenzen
f. und der Signallange t, ab [Steen9o]:

K =—+¢ ", Gleichung 3.2

Ein Beispiel soll diesen Zusammenhang verdeutlichen. Die Signallinge hiangt ab vom
Durchmesser des Teilchens (zum Beispiel 10 um) und vom Durchmessers des Lasers im
Messkanal (zum Beispiel 10 um). Bei den gegebenen Werten und einer Stromungsge-
schwindigkeit im Messkanal von 10 m/s ergibt sich eine Signallainge von etwa 2 ps.
Kann ein Koinzidenzverlust und damit ein f. von 1 % akzeptiert werden, so betrigt die
maximale Zahlrate Kn = 5000 Zellen/s. Aus Gleichung 3.2 ist ersichtlich, dass eine
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Erhohung der Zahlrate bei gleichen Zahlverlusten nur iiber eine Verkiirzung der Signal-
lange t, zu erreichen ist. Entweder wird die Stromungsgeschwindigkeit erh6ht oder Die
x-Ausdehnung des Laserstrahls im Messkanal verkleinert.

Zur Orientierung seien typische Kennwerte eines modernen optischen Durchflusszyto-
meters genannt: Die kleinsten in der Vorwartsstreuung nachweisbaren Partikel haben
einen Durchmesser von 0,5 um. Variationskoeffizienten bei der Messung der Licht-
streuung von 5-um-Partikeln betragen wenige Prozente. Die Zahlraten moderner
Durchflusszytometer liegen in Kilohertzbereich [Shapo3]. Durchflusszytometer zum
Sortieren von Zellen, die auf einen sehr hohen Durchsatz ausgelegt sind, erreichen

teilweise 100 kHz.

3.2 Hamatologische Grundlagen

Blut besteht aus Blutplasma und verschiedenen Blutzellen. Zur Unterstiitzung der
medizinischen Diagnostik werden mit durchflusszytometrischen Messungen die zellula-
ren Bestandteile des Blutes oder anderer Korperfliissigkeiten analysiert. Aus den Mes-
sungen kann die Anzahl der verschiedenen Blutzellen, sowie deren GroBe, Form, Volu-
men, Brechungsindex und die Leitfahigkeit abgeleitet werden. Tabelle 3.1 und
Abbildung 3.11 geben einen Uberblick iiber die Eigenschaften verschiedener Blutzellen.

o £ 'E 5
S8 |© 8 |3 T g
A= > 2 A & o
o .C B=| 5 & © a X
= = = o = g = 5 A
2 8 L= @5 = g < D
EE=|Eg|E = £ £ 5 2
S 58|l 8|l R E|S E S =)
S R S| =E|l=2Aa3| =2 = = [ o
Erythrozyten 5000 85 ca. 7,5 2 bikonkave Scheiben | 1,41
Leukozyten
Lymphozyten | 2,2 230 |ca.7 amoboid beweglich | ca. 1,37
Granulozyten | 4,4 450 | 10-17 amoboid beweglich | ca. 1,37
Monozyten 0,5 470 | 12-20 amoboid beweglich | ca. 1,37
Thrombozyten 250 6 1-4 0,5 — 0,75 | Plattchen ca. 1,37

Tabelle 3.1: Ubersicht tiber die zelluléaren Anteile im Blut und deren Eigenschaften [Schm05]

Der Volumenanteil der roten Blutzellen (Hamatokritwert) betrdgt bei Frauen ca. 42 %,
bei Minnern ca. 47 % [Schmos].
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Abbildung 3.11: Nachbearbei-
tete Rasterelektronenmikro-
skopaufnahme verschiedener
Blutzellen [set06]

Fiir die elektrische Leitfahigkeit sind der Aufbau der Zellmembran und das Zellinnere
verantwortlich. Auf Grund der niedrigen Leitfahigkeit der Zellmembran konnen alle
Blutzellen gegeniiber Gleichstrom als nicht leitfahig eingestuft werden. Bei hoheren
Frequenzen sinkt der kapazitive Widerstand der Zellmembran, und das Zellinnere
bestimmt in zunehmendem MaB die Impedanz [Shapo3], [Kacgoa].

Die dynamische Viskositiat von Vollblut betrigt 4,5 mPas, die von Blutplasma betrigt
ca. 2,2 mPas. Zum Vergleich sei die dynamische Viskositiat von Wasser mit 1,0087 mPas
genannt [Schmos].

3.3 Fluidische Grundlagen

Wegen der GauBformigen Intensitiatsverteilung des Laserfokus und wegen des inhomo-
genen elektrischen Felds, dndern sich die aufgenommenen Signalhohen bei einer Ab-
weichung der Zelle von der idealen Strombahn (Trajektorie) im Zentrum des Messka-
nals. Nur wenn die Zellen auf eng tolerierten Trajektorien die Messstelle passieren,
konnen kleine Variationskoeffizienten erreicht werden. Daher muss eine stabile und
prazise hydrodynamische Fokussierung angestrebt werden. Im Folgenden werden die
Stromungsverhaltnisse der hydrodynamischen Fokussierung und des Messkanals ge-
nauer betrachtet.

Grundgleichungen der Stromungsmechanik

Navier-Stokes Gleichungen fr ein inkompressibles Fluid

Bei den  Navier-Stokes-Gleichungen  handelt sich um die Impuls-
Differentialgleichungen fiir ein Newtonsches Fluid. Sie werden gebildet, indem in die
allgemeine Impulsbilanz fiir ein Fluidelement die linearen Zusammenhange zwischen
Spannungen und Verformungsgeschwindigkeiten am Fluidteilchen eingesetzt werden.
Zusammen mit der Kontinuitatsgleichung stellen die drei Komponenten der Vektorim-
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pulsgleichung (in die drei Raumrichtungen) ein System aus vier Differentialgleichungen
zur Bestimmung der Stromungsgeschwindigkeiten in x-,y-, und z-Richtung dar
[Herwo4].

Neben einigen exakten Losungen fiir spezielle Stromungen existieren allgemeine Lo-
sungen nur in Form numerischer Approximationslosungen. Die FEM-Rechnungen in
Kapitel 5 (Seite 60) beruhen auf diesem Gleichungssystem.

Bernoulli-Gleichung

Die Bernoulli-Gleichung beschreibt den Zusammenhang zwischen dem statischen
Druck p, der Dichte des Fluids p und der Stromungsgeschwindigkeit v in idealen Fliis-
sigkeiten [Herwo4]. Sie kann aus den Navier-Stokes-Gleichungen abgeleitet werden,
indem die innere Reibung vernachlissigt wird. Sie lautet:

%p~v2 +p-g-h+p=const. Gleichung 3.3

Der Term p g h, in dem g die Erdbeschleunigung bedeutet, beschreibt den hydrostati-
schen Druck, der von der Tiefe h unter der Oberflaiche abhangt. Die Gleichung bedeutet,
dass die Summe aus dynamischem Druck, Schweredruck und statischem Druck kon-
stant ist. Nimmt die Stromungsgeschwindigkeit zum Beispiel auf Grund einer Quer-
schnittsverjiingung in einem Rohr zu, so sinkt der statische Druck [Herwog4]. Dieser
Effekt spielt bei der hydrodynamischen Fokussierung eine groBe Rolle. Der mittlere
Term kann vernachlissigt werden, da der Druck durch die Hohe der Fliissigkeitssdule
(auBerhalb des Analysechips) gegeniiber dem Druck im Behalter fiir die Hiillstromfliis-
sigkeit gering ist.

Rohrstromung mit einem parabelférmigen Strémungsprofil

Eine exakte Losung der Navier-Stokes-Gleichungen kann fiir ausgebildete laminare
Rohrstromungen mit runder Querschnittsfliche (siehe Abbildung 3.12) angegeben
werden. Die Abhingigkeit der Stromungsgeschwindigkeit v von rauiq lautet [Herwo4]:

2
V(Ty,ig)=2 'V'l:l'(%j :| . Gleichung 3.4

Die GroBe v bezeichnet die mittlere Stromungsgeschwindigkeit, D den Durchmesser

des Messkanals. Die maximale Stromungsgeschwindigkeit vimax ist:

v =2.V. Gleichung 3.5

max

Die Stromungsverhiltnisse sind zur Verdeutlichung der Zusammenhinge in Abbildung
3.12 dargestellt.
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A Tauia >\
I S -~ - D -
— \Vm :[Abblldunbg l:?c:.12:.ausgebllde-
— es parabelférmiges
V(Taa) Strémungsprofil in einem
YV \ Rohr

Bei rechteckigen Kanilen, wie sie iiberwiegend bei mikrostrukturierten Durchflusszy-
tometern vorkommen, muss zur Berechnung an Stelle des Rohrdurchmessers D der
hydraulische Durchmesser Dyyq verwendet werden. Dyyq ist definiert als [Sieko1]:

_4-A

Pt

Gleichung 3.6
A ist die Querschnittsfliche und U der Umfang des Kanals. Bei einem quadratischen
Querschnitt ist der hydraulische Durchmesser Dyyq gleich der Seitenldnge des Quadrats.

Mit der Hagen-Poiseuille-Gleichung kann der Volumenstrom V unter laminaren Stré-
mungsverhéaltnissen in einem Rohr berechnet werden [Herwo4]:
. 2n-D*-A
V:n—p- Gleichung 3.7
n-l
Dabei bedeuten Ap die Druckdifferenz, die iiber einem Rohrabschnitt der Liange 1 ab-
fallt, und n die dynamische Viskositit des Fluids.

Gesetz von Stokes

Das Gesetz von Stokes beschreibt die Reibungskraft F auf einen sphérischen Korper mit
dem Durchmesser Dreiichen, das sich mit einer relativen Geschwindigkeit v durch ein
Fluid der Viskositit n bewegt [Herwo4]:

F=3-7-Dihen *N"V - Gleichung 3.8

Reynolds-Zahl

Grundsitzlich konnen zwei verschiedene Stromungen in Rohren unterschieden werden:
laminare und turbulente Stromungen. Bei einer laminaren Stromung strémt das Fluid
in parallelen Schichten. Turbulente Stromungen sind durch eine Verwirbelung quer zur
Stromungsrichtung gekennzeichnet, dabei kommt es zu einer Durchmischung der
einzelnen Stromungsschichten. Dieser Ubergang von laminar zu turbulent findet bei
einer kritischen Reynolds-Zahl Reyi: statt.

Die Reynolds-Zahl Re ist eine dimensionslose Kennzahl. Sie stellt das Verhiltnis Tréag-
heits- zu Zahigkeitskriften dar. Re ist definiert als [Herwo4]:

Re=Dpv/n=Dv/v. Gleichung 3.9

D ist der Durchmesser des Stromungskanals, p die Dichte des Fluids und v die kinema-
tische Viskositat n/p.
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In der Literatur wird fiir die kritische Reynolds-Zahl in makroskopischen Rohren meist
der Wert 2300 angegeben [Herwo4]. Je kleiner die Dimensionen werden, desto groBer
wird der Einfluss der Oberflichenqualitit. Die Abhangigkeit der kritischen Reynolds-
Zahl in Mikrokanilen von der Wandrauheit lautet [Taylos], [Kandos]:

Re,,=2300-18750-(R,, /D) Gleichung 3.10

flir 0 < Rmax/D <0,08. Dabei bedeuten Rex:it die kritische Reynolds-Zahl, Rp.x die ma-
ximale Rautiefe der Seitenwande und D der Durchmesser der Mikrokanale.

Um eine hydrodynamische Fokussierung zu erreichen, miissen sowohl in den Zufiih-
rungskanilen als auch im Messkanal laminare Stromungen herrschen. Bei einem Mess-
kanal mit einem Durchmesser D =100 um und einer Rautiefe Rmax=1um betragt
demnach die kritische Reynolds-Zahl Rexit 2212.

Die kinematische Viskositdt von Wasser betragt bei 20 °C v = 1,0087 mm2/s. Damit
liegt beispielsweise bei einer mittleren Stromungsgeschwindigkeit von 10 m/s und
einem Kanaldurchmesser von 0,1 mm die Reynolds-Zahl bei ca. 1000. Selbst bei diesen
sehr groBen Stromungsgeschwindigkeiten bleibt die Reynolds-Zahl damit unter dem
kritischen Wert.

Beschleunigung der Stromung bei der hydrodynamischen Fokussierung

Eine detaillierte Betrachtung erfordern die Stromungsverhaltnisse im trichterformigen
Bereich der hydrodynamischen Fokussierung (Verjliingung). Eine Berechnung der
Stromungsverhaltnisse kann nur mittels FEM-Simulation erfolgen (siehe Kapitel 5,
Seite 60). Mit Hilfe einer einfachen analytischen Betrachtung konnen dennoch einige
wichtige Aussagen getroffen werden. Im Bereich der Verjliingung wird das Fluid stark
beschleunigt. Dies hat Auswirkungen auf die mit dem Fluid transportierten Zellen.

Abbildung 3.13: Darstellung
der geometrischen GréRRen
bei der Verjingung der
hydrodynamischen Fokussie-
rung
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Die hydrodynamische Fokussierung soll durch eine konzentrische trichterformige

Struktur mit einem Offnungswinkel 2 6 vereinfacht werden (siche Abbildung 3.13).

Vernachlassigt man die Viskositiat und die Effekte der Randstromung, so kann die

Stromungsgeschwindigkeit v(s) fiir den Bereich smax>s>smin als [Dilla85]
V

- Gleich 3.1
v(s) 27s* (1-cos0) Slentng

angegeben werden. Dabei ist V der Volumenstrom und 2ms2(1-cos0) die Querschnitts-
fliche. Der Geschwindigkeitsgradient in Richtung der Stromung kann als Ableitung der
Geschwindigkeit nach dem Ort angegeben werden:

dv = L Gleichung 3.12

ds 78’ (1-cos0) '

Der auftretende Geschwindigkeitsgradient iiber einer oval geformten Zelle sorgt dafiir,
dass der dem Messkanal zugewandte Teil der Zellen eine groBere Geschwindigkeit
aufweist als der abgewandte Teil (siehe Abbildung 3.14). Der Geschwindigkeitsgradient
fiihrt dazu, dass die Langsachse einer Zelle sich zur fluidischen Achse ausrichtet.

/v(s)  v(s,)
/ )

1

\/

- -

\/

-

Abbildung 3.14: Darstellung der unterschied-
lichen Geschwindigkeiten an einer ovalen
Zelle in der Verjingung

Dieses Verhalten wurde von V. Kachel beobachtet und beschrieben [Kac9o]. Er unter-
suchte die Ausrichtung von Erythrozyten in der Verjiingung einer hydrodynamischen
Fokussierung. Die Zellen richten sich vollstindig bis zum Erreichen des Messkanals aus
(sieche Abbildung 3.15). Befinden sich die Zellen auf der fluidischen Mittelachse des
Messkanals, erfahren sie keine Scherkrifte, die die Ausrichtung der Zellen aufheben
konnte.
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Abbildung 3.15: Mikroskopaufnahme ausgerichteter Erythrozyten [PTB, Thom69]

Ausbildung eines parabelférmigen Stromungsprofils im Messkanal

Beim Ubergang der hydrodynamischen Fokussierung zum Messkanal hat sich noch
kein vollstindig parabelformiges Stromungsprofil ausgebildet. Das geschieht erst im
weiteren Verlauf des Messkanals stromabwarts (siehe Abbildung 3.16). Ist beim Einlauf
die Geschwindigkeit konstant iiber dem Einlassquerschnitt verteilt, braucht die Stro-
mung die Strecke s, um ein parabelformiges Profil auszubilden [Dilla85]:

s=0,06-D-Re. Gleichung 3.13

Die Strecke s hiangt also von der Reynolds-Zahl Re und dem Kanaldurchmesser D ab.
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Abbildung 3.16: Ausbildung
S > des parabelférmigen Stro-
mungsprofils

A

Bei einem Messkanaldurchmesser von D = 100 um und einer maximalen Stromungsge-
schwindigkeit vmax = 3000 mm/s ergeben sich fiir Wasser Werte fiir s von ca. 2 mm.
Wie in Abbildung 3.16 angedeutet, ist das Stromungsprofil am Eingang des Messkanals
nicht rechteckig, sondern hat sich schon durch den sich verjiingenden Trichter ansatz-
weise parabelformig ausgebildet. Daher kann die abgeschitzte Strecke s eher als Maxi-
mum angesehen werden.

3.4 Optische Grundlagen

Wichtig fiir die einwandfreie Funktion des Durchflusszytometers ist die GroBe des
Laserstahlquerschnitts im Messkanal und Intensititsverteilung im Laserstrahl. Mit
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Hilfe von Lichtwellenleitern, wie sie auch als Ubertragungsmedium in der Kommunika-
tionstechnik eingesetzt werden, lassen sich Lichtkegel erzeugen, die ein GauBsches
Intensitatsprofil haben [Vogo2]. Auch die Lichtauskopplung kann mittels Lichtwellen-
leiter erfolgen. In diesem Kapitel werden die fiir die Konstruktion des mikrostrukturier-
ten Durchflusszytometers notwendigen optischen Grundlagen erlautert.

Lichtwellenleiter

Das Grundprinzip der Lichtleitung in einem Wellenleiter beruht auf der Totalreflexion.
Optische Wellenleiter sind aus zwei koaxialen Glasschichten mit verschiedenen Brech-
zahlen aufgebaut. Der Kern hat dabei einen hoheren Brechungsindex als der Mantel, so
dass das Licht im Grenzbereich Kern-Mantel totalreflektiert wird. Ein gangiger AuBen-
durchmesser optischer Wellenleiter ist 0,125 mm. Die Kerndurchmesser liegen zwi-
schen ca. 3 um und 105 um [Vogoz2], [Hultg6].

Der Offnungswinkel und die Intensititsverteilung des aus einem Lichtewellenleiter
abgestrahlten Lichtes sind fiir den Einsatz entscheidende Parameter. Der Offnungswin-
kel ist gleich dem Winkel, innerhalb dessen ein Lichtstrahl auf die Stirnseite des Licht-
wellenleiters treffen muss, damit er im Kern weitergeleitet wird (Akzeptanzwinkel). Der
halbe Offnungswinkel 0 lisst sich aus den Brechzahlen des Mantels ny, des Kerns ng
und des umgebenden Mediums ny (im vorliegenden Fall entweder Luft, Wasser oder
ein Kklarsichtiger Kunststoff) herleiten (siehe Abbildung 3.17). Es gilt [Hultg6], [Vogo2]:

n, -sin=4/n; -n;, =NA, Gleichung 3.14

wobei NA die numerische Apertur ist. Fiir optische Wellenleiter wird oft anstatt der
Brechzahlen von Kern und Mantel die numerische Apertur NA angegeben. Typische
Werte fiir NA liegen im Bereich von 0,1 bis 0,3. Beispielsweise betrigt der volle Off-
nungswinkel einer optischen Faser mit einer numerischen Apertur von 0,22 in einem
klarsichtigen Kunststoff wie Polycarbonat (npc = 1,59) ca. 16°.

Fiir die Intensitatsverteilung des abgestrahlten Lichtes ist die Anzahl der iibertragenden
Moden wichtig. Die Anzahl der Moden p hangt von der Wellenlange A, dem Radius des
Kerns rgem und der numerischen Apertur der Faser ab. Ist

Tem oM Gleichung 3.15
A 4-NA

so ist der entsprechende Mode pu und hohere Moden nicht iibertragungsfahig [Blug8].
Eine Ausnahme bildet der Grundmode (1. Mode). Dieser ist immer iibertragungsfihig.
Werden 2 oder mehr Moden iibertragen, interferieren diese Moden. Das Interferenz-
muster bzw. die Intensitatsverteilung hangt von den Amplituden und der Phasenlage
der Einzelwellen ab (siehe Abbildung 3.17). Die Phasenlage verschiebt sich in Abhéin-
gigkeit der Kriimmungsradien des Wellenleiters. Zur Erzeugung eines stabilen Intensi-
tatsprofils konnen Multimodefasern in den mikrostrukturierten Analysechips nicht
eingesetzt werden.

Die Intensititsverteilung des Lichtes, das aus einer Monomodefaser austritt, lisst sich
mit einer GauBfunktion beschreiben [Baros]:
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2 2
I(X, Z)=Imax (y).exp(— X2+f j . Gleichung 3.16
c

Die Variablen x und z sind die Abstiande von der optischen Achse, Inmax(y) ist die maxi-
male Intensitat in einem bestimmten y-Abstand vom Faserende und o ist die Standard-
abweichung.

Aus der in Gleichung 3.16 gegebenen Definition fiir einen GauBschen Strahl ergeben
sich fiir x2+z2= 02 die 1/e2-Werte. Neben den 1/e2-Werten werden auch haufig die
vollen Halbwertsbreiten (FWHM) zur Charakterisierung einer GauBformigen Vertei-
lung angegeben. Um eine Einheitlichkeit zu schaffen, werden in dieser Arbeit die vollen
Halbwertsbreiten betrachtet. Bei einer GauBSfunktion besteht die Beziehung:

FWHM =+/8-In2 -0 ~2,355 0. Gleichung 3.17

A 1/e2-Werte
r
FWHM
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Mie-Streuung

Trifft eine elektromagnetische Welle auf ein Partikel, so wird sie gestreut. Bei Partikeln
mit linearen Abmessungen bis zu 1/20 der Wellenldnge entspricht die Winkelverteilung
des Streulichtes (Rayleighstreuung) der eines einzelnen oszillierenden Dipols. Fiir
kugelformige, nicht absorbierende Partikel mit Durchmessern, die grofer als 1/20 der
Wellenlidnge sind, kann die Streulichtverteilung mit Hilfe der Mie-Theorie, die von G.
Mie Anfang des 20. Jahrhundert entwickelt wurde, beschrieben werden [Misho2],
[Bohr83]. Bei Partikeln von mehreren Mikrometern im Durchmesser ist bei sichtbarem
Licht (A = ca. 400 — 800 nm) die Verwendung der Mie-Theorie erforderlich. Zur Be-
rechnung der Lichtstreuung an beliebig geformten Mikropartikeln, zum Beispiel an
Blutzellen, werden Finite-Elemente-Methoden (FEM) eingesetzt [Mishoo].

Charakteristisch fiir die Mie-Streuung ist, wie in Abbildung 3.18 gezeigt, die hohe In-
tensitit der Lichtstreuung in Vorwartsrichtung. Es sind die Intensitatsverteilungen von
nicht absorbierenden Polystyrolkiigelchen mit einem Durchmesser von 2 um, 5 um und
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20 um dargestellt. Dabei ist die Streuung in Vorwartsrichtung um mehrere GroBenord-
nungen groBer als die Streuung in die anderen Raumrichtungen. Zur Berechnung der
Streulichtverteilung wurde das von C. F. Bohren veroffentlichte Programm zur Berech-
nung der Mie-Streuung [Bohr83] verwendet (Brechungsindizes: npartikel = 1,5874,
NHao = 1,3317, Wellenldnge: 632,8 nm). Die Streulichtverteilungen sind in Polarkoordi-
naten gezeigt. Die Kreise geben dabei gleiche Streulichtintensititen an. Wegen der
verwendeten logarithmischen Skala nimmt zum nachsten Kreis die Intensitat um eine
GroBenordnung zu, d.h. die Skala variiert {iber insgesamt 6 Dekaden. Der Polarwinkel
andert sich von 0° (Vorwartsrichtung) bis 180° (Riickwartsrichtung).

=2 pm d =5 pum d =20 pm

dparnc\e partice

90° 90° a0°

Abbildung 3.18: Streulichtverteilung von Polystyrolkiigelchen verschiedenen Durchmessers
[PTB, Bra05]

3.5 Grundlagen zur Impedanzmessung

Eine durchflusszytometrische Impedanzmessung kann sowohl mit Gleichstrom als auch
mit Wechselstrom durchgefiihrt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wird ausschlieflich
Gleichstrom betrachtet.

Elektrolyse und Gasblasenbildung

Zur Verdiinnung der Probensuspension und als Hiillstrom wird physiologische Koch-
salzlosung verwendet. Diese hat eine NaCl-Konzentration von 0,154 mmol/l und einen
spezifischen Widerstand pgiek von ca. 0,5 m/S [Hamos].

Legt man an die in die physiologische Kochsalzlosung tauchenden Elektroden eine
elektrische Spannung, kommt es oberhalb einer bestimmten Spannung, der so genann-
ten Zersetzungsspannung, zur Elektrolyse und zu einem Stromfluss. An der Kathode
entsteht Wasserstoff gemaB der Reaktionsgleichung [Hamos]:

2H +2¢ > H,. Gleichung 3.18

An der Anode entsteht im Wesentlichen Chlorgas. Die Anodenreaktion ist gegeben
durch [Hamos]:
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2CI' - Cl,+2e". Gleichung 3.19

Die Zersetzungsspannung kann berechnet oder aus Tabellen abgelesen werden. Fiir die
physiologische Kochsalzlosung mit einem pH-Wert von 7 betragt sie ca. 1,8 V [Hamos].

Die produzierte Gasmenge Vgas kann mit dem Faradayschen Gesetz berechnet werden.
Es gilt [Hamos]:

[-t-V
VC, — mol .

as

Gleichung 3.20

wertig " LTFara

Dabei bedeuten I der Strom, t die Zeit, Vmo das Molvolumen von Gas (22,4 1/mol bei
einem Druck von 1013 hPa und einer Temperatur von 273 K), zwerig die Wertigkeit des
entstehenden Gases (2 bei Wasserstoff- und Chlormolekiilen) und Frara die Faradaykon-
stante (96485,3 C/mol).

Das entstehende Gas geht bei geringen Stromdichten in Losung. Erhoht man die
Stromdichte, kommt es zu einer Gasblasenbildung [Dink89].

Widerstande bei der Impedanzmessung

Der Klemmwiderstand Rxiemm an zwei in einen Elektrolyten tauchenden Elektroden
setzt sich aus den Ubergangswiderstinden der Elektrode-Elektrolyt-Grenzflichen
Rgrenz, dem Elektrolytwiderstand Rgex und dem Messwiderstand Ruyess Zusammen (siehe
Abbildung 3.19).

— 4 Mlemm

RGrenZ B RElek l RElek B RGrenz

Abbildung 3.19: Ersatzschaltbild des Klemmwiderstands

Die Ubergangswiderstinde der Elektrode-Elektrolyt-Grenzflichen Rgren, sind nicht
linear und von der elektrochemischen Reaktion, den Konzentrationen der beteiligten
Reaktanden und der Uberspannung abhiingig. Sie konnen nur mit detaillierten Kennt-
nissen dieser Parameter berechnet werden. Der Elektrolytwiderstand Rgek ist ein ohm-
scher Widerstand abhiangig vom spezifischen Widerstand priex des Elektrolyten, der
Linge des Stromwegs lgek und der Querschnittsfliche Agex von den Elektroden zur
Messstelle:

R

= i Gleichung 3.21
Elek — PElek A eichung 3.
Elek

Raess bezeichnet den Widerstand des Messraums ohne ein Teilchen.

35



3 Stand der Technik und Grundlagen

Widerstandsanderung beim Teilchendurchgang

Die Widerstandsanderung AR bei einem Teilchendurchgang hiangt auSer vom Volumen
Vreilchen auch von der Form des Teilchens und der Ausrichtung der Form zum elektri-
schen Feld ab. Die letzten beiden Parameter werden mit einem Formfaktor beschrieben
[Thom69]. Die prinzipiellen Zusammenhinge wurden von James Clerk Maxwell fiir
Suspensionen kugelformiger Teilchen beschrieben [Maxo4]. Der Formfaktor 1,5 fiir
eine Kugel erklirt sich wie folgt: Die Ausgangsgleichung ist der von Maxwell berechnete
spezifische Widerstand psys einer Suspension von Kugeln in einem sonst homogenen
leitfahigen Medium:

— 2pTeilchen +pE1ek +P (pTeilchen _pElek )
2pTeilchen +pE1ek -2P (pTeilchen -pElek )

Gleichung 3.22

Sus "PElek *

Dabei ist preichen der spezifische Widerstand der Teilchen, prex der spezifische Wider-
stand des Elektrolyten und P der Volumenfiillfaktor, definiert als:
V.

P—=_Teilchen Gleichung 3.23
VMess

Dabei bedeutet Vyess das Volumen des Messraums. Die Leitfahigkeit der Teilchen bzw.
Zellen ist gegeniiber der Leitfahigkeit des Elektrolyten wesentlich Kkleiner
(Preilchen >> prlek). Ferner gilt fiir groBe Verdiinnungen der Suspension P << 1. Dadurch
vereinfacht sich Gleichung 3.22 zu:

pSus ~ (1+%Pj ’ pElek . Gleichung 3.24

Der nach au8en messbare Widerstand Rg,s zwischen den Elektroden ergibt sich zu:

1
Ry, = pg - Gleichung 3.25
AMcss

Dabei ist luess die Lange des Messraums und Awmess der Querschnitt des Messraums. Setzt
man Gleichung 3.24 in Gleichung 3.25 ein, erhilt man:

1 3V

— __Mess = _'Teilchen

RSus A pElck 2 A2

Mess Mess

Prick —Ryess TAR Gleichung 3.26

und damit den Widerstand der Teilchen bzw. des Teilchens in der Suspension:

3V..
2 Teznlchen P - Gleichung 3.27
2 A

Mess

AR=

Maxwells Ansatz ergibt einen Formfaktor 1,5 fiir Kugeln. Die Formfaktoren fiir weitere
rotationssymmetrische Korper sind in Abbildung 3.20 dargestellt.
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Feldrichtung

! Abbildung 3.20: Formfaktoren fiir rotations-
a) 1,0 ¢).1,3 e)1,2

symmetrische Kdrper nach [Thom69]: a: lang
' gestreckter Korper entlang der elektrischen
' Feldrichtung ausgerichtet; b: Kugel; ¢, d:
_' : ey i Scheibe mit unterschiedlicher Orientierung
zur Feldrichtung; e, f: Modell fiir scheibenfor-

b) 1,5 d) 2,8 £) 2,9 mige Erythrozyten.

Aus Gleichung 3.26 sind drei entscheidende Fakten fiir die Impedanzmessung ersicht-
lich:

e Ist die Form und die Orientierung der Teilchen bekannt, kann aus der Wider-
standsdnderung auf das Volumen des Teilchens geschlossen werden.

e Die Widerstandsanderung ist umgekehrt proportional zum Quadrat des Quer-
schnittes des Messraums. Um ein gutes Signal-Rausch-Verhiltnis zu bekom-
men, muss der Messraum moglichst klein im Querschnitt gehalten werden.

e Die Widerstandsdnderung ist unabhingig von der Liange des elektrischen Feldes
im Messraum. Der Gesamtwiderstand jedoch hangt {iber Ryess von der Lange
des Messraums ab, und damit hiangt auch das Signal-Rausch-Verhéltnis von der
Lange des Messraums ab.

Die prozentuale Widerstandsianderung beim Durchgang eines Teilchens durch die
Messstelle kann abgeschitzt werden, indem man die Widerstandsdnderung spharischer
Korper aus Gleichung 3.27 mit dem Widerstand der Messzone ins Verhiltnis setzt:

AR 3 V. 3V

~ Teilchen Teilchen

) 2 . A ) 1Mess 2 VMess

Gleichung 3.28

Mess Mess

Die prozentuale Widerstandsanderung betragt bei einem 7-um-Kiigelchen und einem
Messraum von 100 X 100 X 50 um3 0,5 %o. Die zu erwartenden Signale sind also relativ
gering, aber dennoch gut messbar.
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4 Konzeptioneller Aufbau und Auswahl der Fer-
tigungsprozesskette

4.1 Konzeptioneller Aufbau des Analysechips

Die Probenzufiihrung muss derart gestaltet sein, dass die zu messenden Partikel ein-
zeln, auf prazisen Trajektorien und mit einem hohen Durchsatz (hohe Ziahlrate) die
Messstelle passieren. In der geschichtlichen Entwicklung der Durchflusszytometrie gab
es anfianglich Ansitze der Probenzufiihrung ohne Fokussierung. Dabei trat haufig das
Problem der Verstopfung des Messkanals auf [Melago]. Aus diesem Grund wird eine
Probenzufiihrung ohne Fokussierung fiir die Analysechips nicht verfolgt. Elektrokineti-
sche Fokussierungen zeigen bei niedrigen Stromungsgeschwindigkeiten gute Ergebnis-
se (siehe Kapitel 3.1, Seite 16). Die sehr geringen Stromungsgeschwindigkeiten und
damit verbundenen geringen Zahlraten widersprechen dem Grundgedanken der Durch-
flusszytometrie von einem hohen Probendurchsatz. Auch diese Art der Fokussierung
wird daher fiir weitere Uberlegungen nicht betrachtet. Eine 1-dimensionale hydrody-
namische Fokussierung bietet sich fiir lithographische Fertigungsverfahren an und wird
daher bei vielen mikrostrukturierten Durchflusszytometern eingesetzt. Damit konnen
jedoch die zu messenden Zellen nicht auf einen Querschnitt von 5x 5 um2 in einem
100 x 100 um?2 groBen Messkanal fokussiert werden. 2-dimensionale hydrodynamische
Fokussierungen dagegen haben seit langem in kommerziellen Durchflusszytometern
ihre Funktionsfahigkeit bewiesen. Diese Art der Probenzufiihrung soll deshalb in die
mikrostrukturierten Durchflusszytometer iibertragen werden. Die detaillierte Ausfiih-
rung des fluidischen Systems ist in Kapitel 5 (Seite 60) dargestellt.

Mit montierten Lichtwellenleitern konnen optische Signale in den Analysechip ein- und
ausgekoppelt werden, ohne dass optischen Flachen in der Mikrostruktur geschaffen
werden miissen. Aus diesem Grund empfiehlt sich dies fiir den Bau der ersten Labor-
muster. Der Analysechip muss bei einer Freistrahloptik reproduzierbar und prazise zu
den im peripheren Aufbau optischen Einheiten positioniert werden. Ist dies gewihrleis-
tet, kann der Analysechip leicht ausgetauscht werden. Der optische Strahlengang kann
im Analysechip durch Komponenten wie Linsen oder Spiegel geformt werden. Durch
integrierte Fertigung der optischen Komponenten ist kein erhohter Montageaufwand,
wie er durch das Einlegen von zum Beispiel Lichtwellenleitern entsteht, erforderlich.
Langfristig und fiir eine Serienproduktion eines Einweg-Chips ist der Ubergang zu einer
Freistrahleinkopplung sinnvoll. Im Rahmen dieser Dissertation werden Lichtwellenlei-
ter ohne weitere mikrooptische Komponenten verwendet. Die Freistrahloptik wird
durch die direkte Auskopplung der Fluoreszenz senkrecht zur Fiigeebene und durch die
Lichtauskopplung in der Fiigeebene mit einem 45°-Spiegel realisiert und getestet.
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Die Impedanzmessung wird im ersten Ansatz mit montierten Nadelelektroden reali-
siert. Auf Grund der Problematik der Gasblasenbildung an den Elektroden werden im
zweiten Ansatz grofflachige Elektroden auBerhalb des Analysechips eingesetzt.

Fiir eine 2-dimensionale hydrodynamische Fokussierung ist eine geschlossene prizise
3-dimensionale Kanalstruktur mit Freiformflichen notwendig. Derartige Strukturen
miissen durch Zusammenfiigen zweier mikrostrukturierter Bauteile (Deckel und Bo-
den) gefertigt werden. Der Aufbau der Analysechips besteht aus einem 20 x 20 mm?2
groBen Deckel und einem Boden. In beide Komponenten werden Strukturelemente
untergebracht. Daher miissen diese Komponenten prazise durch Zentrierbolzen ausge-
richtet und gefiigt werden. Die Analysechips miissen auf Grund des optischen Messver-
fahrens aus einem klarsichtigen Kunststoff hergestellt sein. Der Aufbau der mikrostruk-
turierten Durchflusszytometer ist in Abbildung 4.1 zu sehen.

elektrolytischer
Anschluss fiir
Impedanzmessung

Abfluss

Probenstromeinlass

Hiillstromeinlass

eingelegte
Elektrode

o-dimensionale
hydrodynamische
Fokussierung

eingelegte
Lichtwellenleite

Abbildung 4.1: Konzeptioneller Aufbau des Analysechips

Der gewdhlte Aufbau erlaubt eine modulare Erweiterung der Funktion. Ein Mischer zur
Probenvorbereitung kann direkt auf dem Analysechip oder in einer zweiten Fiigeebene
dem Durchflusszytometer vorgeschaltet werden. Dadurch lassen sich groBe Totvolumi-
na vermeiden und die Probe kann nach dem Farbeschritt ohne zusitzlich vergroBerte
Kontaktflache in den Analyseteil des Mikrochips eingebracht werden.

Eine modulare Erweiterung ist also durch Anfiigen weiterer Mikrochips und durch die
Integration weitere Funktionselemente auf dem eigentlichen Analysechip moglich.
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4.2  Ubersicht Fertigungsstrategien

Die Analysechips werden zu Testzwecken in der Entwicklungsphase in Kleinstserien
gefertigt. In dieser Phase miissen sich konstruktive Anderungen schnell umsetzen
lassen. Gleichzeitig soll die Entwicklung auf einen Einweg-Analysechip in Serienferti-
gung hinauslaufen. Die Fertigungsprozesse miissen daher das Potenzial zu einer Serien-
fertigung mit hohen Stiickzahlen enthalten. Fertigungsverfahren wie das Rapid-
Prototyping, das direkte Frasen der Komponenten oder das direkte Erstellen mit litho-
graphischen Methoden werden daher nicht in Betracht gezogen.

Alternativ zur direkten Herstellung konnen Formeinsitze gefertigt werden, mit denen
in einem Replikationsprozess die Einzelkomponenten des Analysechips (Deckel und
Boden) abgeformt werden. Diese werden mit geeigneten Montage- und Filigeverfahren
zu funktionsfdhigen Analysechips verbunden. In der Konstruktion sind Hinterschnei-
dungen zu vermeiden, um die Massenproduktion einfach zu gestalten.

Abbildung 4.2 zeigt die Auswahlmdoglichkeiten der Fertigungsprozesskette.

Strukturgebendes Replikationsverfahren Verfahren zum Fiigen
Verfahren zur Ferti- [:> zur Fertigung der [:> der Analysechips
gung des Formwerk- Einzelkomponenten

zeugs

o Ultraprézisions- e SpritzgieBen e Ultraschallschwei-

Frasen e HeiBprigen Ben

o LIGA-Technik e Softlithographie e Autoadhision

o Siliziumétztechnik e Laserdurchstrahl-

e Mikrofunkenerosion schweiBen

e Laserablation e Kleben

o Elektrochemische e Mechanische Ver-
Mikrobearbeitung bindungstechniken

Abbildung 4.2: Auswahlmdglichkeiten der Fertigungsprozesskette

4.3 Auswahl des Fertigungsverfahrens des Formwerkzeugs

Anforderungen an den Formeinsatz zur Herstellung der Analysechips

Es soll ein Formeinsatz gefertigt werden, mit dem sich die Analysechips in einem Repli-
kationsverfahren abformen lassen. Ein solcher Formeinsatz muss folgenden Anforde-
rungen geniigen:
e Eine 2-dimensionale hydrodynamische Fokussierung erfordert eine 3-
dimensionale Freiform-Flachenstruktur.
e Die Fluidkanile haben einen minimalen Querschnitt von 30 x 50 um2 und eine
maximale Strukturhohe von bis zu 1 mm.
¢ Die maximale Fertigungstoleranz darf +1 um nicht {iberschreiten.
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e Die mittlere Rautiefe R, der fiir die optische Messung relevanten Flachen muss
kleiner 150 nm sein. Bei hohen Anforderungen an das optische Messsystem diir-
fen die mittleren Rautiefen maximal 5 nm sein.

e Das Fertigungsverfahren des Formwerkzeugs muss auf Werkstoffe, die hohe
Standzeiten garantieren, angewendet werden konnen.

e Essind kurze Fertigungszeiten anzustreben.

Ultra-Préazisionsfrasen

Ultra-Prazisionsfrasen unterscheidet sich vom konventionellen Frasen in der erreichba-
ren minimalen StrukturgroBe, der erreichbaren Fertigungstoleranz und der erreichba-
ren Oberflichenqualitit. Die im Weiteren vorgestellten Arbeiten wurden mit einer
Ultra-Prazisionsfrasmaschine der Firma LT Ultra-Precision Technology GmbH ausge-
fiihrt (siehe Abbildung 4.3). Die Maschine weist alle Elemente auf, die fiir die Prazisi-
ons-Spanabhebung notwenig sind: Maschinenaufbau aus Granit fiir einen sehr steifen,
schwingungsarmen Aufbau mit geringem thermischen Ausdehnungskoeffizient, hydro-
statische Lagerung der drei Linearachsen, GlasmaBstibe mit einer Auflosung von
10 nm, linear angetriebene Achsen und aerostatisch gelagerte Frasspindeln. Die Ma-
schine ist mit zwei vertikalen Achsen mit je einer Spindel ausgestattet. Eine Spindel (bis
4000 U/min) wird als Flycutter verwendet, mit der sich plane Oberflaichen mit opti-
scher Qualitat (Rauheit R, < 10 nm) bis zu einem Durchmesser von 180 mm herstellen
lassen. Die hochdrehende Spindel (bis 150.000 U/min) wird fiir das Kontur- und Struk-
turfrisen eingesetzt.

Abbildung 4.3: Ultra-
Prazisionsfrasmaschine

\ Flycutter zu :
Planfrasen

Mit dem Konturfrisen konnen wie beim konventionellen Friasen 3-dimensionale Frei-
formflachen erzeugt werden. Freiformflachen fiir die hydrodynamische Fokussierung
werden mit einem Radiusfraser rasterformig abgefahren. Die erreichbare Strukturgrofe
liegt im unteren Mikrometerbereich. Im Wesentlichen ist sie durch den Durchmesser
der verwendeten Friser bestimmt. Die kleinsten derzeit kommerziell erhiltlichen Fra-
ser haben einen Durchmesser von 40 pum (Hitachi Tool Engineering Europe GmbH).
Der minimale Fraserdurchmesser gibt die Innenkantenverrundung bzw. die kleinsten
frasbaren Nuten des Frasteils vor. Stege konnen bis zu einem Aspektverhiltnis von
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Hohe zu Breite von ca. 10:1 gefrast werden. Bei Nuten ist das Aspektverhiltnis durch
die Linge des Frisers beschrankt. Aspektverhaltnisse von Mikrofrasern liegen zwischen
2:1 und 5:1. Die Lagegenauigkeit der Strukturen liegt unter einem Mikrometer. Durch
die sehr kleinen Friser spielt die Fraserabdriangung eine wichtige Rolle. Die Seitenwin-
de des Fristeils konnen mit der Spindel nach eigenen Erfahrungen (siehe Kapitel 8.2,
Seite 124) nur mit einer Abweichung von der Senkrechten von 2 bis 7° je nach Werk-
stoffs gefertigt werden. Bei Messing werden Abweichungen von 2° bis 5° erreicht, bei
hochfestem Aluminium und vorvergiitetem Werkzeugstahl betragen die Abweichung
zwischen 4° und 7°. Die Schrige kann beim Entformen des Kunststoffbauteils als
Formschrige genutzt werden. Sie muss jedoch bei der Auslegung der einzelnen Funkti-
onselemente mit berticksichtigt werden (siehe Abbildung 4.4).

Abweichung bei senkrechten

min Eckenradius 25 um ) )
Seitenwiinden von 1° - 7°

Aspektverhiltnis
von Héhe zu Breite
__bei Stegen max. 10:1

e

//Aspektverhéltnis
von Hohe zu Breite

“~_bei Nuten max. 5:1 Abbildung 4.4: Charakteristi-
sche Merkmale eines mit
Nt Nt A i Ultra-Prazisionsfrasen gefer-

tigten Formwerkzeugs

Als Werkzeuge werden sowohl Vollhartmetall-Werkzeuge (VHM-Werkzeuge) als auch
Diamantwerkzeuge eingesetzt. Mit VHM-Werkzeugen konnen Oberflichenqualitdten
bis in den Bereich von R, =100 nm gefriast werden. Mit monokristallinen Diamant-
werkzeugen lassen sich optische Oberflichen herstellen. Diamantwerkzeuge werden zur
Zeit mit minimalen Durchmessern von ca. 100 um angeboten (siehe Abbildung 4.5).

2000 utl

Abbildung 4.5: Werkzeuge zum Konturfrasen: links VHM-Werkzeuge, rechts REM-Aufnahme
einer Schneide eines Diamantwerkzeugs

Die frasbaren Werkstoffe unterscheiden sich nicht von denen, die mit konventionellen
Maschinen bearbeitet werden konnen. Diamantwerkzeugen eignen sich wegen der
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hohen Kohlenstoffaffinitit nicht zum Friasen von Eisenwerkstoffen. Mit VHM-
Werkzeugen lassen sich dagegen auch vorvergiitete Werkzeugstédhle bearbeiten, wie sie
fiir den Bau von Spritzgusswerkzeugen eingesetzt werden.

Die schnelle Fertigstellung eines ultra-prazisionsgefrasten Formeinsatzes ist ein ent-
scheidender Vorteil. Typische Zeiten fiir die Fertigung eines Formeinsatzes wie in
Abbildung 4.6 gezeigt, betragen wenige Arbeitstage. Dadurch lassen sich in der Ent-
wicklungsphase schnell neue Versionen von Labormustern aufbauen.

Es ist nicht bekannt, dass das Ultra-Prézisionsfrasen zum Aufbau eines mikrostruktu-
rierten Durchflusszytometers eingesetzt wird.

Abbildung 4.6: Ultra-
prazisionsgefraster Formein-
satz (& 100 mm) zum Heil3-
pragen thermoplastischer
Kunststoffe

LIGA-Technik

Die LIGA-Technik ist eine Abfolge verschiedener Mikrotechniken (Lithographie, Gal-
vanik, Abformung) zur Fertigung hochst praziser Mikrobauteile. Mit lithographischen
Verfahren werden 2V2-dimensionale Mikrostrukturen in einem Photolack (Resist) mit
definierter Hohe erzeugt. Diese Strukturen werden anschlieBend galvanisch zu Form-
einsitzen gefertigt und in einem abschieBenden Fertigungsschritt in Kunststoff iiber-
tragen [Ehro2], [Menzos].

Der LIGA-Prozess ist nur mit einem hohen apparativen Aufwand durchzufiihren. Das
Fachgebiet Mikro- und Feingerite nutzt die Reinriume des Anwenderzentrums Mikro-
technik (AZM) der BESSY GmbH mit entsprechender Ausstattung. Die Belichtungen
fiir diinnere Photolacke werden mit UV-Licht an einem Maskaligner der Firma Siiss
MicroTec AG (MA6) durchgefiihrt werden. Zur Tiefenlithographie mit Syn-
chrotronstrahlung stehen zwei Belichtungseinrichtungen am Elektronenspeicherring
der BESSY GmbH zur Verfiigung. Die Formeinsidtze werden in Nickel- und Nickel-
Eisen-Galvanikbadern der Firma Mikro- und Oberflachentechnik GmbH elektroche-
misch abgeschieden.

3-dimensionale Freiformflachen lassen sich mit der LIGA-Technik nicht erzeugen.
Durch einen schichtweisen Aufbau mit Wiederholung einiger Prozesse lassen sich
jedoch Mikrostrukturen mit unterschiedlichen Hohenniveaus aufbauen. Der Zeitauf-
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wand und die Fehlerquote steigen jedoch mit der Anzahl der durchgefiihrten Einzel-
schritte. Die Tatsache wirkt sich als starker Nachteil zur Fertigung des Formwerkzeugs
aus. Die hydrodynamische Fokussierung ist das entscheidende Funktionselement, das
3-dimensionale Flichen erfordert. Andere Funktionselemente wie die optische Mess-
stelle oder die Imdepanzmessung kommen mit 2Y2-dimensionalen Strukturen aus.
Durch eine Kombination mit anderen Fertigungsverfahren kann dieser Nachteil ausge-
glichen werden.

Mit der LIGA-Technik kann eine hohe Variation der Formen erreicht werden. Innen-
kanten konnen spitzwinklig mit einem Radius von weniger als 1 um hergestellt werden.
Die minimale Strukturbreite ist im Wesentlichen durch die Strukturhéhe und die fiir
die Belichtung verwendete Wellenldnge bestimmt. Durch die Verwendung kurzwelligem
Rontgenlichtes konnen Strukturhohe von 1000 um bei nahezu senkrechten Seitenwén-
den erreicht werden. Dabei konnen Fertigungstoleranzen unter einem Mikrometer und
optische Oberflichenqualitdten (R, = 20 nm) erreicht werden. Das maximal erreichbare
Aspektverhaltnis von Hohe zu Breite von Stegen in einem Formwerkzeug liegt bei 30:1,
von Nuten bei 10:1 (siehe Abbildung 4.7). Durch diese hohe Fertigungsqualitit bietet
sich die LIGA-Technik zu Fertigung optischer Funktionselemente an.

senkrechte Seitenwiinde

Aspektverhiltnis
- . : ! von Héhe zu Breite
Eckenradius > 1 ym 2 bei Stegen max. 30:1

|, min. Stegbreite
| \>1um

unterschiedliche / \[ . Aspektverhiltnis . L
Héhenniveaus / von Hohe zu Breite Abbildung 4.7: charakteristi-
i O bei Nuten max. 10:1 sche Merkmale einer mit
herstellbar _ ' LIGA-Technik gefertigten

min. Nutbreite > 1 um
Formwerkzeugs

Werden die Formeinsitze mit einer Nickel-Eisen-Galvanik aufgebaut, konnen Festig-

keiten und Harten erreicht werden, die im Bereich gehirteter Stahle liegen. Insofern

konnen solche Formeinsatze auch in einem Spritzgusswerkzeug eingesetzt werden.

In Vorarbeiten wurde ein HeiBprigestempel mit Hilfe der LIGA-Technik aufgebaut
[Tucho4] (siehe Abbildung 4.8). Mit Hilfe dieses Werkzeugs wurden die ersten mikro-
strukturierten Durchflusszytometer aufgebaut (siehe Abbildung 3.4). Der Zeitaufwand
zur Fertigstellung eines solchen Werkzeugs ist auf Grund der Vielzahl aufeinander
folgender Prozessschritte groB. Von der Erstellung der Maske bis hin zum fertigen
Werkzeug muss ein Zeitraum von mindestens. 4 Wochen eingeplant werden. Dieser
relativ lange Fertigungsprozess wirkt sich nachteilig fiir eine schnelle Entwicklung aus.
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Abbildung 4.8: LIGA-HeilRpragestempel
[Tuch04]

Die LIGA-Technik wird offensichtlich wegen des hohen Fertigungsaufwand nur selten
fiir die Fertigung mikrostrukturierter Durchflusszytometer eingesetzt [Becko2],
[Mohro2].

Silizium-Mikrotechnik

Silizium-Mikrotechniken sind in der Mikrotechnik weit verbreitet. Dementsprechend
grof3 ist auch die Anzahl der mit dieser Technik aufgebauten mikrostrukturierten
Durchflusszytometer [Altg7], [Blang8], [Wolfoo], [Wolfo3], [Sob93], [Wano3],
[Veros], [Beckoz2].

Zunachst wird auf dem Siliziumwafer eine atzresistente strukturierte Maske aufge-
bracht. Anschliefend kann Silizium entweder trocken oder nasschemisch geatzt wer-
den. Das Nassitzen mit Kalilauge (KOH) ist ein anisotroper Vorgang. Daher muss die
Kristallausrichtung des Wafers beachtet werden. Haufig genutzt wird die 100-Richtung.
In dieser Atzrichtung entstehen die fiir das Siliziumétzen typischen V-formigen Kanal-
strukturen [Menzos). Wird die 111-Richtung als Atzstopp verwendet, erreichen diese
Flachen optische Qualitat. Mit dem Bosch-Prozess (spezieller Trockenitzprozess) kon-
nen in Silizium durch abwechselnde Atz- und Passivierungsschritte Strukturen mit
senkrechten Seitenwinden hergestellt werden. Bei diesen Strukturen kénnen Aspekt-
verhéltnisse von 30:1 mit optischen Oberflichen und senkrechten Seitenwinden er-
reicht werden. Dariiber hinaus ist eine hohe Variabilitidt der Formen mdoglich. Kanten
konnen mit Radien kleiner als 1 um ausgefiihrt werden [Menzos], [Ehro2].

Die Herstellung 3-dimensionaler Freiformflachen ist auf Grund der Monokristallinitat
des Siliziums und den an der Kristallrichtung orientierten erzeugten Oberflachen nicht
moglich. Durch mehrfachen Prozessdurchlauf kénnen unterschiedliche Hohenniveaus
erreicht werden. Minimale StrukturgroBe und Fertigungstoleranz werden im Wesentli-
chen von der lithographisch aufgebrachten Atzmaske bestimmt.

Silizium eignet sich nur bedingt als Werkzeugmaterial fiir die Kunststoffabformung. Als
Formeinsatz beim HeiBpriagen kann es bei niedrigen Aspektverhiltnissen eingesetzt
werden. Als Formeinsatz in SpritzgieBwerkzeugen wird es nicht verwendet. Zur Ferti-
gung eines widerstandsfihigeren Formwerkzeugs kann ein strukturiertes Silizium-
formwerkzeug nach einer Oberflichenmetallisierung galvanisch abgeformt werden.
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Mikrofunkenerosion

Mit der Funkenerosion lassen sich alle elektrisch leitfahigen Materialien bearbeiten.
Die auftretenden Prozesskrifte durch den Spiildruck sind dabei sehr klein und unab-
hangig von der Harte des Werkstoffs. Es lassen sich daher auch harte und verschleiB-
arme Stdhle bearbeiten. Durch den thermischen Energieeintrag kommt es zu einer
Veranderung der obersten Materialschichten (meist mehrere Mikrometer). Die Spalt-
breiten betragen ca. 20 um [Menzos]. Aus dieser Tatsache wird deutlich, dass der
erreichbaren minimalen Strukturbreiten Grenzen gesetzt sind.

Eine Strukturierung kann durch relatives Verfahren des Werkzeugs durch das Werk-
stiick erfolgen. Dadurch lassen sich 3-dimensionale Strukturen problemlos erzeugen.
Durch die Funkenentladung findet neben dem Abtrag am Werkstiick auch ein Ver-
schleiB des Werkzeugs statt. Die erreichbaren Oberflichenqualititen liegen im Bereich
von R, = 300 nm. Optische Flachen lassen sich nicht erzeugen.

Es ist nicht bekannt, dass Mikrofunkenerosion zur Fertigung eines mikrostrukturierten
Durchflusszytometers eingesetzt wird.

Laserablation

Der Begriff Laserablation bezeichnet einen kontrollierten Materialabtrag, der mittels
eines gepulsten Laserstrahls stattfindet. Das Material wird im Laserfokus aufgeschmol-
zen und verdampft. Auf Grund der sehr kurzen Pulse (im Piko- und Femtosekundenbe-
reich) ist die Beeinflussung bzw. Veranderung des Werkstoffs deutlich geringer als beim
Erodieren [Kraco4]. Durch das Aufschmelzen und Austreiben des Werkstoffs kann es
zu storenden Schmelzaufwiirfen kommen.

Mit der Laserablation konnen die meisten Materialien bearbeitet werden. Insbesondere
konnen auch in gehirtete Werkzeugstihle fiir den Kunststoffspritzguss 3-dimensionale
Strukturen hergestellt werden. Oberflichenqualitidten sind im Bereich von R, 1,0 —
1,5 um erreichbar [Kraco4].

Mit der Laserablation kann nicht die Oberflichenqualitit der Ultra-
Prazisionsfrasverfahren erreicht werden. Diesbeziiglich ist das Ultra-Prazisionsfrasen
das derzeit weiter entwickelte Verfahren. Als Fertigungsverfahren fiir mikrostrukturier-
te Durchflusszytometer wird die Laserablation bisher nicht eingesetzt.

Elektrochemische Mikrobearbeitung

Bei diesem Verfahren wird ein kathodisch gepoltes Werkzeug in ein anodisch gepoltes
Werkstiick eingesenkt. Durch elektrochemische Reaktionen 16st sich der Werkstoff der
Anode auf. Mit diesem Verfahren konnen viel Stahllegierungen unabhingig von der
Hirte bearbeitet werden. Ein VerschleiB des Werkzeugs tritt nicht auf. Es lassen sich 3-
dimensionale Formflachen erzeugen.

Die erreichten Genauigkeiten liegen bei wenigen Mikrometern, die Kantenradien bei
minimal 1 um. Aspektverhiltnis von 10:1 und mittlere Rautiefen von 200 nm kénnen
erreicht werden. Die Abtragsraten liegen im Bereich von 1 um/s [Kiro1]. Bislang wur-
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den keine mikrostrukturierten Durchflusszytometer mit diesem Fertigungsverfahren
realisiert.

Bewertung der Fertigungsverfahren

Das Ultra-Prazisionsfrasen hat zwei entscheidende Vorteile: Die Fertigungsdauer ist
wesentlich kiirzer und es lassen sich damit echte 3-dimensionale Strukturen erzeugen.
Die Nachteile der Innenkantenverrundung konnen durch konstruktive MaBnahmen
teilweise beseitigt werden. Die Oberflachengiite mit VHM-Werkzeugen gefraster Fla-
chen ist fiir das optische Messsystem ausreichend und kann durch den Einsatz von
Diamantfrasern deutlich verbessert werden. Insofern bietet dieses Fertigungsverfahren
alle Voraussetzungen zur Fertigung eines Formeinsatzes fiir mikrostrukturierte Durch-
flusszytometer.

In Vorarbeiten wurden mikrostrukturierte Durchflusszytometer mit Hilfe der LIGA-
Technik gefertigt. Die Technologie steht der Arbeitsgruppe des Fachgebiets Mikro- und
Feingerite zur Verfiigung. In Vorbereitung ist eine Kombination aus Ultra-
Prazisionsfrasen und LIGA-Technik zur Fertigung eines Formwerkzeugs mit hochsten
Anspriichen. Freiformflichen werden mit Ultra-Prazisionsfrasen erzeugt. Mit LIGA-
Technik werden Strukturen mit ideal senkrechten Seitenwianden, optischer Oberfla-
chenqualitit, sehr hohen Aspektverhiltnissen und scharfe senkrechten Innenkanten
gefertigt.

4.4  Auswahl eines Replikationsverfahrens zur Herstellung
der Chipkomponenten

Das Replikationsverfahren muss folgenden Anforderungen geniigen:

e Geeignet fiir eine Stiickzahl von 100: Fiir den Aufbau der Labormuster und zu
Testzwecken (Montage, Fiigen, Einzelfunktionstests) wird eine entsprechende
Anzahl Analysechips benotigt.

e Einfache Fertigung des Formwerkzeugs: Der gefertigte Formeinsatz soll sich
moglichst einfach und zeitsparend in ein entsprechendes Aufnahmewerkzeug
integrieren lassen. Dies ist gerade in der Entwicklungsphase mit haufig wech-
selnden Designs von hoher Bedeutung.

e Anwendbar auf klarsichtige Thermoplaste wie zum Beispiel Polycarbonat (PC)
oder Polymethylmethacrylat (PMMA).

e Potential zur Produktion hoher Stiickzahlen

HeilRpragen

Das Ausgangsmaterial beim HeiBpragen von Mikrostrukturen sind Platten und Folien
aus thermoplastischen Kunststoffen. Diese werden in dem Priagewerkzeug bis zu einer
Temperatur oberhalb der Erweichungstemperatur, typisch 50 — 100 K iiber der Glas-
iibergangstemperatur, erwiarmt. In diesem Bereich besitzt das Material eine hohe
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Formanderungsfahigkeit. Sobald die gewiinschte Temperatur erreicht ist, wird das
Werkzeug unter geregeltem Kraftverlauf in den Kunststoff eingepresst. AnschlieBend
wird das Substrat bis unter die Glastemperatur abgekiihlt, die Form geoffnet und das
fertige Substrat entformt (siehe Abbildung 4.9) [Menzos], [Ehro2].

Aufheizen Einpragen Entformen

Abbildung 4.9: Darstellung eines Heil3prageprozesses: Aufheizen des Pragestempels, Einpres-
sen in den weichen Kunststoff, Abkihlen und Entformen.

Beim HeiBpragen ist die Erzeugung von Hinterschnitten nicht moglich. Die maximal
abformbaren Aspektverhiltnisse hangen von der Festigkeit und den Adhisionskraften
des Formeinsatzes und des Kunststoffs ab. Sprode Kunststoffe lassen sich schlechter
entformen als zdhe. Unter guten Voraussetzungen konnen Aspektverhiltnisse von bis
zu 5:1 abgepragt werden.

Ein Durchprigen (Erzeugung von Durchgangslochern im Substrat) ist ebenfalls nicht
moglich. Der Kunststoff wird bei endlichen Pragekraften nicht soweit seitlich abflieBen
konnen, dass ein gratfreies Durchgangsloch entsteht [Woro3]. Durchgangslocher, wie
sie insbesondere fiir die Fluidikanschliisse notwendig sind, miissen in einem nachfol-
genden Bearbeitungsschritt gebohrt werden.

Da die Luft aus den Sacklochern beim Priagen nicht Entweichen kann, muss zur voll-
standigen Fiillung des Pragestempels der Prozess unter Vakuum (< 1 hPa) durchgefiihrt
werden.

Ein HeiBpragezyklus dauert typischerweise bis zu 20 min. Ca. 2/3 dieser Zeit nimmt
das Aufheizen und Abkiihlen in Anspruch. Fiir Kleinserien bis ca. 500 Bauteile ist diese
Zykluszeit ein akzeptabler Wert. Durch die Erhohung der Anzahl der Formnester kann
die Produktivitat gesteigert werden. Auf einem Pragestempel mit 125 mm Durchmesser
konnen bis zu 9 Formnester mit der GroBe der Analysechips untergebracht werden. Die
Bauteile miissen nach dem HeiBBpragen vereinzelt werden. Dem Fachgebiet Mikro- und
Feingerite nutzt im AZM der BESSY GmbH eine HeiBpriageanlage der Firma Jenoptik
Mikrotechnik GmbH (HEXo03). Mit dieser Maschine konnen Formeinsiatze bis zu
125 mm Durchmesser abgeprigt werden.

Fiir ein HeiBpragewerkzeug ist der einfache Werkzeugaufbau bezeichnend. Neben den
eigentlichen Formnestern bzw. dem Formeinsatz brauchen keine weiteren Funktions-
elemente wie Auswerferstifte oder Heizelemente in den HeiBpragestempel integriert zu
werden. Die Heizung ist maschinenseitig eingebaut. Die Entformung geschieht von
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Hand. Der einfache Werkzeugaufbau ist in der Entwicklungsphase, in der schnell neue
Designs umgesetzt werden, ein entscheidender Vorteil.

Spritzgiel3en

Das SpritzgieBen ist ein vollautomatisches Fertigungsverfahren fiir Serien- und Mas-
senproduktion. Es wird plastifizierter Kunststoff unter hohem Druck in ein Formnest
eingespritzt und kiihlt dort ab. Das Werkzeug wird im Gegensatz zum HeiBpriagen auf
einer konstanten Temperatur unter der Erweichungstemperatur des eingespritzten
Kunststoffs gehalten. Aus diesem Grund konnen wesentlich kiirzere Zykluszeiten (we-
nige Sekunden) als beim HeiBpragen erreicht werden. Die Anzahl der Formnester liegt
beim Mikrospritzguss meist zwischen 1 und 8.

Mikrospritzguss wird im AZM der BESSY GmbH auf einer Mikrospritzgussmaschine
der Firma Battenfeld Kunststoffmaschinen Ges.m.b.H. (Microsystem 50) durchgefiihrt.
Samtliche Achsen dieser Maschine sind elektrisch angetrieben und besitzen daher eine
groBere Dynamik und Genauigkeit als hydraulisch angetriebene Achsen. Die Maschine
spritzt nicht wie bei konventionellen Maschinen iiblich mit der Schnecke ein, sondern
besitzt einen speziellen Dosier- und Spritzkolben. Nur so lassen sich die auf Grund der
schnellen Abkiihlzeiten bei Mikrobauteilen erforderlichen hohen Einspritzgeschwin-
digkeiten realisieren.

Die Bauteile werden vollautomatisch entformt. Dazu miissen im Werkzeug Auswer-
ferstifte integriert sein. Beim Auswerfen konnen die Bauteile vom Anguss getrennt
werden. Durch einen komplexen Werkzeugaufbau ist es beim SpritzgieBen moglich,
Hinterschneidungen und Durchgangslocher herzustellen. Somit entfillt eine Nachbear-
beitung. Durch die Funktionen, die fiir einen automatisierten Prozess notwendig sind,
ist der Werkzeugaufbau eines Spritzgusswerkzeugs wesentlich aufwindiger als der
eines HeiBpragestempels.

Softlithographie

Alternativ fiir die Prototypenfertigung wird haufig das Verfahren der Softlithographie
verwendet. Softlithographie ist ein Replikationsverfahren, das wegen seiner Einfachheit
oft zur Fertigung mikrostrukturierter Durchflusszytometer eingesetzt wird [Parko4],
[Raoo4], [Fuo2], [Sohnoo], [Claio1], [Tayos5], [Wango4], [Weigo3], [Krao2], [Ya-
mao2], [Beckoz2], [Kriio2], [Fugg], [Gawo1], [Cheuos], [Lino2], [Lino3], [Dittoz2],
[Vero3]. Der Strukturiibertrag wird mit Polydimethylsiloxan (PDMS) durchgefiihrt.
PDMS ist ein dem Silikon dhnliches Material, chemisch inert, transparent und elas-
tisch. Es kann leicht in eine Form gegossen werden und durch seine Elastizitat gut
entformt werden [Menzo5]. Entweder wird das strukturierte PDMS direkt als Bauteil
eingesetzt oder es kann als Stempel (Silikonmaster) fiir weitere Abformungen verwen-
det werden [Xiag8]. Bei der direkten Verwendung des PDMS als Bauteil konnen zwar
hohe Abformgenauigkeiten erreicht werden, jedoch miissen die spezifischen Material-
eigenschaften des PDMS (zum Beispiel sehr geringer Elastizitats-Modul (E-Modul),
transparente optische Eigenschaften) akzeptiert werden.
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Wird das PDMS als Stempel verwendet sind den abformbaren Aspektverhiltnissen
(< 1:1), erreichbaren Genauigkeiten und durchfiihrbaren Zykluszahlen deutliche Gren-
zen gesetzt [Menzos].

Bewertung des Replikationsverfahrens der Analysechips

Die Entscheidung Hei3pragen oder SpritzgieBen wird im Wesentlichen in Abhangigkeit
der angestrebten Stiickzahl der zu fertigenden Bauteile getroffen. Im Rahmen dieser
Arbeit werden Prototypen in Kleinstserien aufgebaut. Der deutlich reduzierte Aufwand
bei der Werkzeugfertigung eines Heipriagestempels gegeniiber eines Spritzgusswerk-
zeugs wiegt schwerer als die zusatzlich von Hand durchzufiihrenden Prozessschritte wie
Entformen und Endbearbeitung. Die Umstellung vom HeiBpriagen auf SpritzgieBen
bedingt in der ausgewdhlten sonstigen Fertigungsprozesskette und im Design der Ana-
lysechips relativ geringe Anderungen. Aus diesen Griinden werden die aufgebauten
Prototypen mit HeiBpragen hergestellt (siehe Kapitel 8.3, Seite 131). Bei einer Entwick-
lung zu einem Serienprodukt ist das SpritzgieBen dem HeiBpriagen jedoch vorzuziehen.

4.5 Auswahl des Verfahrens zum Flugen der Analysechips

Anforderungen an das Fugeverfahren der Analysechips

Deckel und Boden der Analysechips miissen zu einer Einheit zusammengefiigt werden.
Bei diesem Fertigungsprozess sind einige Vorgaben zu beachten.

¢ Anwendbarkeit auf klarsichtige thermoplastische Kunststoffe

e Dichtigkeit nach auBen und innen: Es darf beim montierten Analysechip keine
Fliissigkeit durch den Fiigespalt nach auBlen dringen. Zwei auf dem Analysechip
getrennte Kanile diirfen nicht miteinander verbunden sein.

e Keine Deformation der Kanalstruktur

e Keine Verinderung der Oberflichenbeschaffenheit der Kanalstrukturen: In die
Fluidkanaile darf kein Klebstoff oder Substanzen gelangen, die beispielsweise die
Benetzbarkeit oder die optische Transparenz beeinflussen und somit die Funk-
tion des Gesamtsystems gefahrden.

e Formausgleich von Unebenheiten der Fiigepartner in der Fiigeebene von weni-
gen Mikrometern und fertigungsbedingten Rauheiten

e TFiigeprozess mit montierten optischen und elektrischen Elementen

e Hohe Reproduzierbarkeit

e Kostengilinstiger Prozess

e Tauglichkeit zur Serienfertigung

Mechanische Verbindungstechniken

Zwei Kunststoffbauteile konnen durch eine Reihe mechanischer Verbindungstechniken
wie Schraub-, Niet- und Schnappverbindungen gefiigt werden. Das erfordert das Ein-
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bringen mikrostrukturierter Konstruktionselemente wie Gewinde, Durchgangslocher,
Schnapper etc..

Ausreichende Dichtigkeit ist ohne weitere Konstruktionselemente nur unter geringsten
Fertigungstoleranzen der Ebenheit und der Rauheit der Dichtflichen herzustellen.
Dichtungselemente, wie Dichtlippen oder O-Ringe miissen unter entsprechend hohem
Aufwand gefertigt werden. Daher werden fiir die Entwicklungsphase keine mechani-
schen Verbindungstechniken vorgesehen.

UltraschallschweilRen

Das UltraschallschweiBen ist ein industriell eingesetztes Fiigeverfahren fiir thermoplas-
tische Kunststoffe. Die zum Plastifizieren benotigte thermische Energie wird in der
Fiigefliche durch die Umwandlung von Ultraschallschwingungen in Reibungswirme
erzeugt [Ehreo4].

Die zu fiigenden Bauteile werden dazu in der Fiigeebene mit Lippen, so genannte Ener-
gierichtungsgeber, versehen. Die zu fiigenden Bauteile verschweiBen entlang dieser
Lippen. Ohne solche konstruktiven MaBnahmen kommt es meist zu einem unregelma-
Bigen flichigen Verschweifien [Kutt88]. Fiir die Qualitit der SchweiBung sind insbe-
sondere der Fiigedruck wiahrend des SchweiBens und die eingebrachte Energie verant-
wortlich. Weitere beeinflussende Parameter sind die konstruktive Gestaltung der
SchweiBnaht, die Oberfliche und der Kunststoff selbst.

Grundsitzlich konnen alle thermoplastischen Kunststoffe ultraschallgeschweiBBt wer-
den. Die erreichten Festigkeiten sind bei einer optimalen Prozessfiihrung hoch. Eine
Dichtheit innerhalb des Analysechips kann durch entsprechend aufgebrachte Lippen
erreicht werden. Hierbei sei aber betont, dass die Einbringung bei den im Rahmen
dieser Arbeit vorherrschenden Dimensionen schwierig ist, da die Dichtlippe eine Breite
und Hohe von nur wenigen Mikrometern haben miisste. Dennoch ist dieses Fiigever-
fahren auf Grund der Moglichkeit der Serienfertigung zum VerschweiBen der Analyse-
chips geeignet. Vorteilhaft ist ebenfalls, dass keine Fremdstoffe, welche die Mikrostruk-
tur oder die Oberflachen beeintrachtigen konnen, verwendet werden miissen.

Autoadhéasion

Durch eine O,-Plasmabehandlung werden die Polymerketten in der Fiigeebene auf-
gebrochen und reaktionsfahige Sauerstoffgruppen an die Polymerketten gepflanzt.
Werden die beiden Fiigepartner bis kurz unter die Glastemperatur erwarmt und mit
Druck aufeinander gepresst, flieBen die Kunststoffe im Grenzbereich und die Oberfla-
chen werden atomar nahe aneinander gebracht. Die verkiirzten Polymerketten der
beiden Fiigepartner diffundieren ineinander. Treffen zwei reaktionsfahige Molekiil-
gruppen aufeinander, gehen diese entweder kovalente Bindungen oder Wasserstoffbrii-
ckenbindungen ein [Brigggo].

Um eine Aussage zu den oben genannten Anforderungen treffen zu konnen, wurden
einige Vorversuche am Fachgebiet Mikro- und Feingerate sowohl mit Polycarbonat
(PC) als auch mit Polymethylmethacrylat (PMMA) durchgefiihrt [Reho4]. Die Proben
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wurden nach einer O.-Plasmabehandlung zusammengepresst und unter Druck ca. 24 h
in einem Vakuumofen gelagert. Die Temperaturen wurden von ca. 50 °C bis kurz unter
die Glastlibergangstemperatur variiert.

1000 um -
I | Abbildung 4.10: Mit Autoad-

hasion gefligter Analysechip

Eine Dichtigkeit nach aulen ist ohne weiteres nicht erreichbar. Montierte Komponen-
ten miissen durch spezielle MaBnahmen abgedichtet werden. Eine Dichtheit innerhalb
des Analysechips ist dagegen bei einer vollstindig verbundenen Filigeebene moglich.

Die erreichbare Festigkeit ist zu gering. Durch die fertigungsbedingte Unebenheit der
Fiigeebene muss der Druck beim Bonden erhoht werden, damit sich die Filigeebene
flachig miteinander verbindet. Dadurch entsteht die Gefahr, dass die Kanalstruktur
deformiert. In den Vorversuchen konnte kein Kompromiss gefunden werden. In der
oberen Bildhilfte der Abbildung 4.10 hat sich die Fiigeebene flachig verbunden. Jedoch
ist hier schon eine Deformation der Mikrostrukturen zu erkennen. Im unteren Teil hat
keine Verbindung stattgefunden, erkennbar an den farbigen Interferenzmustern. Die
Autoadhision hat den Vorteil, dass es ohne Einbringung von Fremdstoffen auskommt.
Diese Versuche sollten daher fortgesetzt werden, wenn die Anforderungen an Rauheit
und Ebenbheit erfiillt sind.

Kleben

Polycarbonate und Polymethylmethacrylate lassen sich mit Epoxidharzen gut kleben.
Wird vor dem Kleben eine O.-Plasmabehandlung der Fiigeflachen durchgefiihrt, kann
die Festigkeit verbessert werden. In der mikrotechnischen Anwendung muss darauf
geachtet werden, dass die Mikrostrukturen nicht mit Klebstoff gefiillt werden. Das
Transferklebeverfahren und das Kapillarklebeverfahren leisten dies. Beide Verfahren
wurden in Vorarbeiten untersucht.

Transferkleben

Der gewidhlte Kleber wird zur Einstellung einer Schichtdicke auf eine Glasplatte ge-
schleudert und mittels Stempeln auf die Fiigeebene iibertragen. Dadurch gelangt er
nicht in die tiefer gelegene Mikrostrukturen. Eine Dichtigkeit entlang montierter
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Lichtwellenleiter und Elektroden nach auBen wird ohne weitere MaBnahmen nicht
erreicht. Eine Dichtigkeit der Flachen nach innen ist jedoch méglich. Bei korrekt ausge-
fithrtem Klebstoffiibertrag werden auch die freistehende Inselstrukturen im Bereich der
hydrodynamischen Fokussierung benetzt und verkleben dementsprechend. Durch eine
Klebstoffdicke von 3 bis 10 um werden die fertigungsbedingten Unebenheiten der Ana-
lysechips ausgeglichen.

Abbildung 4.11: Einge-
schlossene Luftblasen in der
Flgeebene eines mittels
Transferklebens gefiigten
Analysechips

Abbildung 4.11 zeigt das Ergebnis eines Transferklebeversuchs mit in der Fiigeebene
eingeschlossenen Luftblasen. Eine mogliche Losung dieses Problems besteht im Fiigen
unter geringem Luftdruck. Das Transferkleben erfordert eine ebene Fiigefliche ohne
Anderung des Hohenniveaus und schriinkt die konstruktiven Freiheiten der Mikro-
komponenten ein.

Kapillarkleben

Die Fiigeteile miissen geeignete Kanile aufweisen, in die der Klebstoff injiziert wird. Er
verteilt sich durch Kapillarkrafte oder unterstiitzt durch Druck von auBen. Die Schwie-
rigkeit besteht darin, dass der Klebstoff in den vorgesehenen Kanilen bleibt und nicht
in die Mikrostrukturen gelangt [Miincho3], [Menzo5].

Das Kapillarkleben erreicht ohne weitere Arbeitsschritte eine Dichtigkeit nach auBen.
Der Klebstoff lauft um montierte Komponenten herum und dichtet diese ab. Problema-
tisch ist dagegen die Dichtigkeit innerhalb des Analysechips. Freistehende, das heif3it
allseitig von Fluidkandlen umgebende Inselstrukturen konnen vom Klebstoff nicht
erreicht werden. Diese unverklebten Flichen kénnen durch UberflieBen die hydrody-
namische Fokussierung nachteilig beeinflussen (siehe Abbildung 4.12). Die Inselstruk-
tur zwischen Hiill- und Probenstrom ist nicht verklebt. Dadurch fliet der Probenstrom
(hier dunkel gefarbt) durch den Fiigespalt in den Hiillstromkanal.
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uberflieBender
Probenstrom

Abbildung 4.12: Fluores-
zenzaufnahme in helligkeits-
invertierter Darstellung eines

|
einlass nicht ausreichend verklebten

Analysechips

Vorteilhaft sind die gute GleichmaBigkeit und die hohe Reproduzierbarkeit der Klebe-
flachen. Gleichzeitig ist der zeitliche und apparative Aufwand gering.

Wihrend sich das Transferklebeverfahren fiir eine Serienproduktion eignet, ist der
Klebstoffeintrag im Kapillarklebeverfahren schwierig zu automatisieren.

Laserdurchstrahlschweif3en

Klarsichtige Fiigepartner werden durch das Laserdurchstrahlschweifien verschmolzen,
wenn die Energie des Laserstrahls in der Fligeebene der Kunststoffteile absorbiert wird
(siehe Abbildung 4.13). Der Laserstrahl durchdringt dabei den ersten Fiigepartner und
muss in der Fiigeebene absorbiert werden [Ehreo4]. Das gelingt bei klarsichtigen Bau-
teilen nur durch die Verwendung eines Absorbers in der Fiigeebene. Der Absorber
besteht aus Farbstoffmolekiilen, die im Spektralbereich der Laserstrahlung ein hohes
Absorptionsvermogen aufweisen. Zum einen verschmelzen die Fiigepartner, zum ande-
ren werden die Farbstoffmolekiile zersetzt, so dass nach dem Schweiflen nahezu keine
Beeintrachtigung der Klarsichtigkeit vorhanden ist [Kleinos], [Kleino6].

Durch das LaserdurchstrahlschweiBen werden gezielt definierte Flachen miteinander
verbunden. Eine Flachenstrukturierung der geschweiBSten Fliche erfolgt entweder
durch einen strukturierten Auftrag des Absorbers (QuasisimultanschweiBen) oder
durch einen strukturierten Eintrag der Laserenergie (KonturschweiBen) [Ehreo4].
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=
LT\D/

Laserstrahl

Abbildung 4.13: Prinzipskizze des

Laserdurchstrahlschweil3ens von

Schweifnaht zwei klarsichtigen Kunststoffen

/

Bei guter Prozessfiihrung liegt die erreichte Festigkeit im Bereich der Festigkeit der
Grundmaterialien. Eine sichere Dichtigkeit nach auBen kann iiber einen stirkeren
Energieeintrag in den Randbereichen des Analysechips erfolgen. Der Kunststoff
schmilzt dadurch so stark auf, dass montierte Komponenten umschlossen und abge-
dichtet werden. Eine Dichtigkeit innerhalb des Analysechips kann durch gezieltes Auf-
tragen des Absorberfarbstoffs ebenfalls erreicht werden. Der Absorber muss in der
Fiigeebene reproduzierbar und gleichmaBig aufgetragen werden. Die absorbierte Laser-
leistung hangt von der Menge des aufgebrachten Farbstoffs ab. Bei einem gleichmaBi-
gen und reproduzierbaren Absorberauftrag konnen hervorragende Ergebnisse erzielt
werden [Spro3]. Ein Eintrag des Absorbers in die Kanalstruktur ist zu vermeiden. Zum
einen konnen sich die Oberflicheneigenschaften der Kanalwande dadurch veriandern
und zum anderen besteht die Gefahr der Kanaldeformation durch die in diesem Bereich
absorbierte Energie.

Zum Laserdurchstrahlschweiflen steht ein gepulster Nd:YAG-Laser der Firma Innolas
GmbH (KLS 246) mit einer Wellenlange von 1064 nm zur Verfiigung.

Bewertung der Flugeverfahren

Beim Kapillarklebeverfahren konnten in den Voruntersuchungen gute Ergebnisse
erreicht werden. Dieses Verfahren wurde bei den ersten aufgebauten Labormustern
umgesetzt. Eine detailliertere Beschreibung dieses Verfahren und der erreichten Ergeb-
nisse folgt in Kapitel 8.6 (Seite 135).

Das Laserdurchstrahlschweiflen bietet alle notigen Voraussetzungen als Fiigeverfahren
fiir die Analysechips. Dieses Fiigeverfahren wurde daher zur Montage der jlingsten
aufgebauten Labormuster verwendet. Genaueres zu diesem Verfahren ist in Kapitel 8.7
(Seite 136) zusammengefasst.

4.6  Ubersicht tiber gefertigte Versionen

Am Fachgebiet Mikro- und Feingerite sind insgesamt neun verschiedene Versionen
mikrostrukturierter Durchflusszytometer konstruiert und aufgebaut worden. Die Versi-
on 4, Version 6, Version 8 und Version 9 verdeutlichen die wesentlichen Entwicklungs-
stufen (siehe Abbildung 4.14 bis Abbildung 4.17).
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Version 4

In Version 4 (siehe Abbildung 4.14) wird der Probenstrom mit einer einfachen hydro-
dynamischen Fokussierung gefiihrt. Die optische Messung besteht lediglich aus einer
Extinktionsmessung. Das elektrische Feld zur Impedanzmessung wird iiber flachig
aufgesputterte Elektroden erzeugt und verlauft axial in Richtung des Messkanals. Die
Analysechips werden mit dem Kapillarklebeverfahren gefiigt.

Nut fiir optische Messstelle und

Zentrier- Monomode-LWL Impedanzmessraum

bolzen

Nut fiir hydrod_ynamische Klebekanal Messkanal
Extinktion-LWL Fokussierung

Abbildung 4.14: Hohlstruktur in Version 4. Gesamtansicht links, detaillierte Ansicht der Mess-
raums rechts.

Version 6

Die hydrodynamische Fokussierung in Version 6 ist optimiert (siehe Abbildung 4.15).
Die optische Messung wird durch die Aufnahme der GroB- und Kleinwinkelvorwarts-
streuung und durch die Riickwirtsstreuung erweitert. Zur Messung der Impedanz
werden zwei an der Stirnseite zylindrische Elektroden in den Messkanal gelegt. Auch
dieses Labormuster wird mit dem Kapillarklebeverfahren verbunden.
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Nut fiir
Drahtelektroden

Nut fiir Riickwirts- I q e
i - mpedanz- optische
Nut fiir streuung-LWL
messraum
Monomode-LWL ) - . MffSSStelle

Zentrier-
bolzen

Nut fiir Nuten fiir Vorwiirts- ~ Klebekanal Messkanal lﬁyirod.ynamische
Extinktion-LWL  streuung-LWL oxussierung

Abbildung 4.15: Hohlstruktur in Version 6. Gesamtansicht links, detaillierte Ansicht der Mess-
rdume rechts.

Version 8

In Version 8 erfolgt die Probenzufiihrung iiber eine kaskadierte hydrodynamische
Fokussierung (siehe Abbildung 4.16). Die Geometrie der Nuten fiir die Lichtwellenleiter
wurde optimiert. Die Elektroden wurden angespitzt. AuBerdem wurden in dieser Versi-

on auBerhalb liegende Elektroden getestet. Als Fiigeverfahren wurde das Laserdurch-
strahlschweiBen verwendet.

Nut fiir Monomode-LWL

Nut fiir Impedanz-  optische Nut fiir Riickwarts-
Nadelelektroden  Zentrierbolzen messraum Messstelle streuung-LWL

USRS // e
u i N P
t R

.

hydrodynamische Nut fiir Nuten fiir Vorwirts- ~ Messkanal
Fokussierung Extinktion-LWL  streuung-LWL

Abbildung 4.16: Hohlstruktur in Version 8. Gesamtansicht links, detaillierte Ansicht der Mess-
stellen rechts.
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Version 9

Der Probenstrom wird in Version 9 mit einem Drall fokussiert. Die Lichtauskopplung
erfolgt tliber einen 45°-Spiegel im Freistrahl. Zur Durchfiihrung verschiedener Experi-
mente wurden 6 Lichtwellenleiter zur Lichteinkopplung vorgesehen (siehe Abbildung
4.17). Als Fiigeverfahren kommt wie in Version 8 das Laserdurchstrahlschweiflen zum
Einsatz.

optische

. Messstellen 45°-Spiegel
Zentrierbolzen

Nuten hydrodynamische Messkanal
fir Monomode-LWL Fokussierung

Abbildung 4.17: Hohlstruktur in Version 9. Gesamtansicht links, detaillierte Ansicht der hydro-
dynamischen Fokussierung rechts.

Die Tabelle 4.1 gibt eine Ubersicht iiber die im Rahmen dieser Arbeit niher beschriebe-
nen Versionen. Neben den relevanten MaBen stellt die Tabelle auch die jeweils einge-
setzten Fertigungsmethoden gegeniiber.
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Version 4 Version 6 Version 8 Version 9
Querschnitt des Messkanals in ym | 70 x 70 100 X 100 125X 125 100 X 100
Lange des Messkanals in um 100 750 4300 5700
maximale Strukturh6he in um 700 650 1000 350
mittels FEM-Rechnung unterstiit- | Einfache optimierte | kaskadierte | Fokussie-
ze Auslegung der hydrodynami- Fokussie- einfache Fokussie- rung mit
sche Fokussierung rung Fokussie- rung Drall
rung
Abstand Monomode-LWL zur 255 110 200 200
Kanalmitte in pm
Abstand LWL zur Extinktions- 500 750 700 -
messung zur Kanalmitte in um
Abstand und Winkel der LWL zur | - 465 um, 15° | 700 um, 10° | -
Messung der Kleinwinkelvor-
wartsstreuung
Abstand und Winkel des LWL zur | - 206 um, 320 um, 42° | -
Messung der GroBwinkelvor- 36,8°
wartsstreuung zur Kanalmitte
Abstand und Winkel des LWL zur | - 277 um, 200 pm, -
Messung der Riickwirtsstreuung 143,2° 145°
zur Kanalmitte
Elektrodenausfiihrung Aufgesput- | Pt- Pt-Nadelelektroden -
terte Pt- Nadelelekt- | mit angespitzten
Schicht roden mit Enden, auBerhalb des
zylindri- Analysechips ange-
schen brachte Elektroden
Enden
Fligeverfahren Kapillarklebeverfahren Laserdurchstrahlschwei-
Ben
Kkleinster eingesetzter VHM- 200 50 50 50
Fraser in um
eingesetzte Diamantfraser - - - 45°-Fraser

Tabelle 4.1: Ubersicht tiber die im Rahmen dieser Dissertation beschriebenen Labormuster

59




5 Auslegung der Fluidik

5 Auslegung der Fluidik

In diesem Kapitel werden die hydrodynamischen Fokussierungen der Versionen 4 bis 9
im Detail vorgestellt. Jede der hier gezeigten Versionen ist als Labormuster aufgebaut
und experimentell untersucht worden.

In Abbildung 5.1 sind zur Begriffsdefinition die Konstruktionselemente einer hydrody-
namischen Fokussierung dargestellt.

B inillstromausl'a'lsse
5 Probenstromauslass
/' Hiillstromzufiihrungen

\\\ ~,
.

Messkan::—xl;II
“Verjiingu ng/

Radiusam
Probenstromauslass/

\\
aes -
Fiigeebene ~ ™
g

el inl o Abbildung 5.1: Konstruktions-
Probenstromeinlass .

% ) ) elemente einer hydrodynami-
Hiillstromeinlass y schen Fokussierung. Hier als
4 Volumenkdrper dargestellt.

Die x-Achse (fluidische Achse) verlauft mittig des Messkanals, die y-Achse senkrecht
dazu und stellt die optische Achse dar.

5.1 Anforderungen an die hydrodynamische Fokussierung

Die hydrodynamische Fokussierung muss folgenden Anforderungen gentigen:

e Querschnitt des fokussierten Probenstroms: Der Durchmesser des fokussierten
Probenstroms soll im GroBenbereich der Zelldurchmesser liegen. Bei humanen
Blutzellen ergibt sich damit ein maximaler Querschnitt von ca. 5 x 5 um2.

e Position des fokussierten Probenstroms: Der fokussierte Probenstrom muss auf
einer definierten Position und zwar in der Mitte des Messkanals (fluidische Ach-
se) verlaufen, um den Einfluss von Abweichungen auf die gemessenen Signal-
hohen zu reduzieren. Ein Toleranzwert kann nur im Zusammenhang mit der
Auslegung des optischen Messsystems erfolgen. Als Anhaltswert soll eine maxi-
male Distanz von 5 um genannt werden, die der Probenstrom von der Sollposi-
tion abweichen darf. Auch leichte Geometrieveranderungen, die sich aus den
Fertigungstoleranzen der Fertigungsprozesskette ergeben, diirfen den Quer-
schnitt und die Position nur innerhalb der Toleranzwerte beeinflussen.
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e Funktionsfihigkeit der hydrodynamischen Fokussierung iiber eine moglichst
weite Variation des Proben- und Hiillvolumenstroms zur Adaption an die Mess-
aufgabe: Die mittleren Stromungsgeschwindigkeiten im Messkanal sollen im
Bereich von 1 bis 6 m/s liegen. Die Probenvolumenstréme sollen von 0,001 bis
0,5 ul/s variiert werden.

e Herstellbarkeit durch die gewidhlte Fertigungsprozesskette: Die Strukturen der
Einzelhalften der Analysechips diirfen keine Hinterschneidungen aufweisen. An
den senkrechten Innenkanten der gefristen Strukturen ergeben sich Radien
gemaB dem Radius des eingesetzten Frasers. GroBe Aspektverhaltnisse vergro-
Bern die Fertigungsungenauigkeiten und erschweren die Entformung beim
HeiBpragen.

5.2 2-dimensionale hydrodynamische Fokussierung ohne
Hinterschnitte

Eine 2-dimensionale hydrodynamische Fokussierung bendtigt einen allseitigen Hiill-
stromzufluss, der in einem zweiteiligen Aufbau ohne Hinterschnitte realisiert werden
muss. Diese Forderung beherrscht die konstruktive Auslegung der hydrodynamischen
Fokussierung. Ein Losungsansatz ohne Hinterschnitt fiihrt den Hiillstrom erst in der x-
y-Ebene, weiter stromabwirts in der x-z-Ebene an den Probenstrom heran (siehe
Abbildung 5.2). Die hydrodynamischen Fokussierungen Version 4, Version 6 und Ver-
sion 8 funktionieren nach diesem Prinzip. In Version 9 erhilt der Hiillstrom in der
Verjlingung einen Drall und umflieBt den Probenstrom schraubenformig.

\

,A Abbildung 5.2: 2-dimen-

fokussierter
Probenstrom / *
sionale mikrostrukturierte
hydrodynamische Fokussie-
X ,/ rung ohne Hinterschnitte.
Hier ist aus Grinden der
besseren Visualisierung nur
die untere Halfte dargestellt.
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5.3 Allgemeines zur Auslegung des fluidischen Systems

Einfluss der Diffusion auf den fokussierten Probenstrom

Proben- und Hiillstrom flieBen laminar im Messkanal nebeneinander. Ein Konzentrati-
onsausgleich der Bestandteile wird durch die Diffusion herbeigefiihrt, so dass die
Grenzflache zwischen den Stromen verschwimmt und den Probenstrom ausdehnt. Eine
Aufweitung von weniger als 1 um sollte keinen Einfluss auf die durchflusszytometrische
Messungen haben. Eine Uberschlagsrechnung zeigt, dass bei den gegebenen Stro-
mungsverhéaltnissen der Einfluss der Diffusion kleiner ist.

Der diffuse Transport ist mit dem 2. Fickschen Gesetz gegeben [Nied92]

Dy .Ac:@ Gleichung 5.1

ot
Dabei bedeuten Dpisr der Diffusionskoeffizient, ¢ die Konzentration, Ac die zweite Ablei-
tung der Konzentration nach dem Ort und dc/ot die Ableitung der Konzentration nach
der Zeit.

Unter der Voraussetzung, dass in Stromungsrichtung (x-Richtung) kein Konzentrati-
onsgradient besteht, folgt als Losung fiir die Ortsabhingigkeit der Konzentration

[Iwag7]:

(yo —y)2 +(ZO'Z)2
4DDifft

1
c(y, Z,t):mﬂ f (Yo, zZ, ) -exp {—

J dy,dz, . Gleichung 5.2

Die Funktion f(y,,z,) ist die Anfangsverteilung der Konzentration zum Zeitpunkt

t = 0. Es soll nun anhand dieses Integrals abgeschitzt werden, wie weit ein Partikel
bzw. Molekiil aus dem Probenstrom in der Zeit, in der es sich im Messkanal befindet, in
den Hiillstrom in y-z-Richtung diffundiert. Zu einer merklichen Konzentrationsinde-
rung kann es nur kommen, wenn der Exponent in Gleichung 5.2 gegen null strebt. Die
zur Verfiigung stehende Zeit betrdgt maximal 4 ms (bei einer Stromungsgeschwindig-
keit von 1000 mm/s und einer Linge des Messkanals von 4 mm). Bei einer tolerierten
Abweichung von 1 um ergibt der Zahler des Exponenten 2 um2. Mit dem Diffusionsko-
effizienten der Erythrozyten von 68:10° um2/ms in Wasser bei einer Temperatur von
310 K [nanoo6] ergibt sich der Nenner des Exponenten zu 1,1-10"3 pm2. Der Exponent
ist also sehr viel kleiner als null und der Wert des Integrals geht gegen null. Es kann
davon ausgegangen werden, dass Diffusion bei der Aufweitung des Probenstroms im
Bezug auf die Zellen keine Rolle spielt.

Ausbildung des parabelformigen Stromungsprofils im Messkanal und des-
sen Einfluss auf die Zellen

In Abbildung 5.3 ist der mittels FEM-Simulation berechnete Geschwindigkeitsverlauf
der hydrodynamischen Fokussierung Version 4 entlang der x-Achse dargestellt. In der
Probenstromzufiihrung (grau unterlegter Bereich) herrschen sehr niedrige Geschwin-
digkeiten. In der Verjliingung (gelb unterlegter Bereich) wird der Probenstrom be-
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schleunigt. Im Messkanal (weill unterlegter Bereich) bildet sich das parabelformige
Stromungsprofil aus und die maximale Geschwindigkeit (hier 4200 mm/s) wird er-
reicht. Eingangs des Messkanals hat der Probenstrom eine Geschwindigkeit von ca.
3000 mm/s. Das parabelférmige Stromungsprofil hat sich teilweise schon ausgebildet.
Nach der Strecke s = 0,6 mm ist die maximale Stromungsgeschwindigkeit annihernd
erreicht. Die analytische Berechnung der Strecke s nach Gleichung 3.13 ergibt ebenfalls
einen Wert von 0,6 mm.

5000
] dv/dx Messkanal
2 s
40004 2 3
2 5
18 5
o 300045 |
IS |2
€ 2
£ 200048
S o
1000 -
] Abbildung 5.3: Mittels FEM-
0 ) Simulation berechneter
: e Geschwindigkeitsverlauf des
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 Probenstroms vom Pro-
X in mm benstromauslass bis in den

Messkanal fuiry=z=0

Der groBte Geschwindigkeitsgradient tritt in der Verjiingung auf. In der Simulation
betragt die maximale Geschwindigkeitszunahme ca. 24.000 (mm/s)/mm. Dieser Wert
wird ca. 70 um vor dem virtuellen Schnittpunkt der Seitenwidnde der Verjlingung (ca.
35 um vor dem Eintritt in den Messkanal) erreicht. Der maximale Geschwindigkeits-
gradient kann mit Gleichung 3.12 berechnet werden. Der halbe Offnungswinkel der
Verjlingung betragt ca. 45°. Bei einem Volumenfluss von 10 ul/s betragt der Geschwin-
digkeitsgradient ca. 25.000 (mm/s)/mm, dies entspricht einer Beschleunigung von ca.
5000 g. Uber den Zelldurchmesser von ca. 7 um Andert sich die Strémungsgeschwin-
digkeit demnach um 175 mm/s.

Damit ausgeschlossen werden kann, dass Blutzellen bei derartigen groBen Beschleuni-
gungen zerstort werden, wurde mit einem Analysechip (Version 8) ein Hamolysetest
durchgefiihrt. Insgesamt wurden 4 Proben analysiert (siehe Tabelle 5.1). Zur Beurtei-
lung der Hamolyse wurde der freie Himoglobingehalt der Proben im Zentrallabor des
Virchow-Klinikums Berlin bestimmt.
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Behandlung freies Himoglo-
bin in mg/dl
Probe 1 | Blutabnahme, keine weitere Behandlung als Referenz 14

Probe 2 | Blutabnahme, mit Spritzenpumpe durch Durchflusszytometer | 24
mit einer mittleren Geschwindigkeit von 6 m/s im Messkanal

in Analyserohrchen.
Probe 3 | wie Probe 2, nur geringere Geschwindigkeit von 2 m/s. 30
Probe 4 | Blutabnahme, mit Spritzenpumpe in Analyserohrchen. 22

Tabelle 5.1: Ubersicht Gber Blutproben zur Hamolysebestimmung

Die Werte fiir freies Himoglobin sind bei allen Proben gegeniiber der Referenzprobe
geringfiigig erhoht. Ein direkter Zusammenhang zwischen mittlerer FlieBgeschwindig-
keit und der Hamolyserate ist nicht zu erkennen. Der Himoglobingehalt menschlichen
Bluts betragt ca. 15 g/dl [Schmos5]. Bei einem freien Hamoglobingehalt von 30 mg/dl
sind lediglich ca. 2 %o der Zellen zerstort.

Durch das parabelformige Stromungsprofil stellt sich gemaB der Gleichung von Ber-
noulli (Gleichung 3.3) eine Differenz des statischen Drucks zwischen dem Zentrum und
der AuBenwand ein. Durch diese Druckdifferenz erfahren Partikel eine Kraft, die zur
fluidischen Achse hin gerichtet ist. Eine Beispielrechnung verdeutlicht die GroéBenord-
nung dieser Kraft. Es wird angenommen, dass ein 10 um groBes Teilchen sich um 5 pym
aus der Kanalmitte versetzt befindet, dass der Messkanalquerschnitt 100 x 100 um?2
betragt und sich das parabelformige Stromungsprofil mit einer Maximalgeschwindig-
keit von 4200 mm/s ausgebildet hat. Nach Gleichung 3.3 ergibt sich

1 :
Ap = pinnen -pauﬁen = E p (V(rﬂuid, auflen )2 -V(rﬂuid, innen )2 ) * GlelChUng .3

Die Indizes ,innen“ und ,auBen® stehen fiir den Druck bzw. fiir die FlieBgeschwindig-
keit entlang der fluidischen Achse bzw. in 5 um Entfernung. Mit dem Gesetz von Stokes
(siehe Gleichung 3.8) kann die durch die Druckdifferenz bedingte Geschwindigkeit in
radialer Richtung zur x-Achse eines solchen Partikels berechnet werden:

Ap-A..
p Teilchen . Gleichung 54
3 T DTeilchen ’ n

V() =

Bei den angenommenen Werten ergibt sich eine Geschwindigkeit von 280 pm/s in
radialer Richtung. Bei einer Kanallinge von 4 mm verweilt das Teilchen 1 ms im Kanal
und erfahrt eine vernachlassigbare Verschiebung von 0,28 um.

Einfluss der Scherspannung auf die Zellen

Die Scherspannung t in einer viskosen Fliissigkeit ist definiert als [Herwo4]:

' dV(rﬂuid) .

Gleichung 5.5
dry

=

Mit der Ableitung aus Gleichung 3.4 nach rauiq ergibt sich
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1= .16_'2V.rﬂuid' Gleichung 5.6
D

Die Scherspannung in einer ausgebildeten Rohrstromung nimmt demnach von der
Mitte zum Rand hin linear zu. Als grofSte Abweichung einer Zelle von der fluidischen
Achse wird das Doppelte der gesetzten Toleranzwerte (also 10 pm) fiir die hydrodyna-
mische Fokussierung angenommen. In einem Kanal mit einem Querschnitt von
125 x 125 um?2 und einer mittleren Stromungsgeschwindigkeit Vv von 2000 mm/s er-
fahren diese Zellen eine Scherspannung von 20 Pa. S. Shin untersuchte das Verhalten
roter Blutzellen unter Scherbelastung [Shinos]. Die Zellen verformen sich dabei von
runden zu elliptischen Teilchen. Bei einer Schubspannung von 20 Pa wird ein Achsver-
haltnis kurzer zu langer Achse der Ellipse mit ca. 1:3 angegeben. Eine Zelle, die sich
10 um neben der fluidischen Achse bewegt, wird sich demnach schon deutlich defor-
miert haben, aber nicht zerstort werden.

54 Auswertung der FEM-Rechnungen zur Auslegung der
hydrodynamischen Fokussierung

Mit der Software Cosmos FlowWorks 2005 ist es nicht moglich, die Einfliisse der im
Fluidstrom mitgefiihrten Teilchen auf die Stromung zu beriicksichtigen. Da die mitge-
fiihrten Teilchen einen Durchmesser haben, der gegeniiber den Kanalabmessungen
nicht zu vernachléssigen ist, stellt dies eine Vereinfachung der realen Verhaltnisse dar.

Mit Hilfe der FEM-Rechnungen kann nachgewiesen werden, dass es auch unter lamina-
ren Stromungsbedingungen zu einem Durchdringen von Hiillstrom und Probenstrom,
wenn nicht mit Zellen gerechnet wird, kommt (siehe Abbildung 5.4). Trajektorien, die
im Messkanal auf annidhernd der gleichen Bahn flieBen, kommen sowohl vom Proben-
strom als auch vom linken bzw. rechten Hiillstrom. Die in Abbildung 5.4 gezeigten
Trajektorien flieBen im Messkanal in einem Bereich von 1 um2 zusammen.

\+;

Hiillstrom

Probenstrom '\

Hill- N K
stromg [

Abbildung 5.4: Ruckverfolgung
der Trajektorien aus einer

1 um? grolRen Flache im Mess-
kanal

S 1111112/
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5 Auslegung der Fluidik

Ein IneinanderflieBen von Probenstrom und Hiillstrom und die sich dadurch ergebende
Aufweitung des Probenstroms wird maBgeblich von der Kanalgeometrie der hydrody-
namischen Fokussierung beeinflusst. Durch FEM-Rechnungen kann sowohl der Betrag
als auch die Geometrie der Querschnittsfliche des fokussierten Probenstroms berech-
net werden. Die Querschnittsfliche nimmt abhangig von den Stromungsbedingungen
und der Geometrie der Fluidkanile sehr unterschiedliche Formen an. Abbildung 5.5
zeigt verschiedene Querschnitte fokussierter Probenstrome, die sich bei den im Weite-
ren vorgestellten hydrodynamischen Fokussierungen ergeben. Der Blick geht dabei in
Stromungsrichtung (x-Achse). Die Farben geben die Stromungsgeschwindigkeit wieder.
Die Position der Zellen im Probenstrom wird stochastisch verteilt sein. In einem zwei-
geteilten fokussierten Probenstrom, wie ihn Abbildung 5.5 c. zeigt, werden sich die
Zellen in einem der beiden Strombinder auf einer unbestimmten z-Position aufhalten.
Diese Abbildung verdeutlicht die Schwierigkeit einer Definition der Querschnittsfliche
des fokussierten Probenstroms.

Der genutzte Versuchsaufbau zur Durchfiihrung der experimentellen Stromungsunter-
suchungen erlaubt lediglich eine Auswertung der y- bzw. der z-Ausdehnung des Pro-
benstroms nicht jedoch die Form des fokussierten Probenstroms. Um eine Vergleich-
barkeit mit den experimentell ermittelten Werten zu gewihrleisten, wird der durch
FEM-Rechnungen berechnete Betrag der Querschnittsflache des fokussierten Proben-
stroms Aqim auf die gleiche Weise berechnet. Aqin ist das Produkt aus der z-Ausdehnung
hsim und der y-Ausdehnung bsim der Trajektorien des fokussierten Probenstroms in der
y-z-Ebene im Messkanal:

A. =h_ -b_ Gleichung 5.7

sim sim sim

Die GroBen hsim und bsim werden aus der graphischen Darstellung der Trajektorien des
Probenstroms gewonnen.
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Probenstrom férmiger Probenstrom

Abbildung 5.5: Verschiedene Formen des fokussierten Probenstroms. Dargestellt sind nur die
Trajektorien des Probenstroms. Die eingezeichneten Rechtecke stellen die in Gleichung 5.7
definierte Querschnittsflache A, des fokussierten Probenstroms dar.

Unter Beachtung der Massenerhaltung kann der Betrag der Querschnittsflache (nicht
die Geometrie der Querschnittsfliche) des fokussierten Probenstroms Apnys analytisch
berechnet werden. Dazu sei angenommen, dass Hiill- und Probenstrom sich beim Zu-
sammenflieBen nicht durchdringen. Des Weiteren sei angenommen, dass sich im weite-
ren Verlauf im Messkanal ein ideales parabelformiges Stromungsprofil ausgebildet hat.

Ist der Volumenstrom des Probenstroms V, wesentlich kleiner als der Volumenstrom

Pro
des Hiillstroms V,,, und befindet er sich in der Mitte des Hiillstroms, so kann die
Geschwindigkeit des Probenstroms im Messkanal als konstant und gemafB3 Gleichung

3.5 doppelt so groB wie die mittlere Stromungsgeschwindigkeit angesehen werden. Fiir
die physikalische Querschnittsfliche Apnys gilt:

Aphys: VProbe — YProbe . Kanal . GleiChUng 58
Vmax VHﬁll 2

Dabei ist Axana die Querschnittfliche des Messkanals. Die Querschnittsflache des fokus-
sierten Probenstroms ist also direkt abhdngig vom Probenvolumenstrom. Der Proben-
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strom und damit auch die Zellen konnen optimalerweise nur bis zu diesem Querschnitt
fokussiert werden.

Die Flache Aginm ist stets gleich oder groBer als die Flache Apnys. Das hat zwei Griinde.
Erstens entsteht ein Ablesefehler bei der Auswertung der graphischen Darstellung der
Trajektorien durch die Vereinfachung der komplexen Form des Querschnitts auf einen
rechteckigen Querschnitt. Zweitens kommt es beim Zusammenfluss von Probenstrom
und Hiillstrom zu einer gegenseitigen Durchdringung. FlieBen Probenstrom und Hiill-
strom ineinander oder ist die Grenze zwischen Probenstrom und Hiillstrom ver-
schwommen, dehnt sich die vom fokussierten Probenstrom eingenommene Quer-
schnittsflache aus.

5.5 Einfache hydrodynamische Fokussierung

Konstruktiver Aufbau des Fluidsystems zur hydrodynamischen Fokussie-
rung Version 4

In Version 4 werden eine kurze Verjiingung von 500 um und ein kurzer Messkanal von
100 um gewihlt. Die Impedanzmessung erfolgt mit flichig in der Fiigeebene aufge-
brachten Elektroden, die ein elektrisches Feld in x-Richtung erzeugen (siehe Kapitel 7.1,
Seite 111). Um Koinzidenzen wihrend der Impedanzmessung zu reduzieren, ist eine
Verkiirzung des Messraums notwendig. Der Querschnitt des Messkanals betragt
70 x 70 um2. Die Strukturhohe betrigt insgesamt 700 pym. Der kleinste verwendete
Fraser zur Fertigung des Formwerkzeugs hat einen Durchmesser von 200 pm. Die
Radien an den senkrechten Innenkanten im Formeinsatz sind daher groBer als 100 um.
Der Probenstromauslass hat einen Querschnitt von 150 um in der y-Richtung und
60 um in der z-Richtung. Die Trenn- oder Fiigeebene liegt in dieser Version auf der
Oberseite des Messkanals bzw. des Probenstromauslasses (siehe Abbildung 5.6). Diese
Geometrie ist das Ergebnis eines Optimierungsprozesses mittels FEM-Rechnungen, bei
dem die hydrodynamische Fokussierung fiir eine Stromungsgeschwindigkeit von 4 m/s
im Messkanal optimiert wurde.
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Abbildung 5.6: Hydrodyna-
mischen Fokussierung

N Version 4. Der Fluidikkanal
ist als Volumenkorper darge-
stellt.
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Stromungsverhaltnisse der hydrodynamischen Fokussierung Version 4

Abbildung 5.7 zeigt die mittels FEM-Simulation berechneten Querschnittsflichen de
fokussierten Probenstroms im Messkanal bei einer Variation des Hiill- und des Proben-
volumenstroms. Durch den frisbedingten Radius am Ubergang von Hiill- und Pro-
benstromauslass und die unterschiedlichen Stromungsgeschwindigkeiten von Proben-
strom und Hiillstrom kommt es zu einem sehr spiaten Abreien des Probenstroms von
der Kanalwand und damit zu einer Zweiteilung des fokussierten Probenstroms. Sowohl
der Einfluss des Radius am Ubergang von Hiill- und Probenstromauslass (siehe hydro-
dynamische Fokussierung in Version 6) als auch der Einfluss unterschiedlicher Stro-
mungsgeschwindigkeiten (siehe hydrodynamische Fokussierung in Version 8) werden
noch naher diskutiert. Diese Zweiteilung bleibt iiber den weiteren Stromungsverlauf
auch im Bereich der Verjiingung bestehen. Der fokussierte Probenstrom flieBt in zwei
»,Bandern“ durch den Messkanal und vergroBert die mittels FEM-Simulation berechne-
te Querschnittsflaiche Agim (siehe Abbildung 5.13).
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Abbildung 5.7: Vergleich der physikalischen Flache Agnys (gestrichelte Linien) und der mittels
FEM-Simulation berechneten Flache A, (durchgezogne Linien) des fokussierten Proben-
stroms als Funktion des Probenvolumenstroms (Version 4) fiir verschiedene Hullvolumenstré-

me V,

Je groBer das Verhaltnis vom Hiillvolumenstrom zum Probenvolumenstrom ist, desto
starker wird die Zweiteilung des fokussierten Probenstroms. Dieses Verhalten ist in
Abbildung 5.7 daran zu erkennen, dass zum Beispiel bei einem Hiillvolumenstrom von
30 ul/s schon ab einem Probenvolumenstrom von ca. 0,2 pl/s abwirts eine VergroBe-
rung der Querschnittsfliche des fokussierten Probenstroms stattfindet. Bei kleinen
Verhiltnissen besteht dagegen eine gute Linearitdt zwischen dem Volumenstrom des
Probenstroms und dem Querschnitt des fokussierten Probenstroms, wie es auch aus
Gleichung 5.8 zu erwarten ist. Es wird deutlich, dass auf Grund der Zweiteilung die
beiden Flachen besonders bei hohen Hiillvolumenstromen und kleinen Probenvolu-
menstromen deutlich voneinander abweichen.

In Abbildung 5.8 sind die Simulationsergebnisse des Verhaltnisses von bgsim zu hsim als
Funktion des Probenvolumenstroms dargestellt. Bei Hiillvolumenstromen von 5 und
10 pl/s liegt das Verhaltnis zwischen 1:3 und 2:1. Bei Hiillstromen von 20 und 30 pl/s
funktioniert die Fokussierung in z-Richtung besser als y-Richtung. Dies fiihrt zu einem
Verhiltnis von 3:1 bis 5,8:1.
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Die Simulationsergebnisse zeigen, dass der nutzbare Bereich der hydrodynamischen
Fokussierung bei Hiillvolumenstrémen zwischen 5 und 10 pl/s und bei Probenvolu-
menstromen zwischen ca. 0,005 und 0,05 pl/s liegt. In diesem Bereich liegt das Ver-
haltnis bsm zu hsm zwischen 0,6:1 und 1,5:1 und der maximale Querschnitt des fokus-
sierten Probenstroms betragt ca. 30 um?2.

Einfluss der y-Ausdehnung des Proben- und Hullstromauslasses

Im Folgenden werden exemplarisch anhand verschiedener Geometrievariationen die
Auswirkungen der y-Ausdehnung des Proben- und Hiillstromauslasses auf die hydro-
dynamische Fokussierung gezeigt.

Mit der y-Ausdehnung des Probenstromauslasses kann die y-Ausdehnung des Proben-
stroms bzw. das Verhiltnis zwischen bsim zu hgm variiert werden. Zur Untersuchung
wird die y-Ausdehnung des Probenstromauslasses von 25 bis 150 um am virtuellen
Modell variiert. Bei einem Probenvolumenstrom von 0,01 pul/s und bei einem Hiillvo-
lumenstrom von 10 pl/s wird das Verhalten demonstriert. Das Verhiltnis von bgsm zu
hsim nimmt mit zunehmender y-Ausdehnung des Probenstromauslasses zu und erreicht
bei ca. 100 um den Wert 1. Die Querschnittsfliche des fokussierten Probenstroms sinkt
jedoch bei einer Verbreiterung des Probenstromauslasses von 100 auf 150 um (siehe
Abbildung 5.9). Da beide Parameter optimiert werden miissen, wurde eine endgiiltige
y-Ausdehnung von 150 um gewabhlt.
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Auch die y-Ausdehnung der Hiillstromeinlisse hat eine entscheidenden Einfluss auf die
Giite der Fokussierung. Sowohl durch zu breite als auch durch zu schmale Hiillstrom-
einlasse kann der Probenstrom defokussiert werden (siehe Abbildung 5.10). Verkleinert
man die Hiillstromeinldsse, erhoht sich die FlieBgeschwindigkeit. Dadurch verschiebt
sich der Punkt, an dem der Probenstrom von der Seitenwand abreif3it, weiter nach au-
Ben bzw. stromabwirts und es kommt dadurch zu einer Zweiteilung des Probenstroms.
Wird der Hiillstromauslass verbreitert, wird der Probenstrom nur in der y-Richtung
fokussiert, wahrend er sich in der z-Richtung nahezu auf die vollstindige Kanalhohe
ausdehnt. Aus der z-Richtung flieBt deutlich weniger Hiillstrom zur Fokussierung in
dieser Richtung an den Probenstrom heran. Bei einer y-Ausdehnung der Hiillstromaus-
ldasse von ca. 70 bis 100 um erreicht man dagegen ein Verhiltnis von bsim zu hsim von ca.
0,7.
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Abbildung 5.10: Veranderungen des fokussierten Probenstroms bei unterschiedlichen y-
Ausdehnung der Hiullstromeinlasse in Version 4 als Ergebnis der Simulation. Die beiden einge-
fugten Trajektorienbilder verdeutlichen die Stromungsverhaltnisse bei schmalen (links) und
breiten (rechts) Hullstromauslassen.

Experimentelle Stromungsuntersuchungen an Analysechips Version 4

Zum Zeitpunkt der experimentellen Untersuchung an den Analysechips Version 4
wurden lediglich die Driicke von Hiill- und Probenstrom an den Vorratsbehaltern zur
Abschatzung der Volumenstrome gemessen. Von den Vorratsbehiltern fiihrten diinne
Schlauche zum Analysechip. Die Volumenstrome und die Driicke unmittelbar vor bzw.
in den Analysechips waren unbekannt. Zur Aufnahme einer Messreihe wurde ein kon-
stanter Druck des Hiillstrom eingestellt und der Druck des Probenstroms variiert. In
Abbildung 5.11 ist zu erkennen, dass sich der Probenstrom mit zunehmendem Proben-
strom ausdehnt. Fiir diese Aufnahmen wurde eine Rhodamin-6G-Losung als Probe
verwendet, mit Licht der Wellenliange von 488 nm angeregt und die Fluoreszenz aufge-
nommen. Durch die Verwendung einer invertierten Grauskala erscheint der Proben-
strom dunkel. In Abbildung 5.12 ist die Fluoreszenzintensitat senkrecht zur fluidischen
Achse dargestellt. In Abbildung 5.12 ist die Zweiteilung des fokussierten Probenstroms
an dem zweifachen Intensititsmaxima bei einem Probenstromdruck von 240 und
260 hPa zu erkennen.
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Abbildung 5.11: Fluoreszenzaufnahmen in der x-y-Ebene des fokussierten Probenstroms in
Version 4 [PTB]. Zur Verdeutlichung der Kanalgrenzen ist eine Hellfeldaufnahme (linkes Bild)

dargestellt.
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Abbildung 5.13: Zweiteilung des Probenstroms in Version 4. Links: Trajektorienbild der FEM-
Simulation, rechts: vergroRerter Ausschnitt der realen Stromung jeweils in der x-y-Ebene.

In den FEM-Berechnungen zeigte sich entsprechend den experimentellen Beobachtun-
gen eine Zweiteilung des fokussierten Probenstroms (siehe Abbildung 5.13).
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5.6 Verbesserte hydrodynamische Fokussierung

Bei der hydrodynamischen Fokussierung Version 6 soll gezielt die Zweiteilung des
fokussierten Probenstroms insbesondere bei grofen Hiillvolumenstromen und kleinen
Probenvolumenstromen beseitigt werden.

Konstruktiver Aufbau des Fluidsystems zur hydrodynamischen Fokussie-
rung Version 6

In Version 6 wird die Impedanzmessung von einem parallel zur Flussrichtung gehen-
den Feld auf ein quer zur Flussrichtung ausgerichtetes Feld umgestellt (sieche dazu
Kapitel 7.2, Seite 112). Aus diesem Grund kann der Messkanal deutlich langer mit Vor-
teilen fiir die optische Detektion gestaltet werden. Der Querschnitt des Messkanals wird
zur Reduzierung der Verstopfungsgefahr auf 100 x 100 um vergroBert.

Ein leichteres Abreien des Probenstroms von der Seitenwand des Probenstromauslas-
ses wird durch einen kleineren Radius erreicht. Durch den Einsatz eines 50-pum-
Schaftfrasers wird der Radius der zwischen Probenstrom- und Hiillstromauslass um
den Faktor vier gegeniiber Version 4 verkleinert. Problematisch beim Einsatz eines 50-
um-Frasers ist die sehr kurze Schneidenlange von 100 um. Um den Bereich zwischen
Hiillstrom- und Probenstromauslass mit einem 50-um-Friaser bearbeiten zu konnen,
muss der Hiillstromkanal fiir den sich aufweitenden Fraserschaft innen um 20° ange-
schragt werden.

Das Verhiltnis von Proben- zu Hiillvolumenstrom bei einer durchflusszytometrischen
Messung liegt in der GroSenordnung von 1:1000. Das Querschnittsverhiltnis von Pro-
benstromauslass zu Hiillstromauslass in Version 4 betrigt ca. 1:14. Das bedeutet, dass
der Hiillstrom eine iiber 70-mal groBere Geschwindigkeit als der Probenstrom beim
Zusammenfluss hat. Diese Geschwindigkeitsdifferenz fiihrt zu einer Senkung des stati-
schen Drucks im Bereich des Zusammenflusses gemaB der Bernoulli-Gleichung. Dies
bewirkt ein spites AbreiBen des Probenstroms von der Seitenwand und eine Zweitei-
lung des fokussierten Probenstroms. In Version 6 wird die Geschwindigkeitsdifferenz
durch einen deutlich verkleinerten Probenstromauslass (30 x 50 um) angeglichen. Das
Flachenverhaltnis von Proben- zu Hiillstromauslass wird in Version 6 auf 1:88 gesetzt.
Bei einem 1000-fach groBeren Hiillvolumenstrom fallt die Geschwindigkeit auf die 11-
fache des Probenstroms. Eigene Erfahrungen haben gezeigt, dass kleinere Querschnitte
des Probenstromauslasses leicht zum Verstopfen durch Zellen oder Partikel neigen.

Waihrend in der x-y-Ebene die Verjiingung des Kanals sehr gleichformig ausfallt, wurde
die Verjiingung in der x-z-Ebene sehr steil gewahlt und die Fokussierung in z-Richtung
verbessert. Die Strukturhohe betrigt 650 um. Eine Ubersicht iiber die Geometrie der
hydrodynamischen Fokussierung in Version 6 liefert Abbildung 5.14.
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Abbildung 5.14: Hydrodyna-
mische Fokussierung Versi-
on 6. Der Fluidikkanal ist als
Volumenkdrper dargestellt.

Stromungsverhaltnisse der hydrodynamischen Fokussierung in Version 6

Um eine Vergleichbarkeit der Simulationsergebnisse der einzelnen Versionen herzustel-
len, werden die Hiillvolumenstrome dem verdanderten Messkanalquerschnitt so ange-
passt, dass die Stromungsgeschwindigkeiten im Messkanal gleich sind.

Abbildung 5.15 zeigt die mittels FEM-Simulation berechnete Querschnittsfliche des
fokussierten Probenstroms in Abhingigkeit der Hiill- und Probenvolumenstrome. Im
Vergleich zu Version 4 ist die Zweiteilung deutlich reduziert (vergleiche dazu Abbildung
5.7). In Version 4 ist eine Fokussierung unter einen Querschnitt von 10 um2 nur bei
kleinen Stromungsgeschwindigkeiten moglich. In Version 6 wird dieser Wert auch bei
deutlich groBeren Stromungsgeschwindigkeiten erreicht. Eine Zweiteilung des Proben-
stroms, erkennbar an den waagrecht verlaufenden Abschnitten der einzelnen Kurven,
tritt nur bei Hiillvolumenstromen groBer als 40 pl/s und bei Probenvolumenstrémen
kleiner als 0,02 ul/s auf.
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Abbildung 5.15: Vergleich der physikalischen Flache Aynys (gestrichelte Linien) und der mittels
FEM-Simulation berechneten Flache A, (durchgezogne Linien) des fokussierten Proben-
stroms als Funktion des Probenvolumenstroms (Version 4) fiir verschiedene Hillvolumenstro-

me V,

In Abbildung 5.16 ist das mittels FEM-Simulation berechnete Verhaltnis bsim zu hgim
dargestellt. Bei groBen Hiillvolumenstromen (> 40 ul/s) und kleinen Probenvolumen-
stromen (< 0,005 pl/s) wird durch die Zweiteilung des Probenstroms ein ausgegliche-
nes Verhiltnis von nahezu 1:1 erreicht. Da bei diesen Stromungsbedingungen bsim und
hsim ca. 3 um betragt und damit kleiner oder gleich des Durchmessers der zu messenden
Zellen ist, spielt die Zweiteilung in diesem Bereich keine Rolle. Bei anderen Stromungs-
verhaltnissen ist das Verhaltnis weniger optimal (bis zu 1:5,5). Bei kleinen Hiillstromen
wird der Probenstrom stark zu einem in z-Richtung stehenden Band zusammenge-
driickt.
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Einfluss des Radius am Probenstromauslass

Der Einfluss des Radius am Probenstromauslass auf die hydrodynamische Fokussie-
rung wird am virtuellen Modell untersucht. In Abbildung 5.17 sind die Ergebnisse
gezeigt. Der Radius wird von 0 bis 100 um verandert. Der Hiillvolumenstrom betragt
40 ul/s, der Probenvolumenstrom 0,005 pl/s. Der Fokus in y-Richtung nimmt mit
steigendem Radius zu. Der Fokus in z-Richtung bleibt dagegen relativ unbeeinflusst.
Dementsprechend nimmt der Querschnitt des fokussierten Probenstroms zu. Diese
Zunahme ist nicht linear. Der Einfluss wird ab einem Radius von ca. 50 um starker.
Eine Veranderung des Radius von 0 bis 50 um hat dagegen einen verminderten Effekt.
Anhand der berechneten Werte wird deutlich, dass durch den Einsatz eines 50-um-
Friasers eine deutliche Verbesserung der Fokussierung erreicht wird.
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lass (Version 6)
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5 Auslegung der Fluidik

Einfluss des Offnungswinkels der Verjungung

Bei den FEM-Rechnungen wurde in der x-z-Ebene der halbe Offnungswinkel von 20°
bis 90° variiert und die Fokussierung bei einem Hiillvolumenstrom von 40 ul/s und
einem Probenvolumenstrom von 0,005 ul/s berechnet. Das Ergebnis ist in Abbildung
5.18 dargestellt. Bei Winkeln unter ca. 40° liasst die Effizienz der Fokussierung deutlich
nach. Die geringste Querschnittsflache fiir den Probenstrom wird bei 90° erreicht.
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Abbildung 5.18: Mittels FEM-Simulation berechnete Auswirkungen der Variation des halben
Offnungswinkels der Verjiingung in Version 6. Die eingefligten Strémungsbilder verdeutlichen
die Stromungsverhaltnisse bei 20°- und 90°-Winkeln.

Experimentelle Stromungsuntersuchungen an Analysechips Version 6

Zur Untersuchung der hydrodynamischen Fokussierung in Version 6 wurden dhnliche
Untersuchungen wie in Version 4 durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.19
und Abbildung 5.20 zu sehen.

Bei einem Speisedruck von 210 hPa des Probenstroms und 400 hPa des Hiillstroms in
den Vorratsbehiltern wurde eine y-Ausdehnung des fokussierten Probenstroms von ca.
5 um gemessen. Da zur Zeit dieser Messungen noch keine direkte Volumenstrommes-
sung zur Verfiigung stand, wurden die Volumenstrome fiir diese Driicke durch Wagun-
gen bestimmt und entsprechen einem Hiillstrom von ca. 26 ul/s und einem Proben-
strom von 0,1 pl/s. Die Simulationsrechnung ergibt fiir diese Werte eine y-Ausdehnung
des fokussierten Probenstroms von ca. 3 um. Im Vergleich zu Version 4 (siehe
Abbildung 5.11) ist bei vergleichbaren Speisedriicken eine wesentlich bessere Fokussie-
rung in y-Richtung erreicht worden.
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100 um

210 hPa 240 hPa 300 hPa 500 hPa

Abbildung 5.19: Fluoreszenzaufnahmen in der x-y-Ebene des fokussierten Probenstroms in
Version 6 [PTB]. Zur Verdeutlichung der Kanalgrenzen wird eine Hellfeldaufnahme (linkes Bild)
gezeigt.
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Einfluss der Fertigungstoleranzen auf die hydrodynamische Fokussierung

Die hydrodynamische Fokussierung Version 6 weist bei den experimentellen Untersu-
chungen eine Instabilitdt in der z-Richtung auf. Um dies naher zu untersuchen werden
mehrere Analysechips so prapariert, dass der Messkanal in der x-z-Ebene beobachtet
werden kann (siehe Abbildung 5.21). Im linken Bild ist ein Analysechip gezeigt, bei dem
eine relativ gute Fokussierung in z-Richtung erreicht worden ist. Das rechte Bild zeigt
die Fokussierung in z-Richtung eines anderen Analysechips der gleichen Version, bei
dem eine deutlich verschlechterte Fokussierung zu sehen ist. Zur Verdeutlichung ist die
Kanalbegrenzung nachtriglich in die Aufnahmen eingezeichnet. Angemerkt sei, dass
bei beiden Aufnahmen der Probenstrom in y-Richtung sehr gut fokussiert.
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5 Auslegung der Fluidik

100 pm
—

Abbildung 5.21: Mikroskopaufnahme des fokussierten Probenstroms Version 6 in der x-z-Ebene

Durch die FEM-Rechnungen wird gezeigt, dass Abweichungen auf Grund der ferti-
gungstechnischen Toleranzen die hydrodynamische Fokussierung stark negativ beein-
flussen. Insbesondere durch die nicht senkrechten Seitenwinde (3°- 7° Abweichungen
von der Senkrechten), die sich durch den Frasprozess ergeben, wird die Stromung
beeintrachtigt. An der hydrodynamischen Fokussierung wurden virtuell Schriagen von
5° an den AuBlenseiten der Hiillstromzufiihrungen eingefiigt und die hydrodynamische
Fokussierung bei einem Hiillvolumenstrom von 20 ul/s und einem Probenvolumen-
strom von 0,1 pl/s berechnet. Wie in Abbildung 5.22 zu erkennen ist, fokussiert der
Probenstrom in z-Richtung bei der leicht veridnderten Geometrie deutlich schlechter.
Die Fokussierung in y-Richtung dagegen ist stabil.

Abbildung 5.22: Vergleich der mittels FEM-
Simulation berechneten z-Ausdehnung des
fokussierten Probenstroms bei der idealen
CAD-Geometrie (oben) und der veranderten
Geometrie (unten) (Version 6).

5.7 Kaskadierte hydrodynamische Fokussierung

Mit den Versionen 4 und 6 wurden zwei hydrodynamische Fokussierungen realisiert,
die einige der in Kapitel 5.1 (Seite 60) geforderten Funktionen erfiillen. Problematisch
bleiben trotz einer Verbesserung von Version 6 gegeniiber Version 4 die Zweiteilung des
Probenstroms und die Instabilitit der hydrodynamischen Fokussierung gegeniiber
Fertigungstoleranzen.
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Mit der Version 6 konnte gezeigt werden, dass eine Angleichung der Stromungsge-
schwindigkeiten des Hiill- und Probenstroms beim Zusammenfluss die Zweiteilung des
fokussierten Probenstroms reduziert. Sollen die Stromungsgeschwindigkeiten weiter
angepasst werden, so kann dies durch eine Hintereinanderschaltung mehrerer hydro-
dynamischer Fokussierungsstufen erfolgen. Eine solche Anordnung nennt man kaska-
dierte hydrodynamische Fokussierung [Into2].

In der Version 8 wird eine kaskadierte hydrodynamische Fokussierung in zwei Stufen
realisiert. Nach auBlen hin besitzt der Hiillstrom einen Anschluss. Die Verteilung des
Hiillstroms auf die beiden Fokussierstufen erfolgt intern auf dem Analysechip.

Konstruktiver Aufbau des Fluidsystems zur hydrodynamischen Fokussie-
rung Version 8

In Abbildung 5.23 ist der konstruktive Aufbau des Fluidsystems zur hydrodynamischen
Fokussierung Version 8 dargestellt. Der Messkanal wird gegeniiber Version 6 auf einen
Querschnitt von 125 x 125 pm2 vergroBert. Diese Anderung wird zu Gunsten eines
einfacheren konstruktiven Aufbaus durchgefiihrt. Die Nuten der Lichtwellenleiter und
der Messkanal befinden sich ausschlieBlich im Boden des Analysechips. Dadurch wird
vermieden, dass die Fiigeebene durch den Messkanal lauft und Fehler wie zum Beispiel
eine nicht vollflichig geschlossene Fiigeebene die Messung beeintrichtigt. Die Radien
am Probenstromauslass werden auf 110 um vergrofBert, so dass sie sich mit einem 0,2-
mm-Friser fertigen lassen und eine Anschrigung der Innenseiten der Hiillstromzufiih-
rungen wie in Version 6 entfallen kann. Zur Verbesserung der Fokussierung in z-
Richtung wird die gesamte Strukturhohe der hydrodynamischen Fokussierung von
650 um auf 1000 um vergroBert.

. Hiillstromauslésse 2.Stufe
270 X 1000 um?

T~ Probenstromauslass
~ - resxi2sum?

[
Messkanal | [ { |
125x 125 um?/ &

Abbildung 5.23: Hydrodyna-
mische Fokussierung Versi-
on 8. Der Fluidikkanal ist als
Volumenkdrper dargestellt.

Fiigeebene o~

Hiillstromauslisse 1. Stufe A
300 X 1000 um? el 4

Stromungsverhaltnisse der hydrodynamischen Fokussierung Version 8

GroBe Geschwindigkeitsdifferenzen lassen sich nur dann vermeiden, wenn die Fokus-
sierung der ersten und der zweiten Stufe (in Flussrichtung gezihlt) annihernd gleich
sind. Dann gilt:
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YP :VH1+VP ~ \:/Hl

— . Gleichung 5.9
VHI VH 'VHl VHZ

Dabei reprisentieren V, den Probenvolumenstrom, V,,, den Hiillvolumenstrom, der
durch die erste Fokussierung flieBt, V,,den Hiillvolumenstrom der durch die zweite

Fokussierung flieBt, und V,, den gesamten Hiillvolumenstrom.

Bei einem Probenvolumenstrom von 0,05 pul/s und einer maximalen Strémungsge-

schwindigkeit von 3,8 m/s (das entspricht einem gesamten Hiillstrom VH von ca.

60 ul/s) muss Vm ca. 1,8 ul/s betragen. Das bedeutet, dass ca. 1/33 des gesamten Hiill-

stroms in die erste Stufe flieBen muss, der Rest in die zweite. Wie aus Gleichung 5.9
ersichtlich hangt das Verhiltnis des Hiillstroms der ersten Stufe zum Hiillstrom der
zweiten Stufe vom gesamten Hiillvolumenstrom und dem Probenvolumenstrom ab.
Insofern kann kein festes Verhaltnis fiir alle Volumenstrome angegeben werden. Der
Wert von 1:33 wird jedoch als Anhaltswert genommen.

Durch die zweistufige Fokussierung und den Angleich der Stromungsgeschwindigkeiten
ist die unerwiinschte Zweiteilung des Probenstroms auch fiir kritische Stromungspara-
meter (kleine Probenstrome kombiniert mit groBSen Hiillstromen) beseitigt. In
Abbildung 5.24 ist ein Vergleich der Versionen 4 und 8 dargestellt. Die Probenstréme

(VP = 0,001) und die Stromungsgeschwindigkeiten im Messkanal (V = 6 m/s) sind in

den Abbildungen vergleichbar. In beiden Versionen wurde der Radius am Probenstro-
mauslass mit einem 200-um-Fraser gefertigt. Es ist deutlich zu erkennen, dass in Ver-
sion 8 in der ersten Fokussierungsstufe keine Aufweitung des Probenstroms stattfindet.
Die Stromungsgeschwindigkeiten von Hiillstrom und Probenstrom sind nahezu iden-
tisch. Im Vergleich dazu flieSt in der Version 4 der Hiillstrom mit einer sehr viel h6he-
ren Geschwindigkeit an den Probenstrom heran. Der Probenstrom reiBt spiat von der
Kanalwand ab, sodass es zu einer Zweiteilung kommt.
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Abbildung 5.24: Vergleich der mittels FEM-Simulation berechneten Strdmungen in der Version
4 links und der Version 8 rechts

Diese deutlich verbesserten Stromungsverhiltnisse zeigen sich auch in den Quer-
schnittsflachen des fokussierten Probenstroms bei verschiedenen Stromungsverhaltnis-
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sen. Wie in Abbildung 5.25 zu sehen ist, steigt der Querschnitt mit zunehmendem
Probenstrom linear iiber weite Bereiche an. Lediglich bei sehr hohen Hiillvolumen-
stromen von 90 ul/s kommt es zu einer leichten Aufweitung des Probenstroms. Dies
lasst sich wie in den Versionen 4 und 6 an der bei sehr kleinen Probenstromen abkni-
ckenden Kurve erkennen.
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—e— /30 plis
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\'/P in ul/s
Abbildung 5.25: Vergleich der physikalischen Flache Ay (gestrichelte Linien) und der
der mittels FEM-Simulation berechneten Fliche Agm (durchgezogene Linien) des fo-
kussierten Probenstroms als Funktion des Probenvolumenstroms (Version 8) fiir ver-
schiedene Hiillvolumenstréme V,

Auch das Verhaltnis bsim zu hgim ist weitgehend ausgeglichen (siehe Abbildung 5.26). In
dem fiir Messzwecke relevanten Bereich eines Probenstroms von 0,01 bis 0,1 ul/s liegt
das Verhaltnis bsim zu hsim zwischen 0,6 und 1. Die Abhéngigkeit des Verhéltnisses vom
Hiillvolumenstrom ist im Vergleich zu Version 6 reduziert.
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Abbildung 5.26: Mittels FEM-
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Experimentelle Stromungsuntersuchungen an Analysechips Version 8

Zur Bestimmung der Ausdehnung des fokussierten Probenstroms wird an die Fluores-
zenzintensitit in x-Richtung eine GauBfunktion angepasst. Anhand der vollen Halb-
wertsbreite (FWHM) dieser angepassten GauBfunktion wird die Ausdehnung des fo-
kussierten Probenstroms bestimmt. In Abbildung 5.27 ist das Vorgehen fiir einen be-

stimmten Parametersatz (VH =23 ul/s, VP = 0,2 ul/s) dargestellt. Zum Vergleich sind

die aus den Simulationen berechneten Fluoreszenzintensitaten mit in die Diagramme
eingezeichnet. Bei der unteren Aufnahme spiegelt sich der fluoreszierende Probenstrom
in der Fiigeebene.
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Fokussierung in y-Richtung
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Abbildung 5.27: Auswertung der Ausdehnung der hydrodynamischen Fokussierung [PTB, Yil06]

In Abbildung 5.28 sind die gemessenen und die mittels FEM-Simulation berechneten
Ausdehnungen des fokussierten Probenstroms in einem Diagramm aufgetragen. Bei
Probenstromen zwischen 0,1 und 1 ul/s stimmen die beiden Kurven bis auf eine Abwei-
chung weniger Mikrometer iiberein. Oberhalb von 1 ul/s flieBt der Probenstrom bei der
ersten Fokussierungsstufe in den Hiillstrom zuriick. Dadurch verformt sich der fokus-
sierte Probenstrom. In z-Richtung weitet sich der fokussierte Probenstrom auf, in y-
Richtung verschmailert er sich dagegen. Auch dieses Verhalten gibt die Stromungssimu-
lation wieder. Der Bereich groBer 1 ul/s hat jedoch fiir eine durchflusszytometrische
Messung keine Bedeutung. Im Bereich kleiner als 0,1 ul/s Probenstrom ergeben sich
Abweichungen bis zu 4 um. Die gemessenen Ausdehnungen nédhern sich bei kleiner
werdenden Probenstrémen einem Wert von ca. 5 um asymptotisch an, die mittels FEM-
Simulation berechneten Werte gehen asymptotisch gegen null.

Ein Riickschluss auf die tatsachliche Ausdehnung des fokussierten Probenstrom ist bei
den durchgefiihrten Untersuchungen auf Grund des nicht optimalen Versuchaufbaus
nur schwer moglich. Die Mikroskopbilder unterliegen einer Unschérfe. Diese Unschirfe
kann optische oder stromungstechnische Ursachen haben.

Die optische Qualitdt der Mikroskopaufnahmen ist durch das Auflésungsvermaogen des
Mikroskopobjektivs und der Kamera begrenzt. Fiir diese Aufnahmen wurden 10-fach
Objektive mit einer numerischen Apertur von 0,2 und einer theoretisch erreichbaren
Auflésung von ca. 1,25 um. Die verwendete Kamera hat eine Auflosung von 1040 x 1388
Pixeln. Weitere Beitriage zur optischen Unschirfe sind durch die nicht optischen Grenz-
flichen (fertigungsbedingte Rauheiten und Unebenheiten) beim Analysechip zu erwar-
ten.
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Durchdringen sich Proben- und Hiillstrom, kommt zu einer Aufweitung und die Grenze
zwischen Proben- und Hiillstrom verwischt. Dariiber hinaus ist die hydrodynamische
Fokussierung sehr sensibel gegeniiber duBeren Schwingungen. Korperschall iibertragt
sich vom duBeren fluidischen System auf die hydrodynamische Fokussierung. Die
Mikroskopaufnahmen wurden mit Belichtungszeiten zwischen 10 und 500 ms aufge-
nommen. Hochfrequente Stérungen groBer als der Kehrwert der Belichtungszeiten
(> 2 bis 100 Hz) konnen somit nicht aufgelost werden und vergroBern die gemessenen
Ausdehnungen des fokussierten Probenstroms.

Zur Beobachtung der Fokussierung der z-Richtung wird ein Durchflusszytometer der
Version 8 so prapariert, dass ein Blick auf den Messkanal in der x-z-Ebene moglich ist.
Der Zugang in y-Richtung zum Messkanal ist durch die Kanile der Lichtwellenleiter
sehr eingeschriankt. Es beeintrichtigt die Qualitit der Aufnahmen jedoch erheblich
(sieche Abbildung 5.27). Da keine vollen Halbwertsbreiten des fokussierten Proben-
stroms unter 10 pm gemessen wurden, ist davon auszugehen, dass die optische Mess-
unsicherheit bei diesen Aufnahmen bei ca. 4 um liegt.
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Abbildung 5.28: Vergleich berechneter und gemessener [PTB, Yil06] Ausdehnungen des fokus-
sierten Probenstroms bei einem Hullvolumenstrom von 23 pl/s (Version 8)

Einfluss der Strukturhohe

Anhand von Version 8 soll gezeigt werden, in wieweit die gesamte Strukturhohe der
hydrodynamischen Fokussierung einen Einfluss auf die Giite der Fokussierung hat. Die
Strukturhohe ist maBgeblich dafiir verantwortlich, wieviel Hiillstrom aus den z-
Richtungen auf den Probenstrom trifft und damit fiir die Fokussierung zur Verfiigung
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steht. Bei sehr hohen Strukturen flieBt viel Hiillstrom aus den z-Richtungen zu. Bei sehr
flachen Strukturen - im Extremfall ist die z-Ausdehnung des Hiillstromauslasses gleich
der z-Ausdehnung des Probenstromseinlasses - wird der Probenstrom nur in y-
Richtung fokussiert. Abbildung 5.29 gibt dieses Verhalten wieder. Der Probenvolumen-
strom betragt 0,1 ul/s, der Hiillvolumenstrom 60 pl/s. Die Fokussierung in y-Richtung
ist relativ unabhingig von der Strukturhohe. Die Fokussierung in z-Richtung zeigt
hingegen eine deutliche Abhangigkeit. Bis zu einer Strukturhéhe von 1000 um verbes-
sert sich die Fokussierung in z-Richtung sichtbar. Eine Erhohung iiber 1000 um bringt
nur einen untergeordneten Effekt. Die Querschnittsfliche des fokussierten Proben-
stroms hat ihr Minimum bei einer Strukturhéhe von 1000 um. Eine Strukturhéhe von
1000 um kann fertigungstechnisch noch akzeptiert werden.
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sierung (Version 8)

Stabilitdt der Strémung in Version 8

Leichte geometrische Verdnderungen fiihren in Version 6 zu einer starken Verschlech-
terung der Fokussierung insbesondere in z-Richtung. In Version 8 wird durch FEM-
Rechnungen gezeigt, dass diese Version gegeniiber Fertigungstoleranzen erheblich
stabiler ist. Dazu wird das CAD-Modell mit eingefiigten 8°-Schragen innen und auBen
an den Hiillstromzuleitungen verifiziert. Im Vergleich dazu wurde in Version 6 mit 5°-
Schriagen gerechnet. Die unmodifizierte Variante fokussiert bei einem Probenstrom von
0,1 ul/s und einem Hiillstrom von 60 ul/s auf einen Querschnitt von 4,6 x 4,6 um?2.
Durch die Anschriagung der Hiillstromzuleitungen flieBt weniger Fluid in der z-
Richtung zum Probenstrom. Es ergibt sich ein rechteckiger in z-Richtung stehender
Querschnitt von 2,3 x 13,6 um2. Die eingebrachten Modifikationen sind groBer als die
Fertigungstoleranzen. Dennoch liegt der fokussierte Probenstromquerschnitt in der
Nihe der Zielsetzung von 5 x 5 um2. Diese Ergebnisse werden auch durch die experi-
mentellen Untersuchungen an den Labormustern bestatigt.

GemaB den aufgestellten Anforderungen soll der fokussierte Probenstrom nicht mehr
als 5 um von der Mittelposition im Messkanal abweichen. Eine Storung der Stromung
ist entweder durch eine Deformation der Kanalstruktur oder durch einen Fremdkorper
denkbar. Es wurde ein Modell geschaffen, bei dem eine Hiillstromzufiihrung um 10 ym
in der x-Ausdehnung verschmalert wurden. Bei dieser Veranderung verschiebt sich der
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Probenstrom um 6,5 um in y-Richtung aus der Mitte zur Seite der verschmalerten
Hiillstromzufiihrung. Es wurde ebenfalls eine Asymmetrie in z-Richtung simuliert.
Dazu wurden die Hiillstromzufiihrungen um 10 um in die positive z-Richtung verscho-
ben. Dies bewirkt eine Verschiebung von 1 um des fokussierten Probenstroms in die
negative z-Richtung.

Um zu iberpriifen, welche Auswirkungen ein Fremdkorper in der Kanalstruktur hat,
wird virtuell ein Partikel mit einem Durchmesser von 40 um am Anfang des Messkanals
platziert (siehe Abbildung 5.30). Die FEM-Rechnungen zeigen, dass der fokussierte
Probenstrom um 3 pm in x-Richtung und 1,6 um in z-Richtung abweicht und damit
innerhalb der geforderten Anforderungen liegt.
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5.8 Hydrodynamische Fokussierung mit Drall

Die experimentellen Untersuchungen an Analysechips Version 8 zeigen, dass die hyd-
rodynamische Fokussierung gemiafl den Anforderungen funktioniert. Eine Strukturho-
he von 1000 pm mit hohen Aspektverhiltnissen ist jedoch beziiglich des Ultra-
Prazisionsfrasens und des HeiBpragens kritisch zu bewerten. Mit Version 9 soll ver-
sucht werden, die maximalen Strukturhohen der hydrodynamischen Fokussierung zu
reduzieren. Beim Friasen konnen kiirzere und somit stabilere Friaser verwendet werden,
was eine verbesserte Genauigkeit zur Folge hat. Beim HeiB3pragen lassen sich Formen
mit niedrigerem Aspektverhiltnis deutlich besser entformen.

Konstruktiver Aufbau des Fluidsystems zur hydrodynamischen Fokussie-
rung Version 9

In Abbildung 5.31 ist der konstruktive Aufbau des Fluidsystems zur hydrodynamischen
Fokussierung Version 9 dargestellt. Die Struktur ist achssymmetrisch zur fluidischen
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Achse. Die Hiillstromzuleitungen laufen versetzt, wodurch in der Verjiingung ein Drall
der Stromung entsteht. Der Radius am Probenstromauslass betragt 100 pum. Die gesam-
te Strukturhohe wird gegeniiber Version 8 um ca. Faktor 3 auf 350 um reduziert.

Messkanal
. 100X 100 um?

e

Hiillstromauslisse
. 125X 210 um?

>~ Verjiingung ™/

B

N | Hiillstrom
Y s >
Fiigcebcnc_\.">x =
‘-\“»\ > .
-~ = — Abbildung 5.31: Hydrodyna-
S - _Probenstrom i : i
Hiillstrom A mische Fokussierung Versi-
. o | Probenstromauslass ~ on 9. Der Fluidikkanal ist als
Radius 100 um |70 X 70 um?2

Volumenkdrper dargestellt.

Ein Problem beim Fiigen des Deckels und Bodens ist, die Fiigeebene bis an die Kanal-
strukturen flachig zu schlieBen. Gelingt dies nicht vollstandig, bleibt ein Fiigespalt von
wenigen Mikrometern (ca. 1 — 5 um) am Messkanal. Bei Version 9 wird daher der
Messkanalquerschnitt wird auf 100 x 100 um2 verkleinert und eine Presspassung zwi-
schen Deckel und Boden eingefiihrt (siehe Abbildung 5.32). Beim Zusammenfiigen wird
so der Messkanal abgedichtet, auch wenn die Fiigeebene nicht flachig bis an die Kanal-
struktur geschlossen ist.

Deckel  Fiigespalt Deckel Press- |, 5um
passung |
Messkanal I
& Messkanal ; T
=l 3
— e T - | — -
B S
g l g
B~ 125um—— g [100HmT Abbildung 5.32: Lage des
M &) Messkanals in Version 8
Version 8 Version 9 (links) und Version 9 (rechts)

Stromungsverhaltnisse der hydrodynamischen Fokussierung Version 9

In Abbildung 5.33 sind die Stromlinien der hydrodynamischen Fokussierung und ins-
besondere der Drall des Probenstroms visualisiert. Der Probenstrom reifit von der
Kanalwand ab und wird vom Hiillstrom in Rotation versetzt. Durch die Rotation oder
den Drall wird die sonst in y- oder z-Richtung vorherrschende Orientierung aufgeho-

ben. Der Hiillstrom fliet dabei mit einem Drall um den Probenstrom und fokussiert
ihn.
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5 Auslegung der Fluidik

Abbildung 5.33: Darstellung der Stromungsverhaltnisse der hydrodynamischen Fokussierung in
Version 9. Der Ubersichtlichkeit wegen werden nur die Trajektorien eines Hiillstromauslasses
dargestellt.

Die Stiarke des Dralls ist im Wesentlichen abhéngig vom Volumenstrom des Hiillstroms
und nur in geringem MaBe vom Probenstrom. Durch den rechteckigen Querschnitt der
Verjiingung wird der Drall schnell gebremst, so dass der Fluidstrom am Anfang des
Messkanals keine Rotationsbewegung mehr aufweist. Abbildung 5.34 zeigt eine Uber-
sicht iiber die Stirke des Dralls in Abhéngigkeit vom Proben- und Hiillvolumenstrom.
Bei zunehmendem Hiillstrom wird der Drall verstarkt.

700 -
600+ V_v_v_'\\v\v\v_v
500- ‘_A—t\
‘= 400+
c |
o
= 300
© 200 1 ==V, 10ul/s Abbildung 5.34: Mittels FEM-
| +\_/H 20 plfs Simulation berechneter Drall
100 - _‘_gH gg “:;S des fokussierten Proben-
{ T VRRT s stroms (iber dem Probenvo-
0.001 0.010 0.100 1000 lumenstrom (Version 9) fur

. verschiedene Hullvolumen-
V,in /s

stréme V.,

In den Versionen 4, 6 und 8 steht der fokussierte Probenstrom in seiner maximalen
Ausdehnung entweder in y- oder in z-Richtung. Der Querschnitt des fokussierten Pro-
benstroms in Version 9 dreht sich bei verschiedenen Stromungsverhiltnissen und
nimmt mitunter einen leichten S-formigen Querschnitt ein (siehe Abbildung 5.5).

Durch die Drehung der elliptischen oder S-formigen Querschnittsfliche kommt es bei
der feststehenden Ableserichtungen in y- und z-Richtung von bsim und hgm zu sich
verandernden Ablesefehlern. Das fiihrt dazu, dass die mittels FEM-Simulation berech-
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5 Auslegung der Fluidik

nete Querschnittsfliche Agm nicht gleichformig anwachsen. Analoge Verhaltnisse erge-
ben sich fiir das Verhaltnis von bsim zu hsim. Abbildung 5.35 zeigt die Querschnittsflache
des fokussierten Probenstroms bei verschiedenen Parametern und Abbildung 5.36 das
dazugehorige Verhiltnis von bgim zu hgim.

1000—: —=—V, 10 yl/s
1 —e—V, 20 plis ,
iy —— 1V, 40 plis
| —v—V,, 60 plis 1
Yl
100 +
- A
NE :
s i
= 1
£ i
<ll)
10 A
i .
IIII T T I?IIIIIT’ = T T lllllll T T lllllll
0,001 0,010 0,100 1,000

Vv, in plis

Abbildung 5.35: Vergleich der physikalischen Flache Ay (gestrichelte Linien) und der mittels
FEM-Simulation berechneten Querschnittsflache Ag;,, (durchgezogne Linien) des fokussierten
Probenstroms als Funktion des Probenvolumenstroms (Version 9) fiir verschiedene Hiuillvolu-

menstréme V,

4 -
—=—V,_ 10 yl/s
—e—V,, 20 yl/s
34 .
—A—V_ 40 ul/s
—v—V,, 60 ulis
£
< 24
£
o
1_
Abbildung 5.36: Mittels FEM-
0 Simulation berechnetes

0001 0010 0100 1,000 Verhéltnis von b 2u hsm
V_in ulis (Version 9) fur verschiedene
P .

Hullvolumenstrome V,

92



5 Auslegung der Fluidik

Experimentelle Stromungsuntersuchungen an Analysechips Version 9

Zur experimentellen Untersuchung der hydrodynamischen Fokussierung wurde eine
Messreihe mit konstantem Hiillstrom und variiertem Probenstrom durchgefiihrt. Der
fokussierte Probenstrom wurde dabei sowohl in der x-y-Ebene als auch in der x-z-
Ebene iiber den seitlich angebrachten Spiegel (siehe Kapitel 6.2, Seite 108) beobachtet.
Die Ergebnisse sind in

Abbildung 5.37 zu sehen. Zum Vergleich sind ebenfalls die Werte aus den FEM-
Rechnungen mit in das Diagramm eingetragen. Der kleinste Querschnitt des fokussier-
ten Probenstroms betrigt 4,5 x 5,5 um2. Das Ziel eine Fokussierung von 5x 5 um2 zu
realisieren, kann somit als erfiillt gelten.

30 4 -

25 +

20

15

Ausdehnung in pm

10

O LN B L L L | T T LN B B B LA | T T LN B B L L | 1

0,010 0,100 1,000

Probenstrom in pl/s

Abbildung 5.37: Ausdehnung des fokussierten Probenstroms bei einem Hullvolumenstrom von
23 ul/s (Version 9)

Abbildung 5.38 zeigt ein Vergleich einer simulierten mit einer realen Stromung. Dieser
Vergleich zeigt anschaulich, die gute Ubereinstimmung der berechneten mit den expe-
rimentell ermittelten Ergebnissen.
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5 Auslegung der Fluidik

200 um 200 um
—_ | s |

Abbildung 5.38: Vergleich der simulierten mit der realen Strémung in der x-y-Ebene. Links sind
die berechneten Trajektorien des Probenstroms zu sehen, rechts ein Mikroskopbild [PTB, Yil06]
der realen Strdmung bei einem Probenvolumenstrom von 0,04 pl/s und einem Hullvolumen-
strom von 20 pl/s.

Einfluss der Lange der Verjingung

Form und Drehung des fokussierten Probenstroms konnen durch gezielte Geometrieva-
riationen verandert werden. Die Lange der Verjiingung bestimmt wesentlich, ob der
fokussierte Probenstrom in allen Richtungen gleichméaBig fokussiert, oder ob er sich zu
einem flachen Band ausformt. Je linger die Verjlingung ist, desto gleichmaBiger ist die
Fokussierung. Wird die Verjiingung auf nahezu null verkiirzt, fokussiert der Proben-
strom zu einem flachen Band (siehe Abbildung 5.39). Die Drehung des Bandes kann
durch die anfangliche y-Ausdehnung der Verjiingung und die z-Ausdehnung der beiden
Hiillstromauslasse variiert werden.

o

r 33072
165.36

L0
Vielocity mimus|

Abbildung 5.39: Variation der
) Lange der Verjungung (Ver-
7 sion 9)
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6 Auslegung der Optik

6 Auslegung der Optik

Grundsatzlich konnen die Lichtein- und die Lichtauskopplung iiber Lichtwellenleiter
(LWL) oder als Freistrahl erfolgen. Schwerpunkt der Untersuchungen dieser Arbeit ist
der Einsatz der Lichtwellenleiter.

Fiir die Lichteinkopplung wird ein Monomodelichtwellenleiter verwendet. Die Extink-
tion, Vorwarts- und Riickwartsstreuungen werden iiber Multimodelichtwellenleiter
gemessen. Abweichend von dem Lichtwellenleiterkonzept wird die 9o0°-Seitwirts-
streuung iiber einen Freistrahl mit einem Mikroskopobjektiv aufgenommen, ebenso die
Fluoreszenz.

Die im Folgenden angegebenen Durchmesser der Strahlprofile beziehen sich auf die
vollen Halbwertsbreiten (FWHM).

6.1 Auslegung der Optik der Lichtwellenleiter

Anforderungen an die Lichtwellenleiteroptik

Die Lichtwellenleiter werden durch Nuten positioniert. Die folgenden Anforderungen
werden an die Auslegung zur Position und Ausfiihrung der Lichtwellenleiternuten
gestellt:

e Durchmesser des Laserstrahls soll 15 bis 22 um betragen. Fiir eine GauBformige
Intensitatsverteilung gilt: Je kleiner der Durchmesser des Laserspots, desto gro-
Bere Signalunterschiede ergeben sich beim Durchgang zweier identischer Teil-
chen auf zwei unterschiedlichen Trajektorien. Der angegebene Wert stellt einen
Kompromiss aus der Lichtintensitdt und der Abweichung des auf das Teilchen
eingestrahlten Lichts bei unterschiedlichen Teilchentrajektorien dar.

e Der aufgenommene Raumwinkelbereich der Lichtwellenleiter zur Streulicht-
messung ist auf Grund der inhomogenen Intensititsverteilung der Mie-
Streuung dem Winkel der aufgenommenen Lichtstreuung anzupassen. Er soll
bei der Riickwirtsstreuung moglichst grof3 sein, um die schwachen Signale de-
tektieren zu konnen. Bei der Vorwartsstreuung steht ein groBer Raumwinkelbe-
reich nicht im Vordergrund, so dass eher der Winkel selbst ausschlaggebend ist.
Neben der Kleinwinkelvorwartsstreuung soll eine zweite Streulichtmessung mit
einem groBeren Winkel realisiert werden. Fiir diese zweite Streulichtmessung
soll ein maximal moglicher groBer aufgenommener Raumwinkel realisiert wer-
den.

e Die technischen Grenzflachen, die Licht zur optischen Detektion transmittieren,
miissen - wenn fertigungstechnisch moglich - optische Qualitit besitzen. Je
kleiner der Brechungsindexunterschied der beiden Materialien an der Grenzfla-
che, desto geringer ist diese Anforderung zu gewichten.
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6 Auslegung der Optik

Ubersicht der Anordnung der Lichtwellenleiter

Abbildung 6.1 zeigt eine schematische Darstellung der Lichtwellenleiteranordnung in
Version 8. Im Folgenden wird die konstruktive Auslegung und die experimentellen
Untersuchungen zu den einzelnen Lichtwellenleitern vorgestellt.

LWL fiir Extinktion

LWL fiir Kleinwinkel-
vorwartsstrepung

Akzeptanzbereiche
der einzelnen LWL

angedeutete
Intensitatsverteilung
der Mie-Streuung

LWL fiir GroBwinkel-
vorwirtsstreuung

.

Lichtkegel de Zellen
Monomode- 5
LWL [ Messkanal
y
LWL fiir Riick-
Monomode-LWL wirtsstreuung

Abbildung 6.1: Prinzipskizze der Lichtwellenleiteroptik

Zum Aufbau der Labormuster wurden Lichtwellenleiter mit 4 verschiedenen Kern-
durchmessern eingesetzt. Die nachfolgende Tabelle 6.1 gibt eine Ubersicht iiber die
Eigenschaften der verwendeten Lichtwellenleiter.
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3,5 125 250 0,11 | 450 Monomode zur Lichteinkop-
plung

9,5 125 250 0,22 | 1060 Extinktion

50 125 250 0,22 | multimode Streulicht, Extinktion

105 125 250 0,22 | multimode Streulicht, Extinktion

Tabelle 6.1: Ubersicht Giber eingesetzte Lichtwellenleiter

Abstand des Monomodelichtwellenleiters

Der Durchmesser des Laserstahls an der Messstelle Diaser (volle Halbwertsbreite) kann
in der Konstruktion durch die Wahl des Lichtwellenleiters und den Abstand des Licht-
wellenleiters zur Messstelle beeinflusst werden. Der Offnungswinkel des abgestrahlten
Lichtes der Monomodefaser wird durch die numerische Apertur und dem Brechungsin-
dex des umgebenden Mediums festgelegt. Der Brechungsindex des umgebenden Medi-
ums (Polycarbonat) betragt ny=1,59. Bei einer numerische Apertur der eingesetzten
Monomodefasern von NApw:, = 0,11 ergibt sich ein halber Offnungswinkel von 3,9°
bezogen auf die 1/e2-Intensitit. Die Abweichungen, die sich durch den Ubergang vom
Kunststoff in den mit Wasser gefiillten Messkanal ergeben, konnen auf Grund der
kleinen Winkel zu den Flachennormalen und des kleinen Brechungsindexunterschieds
zwischen Wasser und Polycarbonat vernachléssigt werden. Der Sollabstand m der
Monomodefaser zum Messkanal wird durch eine einfache trigonometrische Beziehung
berechnet:

— 1’1U .
m=————— D . Gleichung 6.1
1,177-NA | .
Der Faktor 1,177 ergibt sich aus der Umrechung der 1/e2-Intensitat auf die volle Halb-
wertsbreiten (FWHM).

In Version 4 wird fiir Dyaser = 21 um die Monomodefaser in einem Abstand von 255 um
positioniert. In Version 8 betragt der Abstand 200 pum zur Messstelle und der Durch-
messer des Laserstrahls in der Mitte des Messkanals ist 16,3 um.

Experimentelle Untersuchung des Laserdurchmessers im Messkanal

Die GroBe des Laserstrahls im Flusskanal wurde durch die Abbildung der Fluoreszenz
einer Rhodamin-6G-Losung nach Anregung mit einer Hg-Hochdrucklampe bestimmt.
Aus dem Fluoreszenzbild werden die Querschnitte entlang der x-Achse extrahiert und
die x-Ausdehnung des Laserstrahls bestimmt. Der aus den Fluoreszenzaufnahmen
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6 Auslegung der Optik

bestimmte Durchmesser des Laserstrahls in der Kanalmitte von 17,5 um stimmt gut
iiberein mit dem Wert aus Gleichung 6.1 von 21 um.

Fluoreszenz
des Lasers —_
w600
=z Experiment
= 5004 Gauss-Fit
é 400- 17,5 um
N 3001
C
[0
& 200
o
o
S 1004
50 um " T
D Seitenwand 60 -40 20 0 20 40 60
Messkanal x-Position

Abbildung 6.2: Vermessung des Laserstrahldurchmessers in Version 4 [PTB, Bra05]. Mikro-
skopaufnahme links, Bestimmung der x-Ausdehnung mittels Gaulf¥fit rechts.

In Version 9 besteht die Mdoglichkeit iiber den integrierten Spiegel mit einem Mikro-
skop stirnseitig in die Monomodefaser zu blicken. Eine solche Aufnahme zeigt
Abbildung 6.3. Die Qualitdt der Aufnahme leidet darunter, dass zwischen Spiegel und
Stirnseite des Wellenleiters der Messkanal mit seinen nicht optischen Seitenwanden
liegt.

Abbildung 6.3: Blick Gber den
Spiegel stirnseitig in die
Monomodefaser. Die Lage
der Fugeebene und der
Wellenleiternut sind zur
Orientierung weifl3 markiert.

100 pum

Abstand und Kerndurchmesser der Lichtwellenleiter zur Extinktionsmes-
sung

Die geometrischen Verhiltnisse des Lichtwellenleiters zur Messung der Extinktion sind
in Abbildung 6.4 dargestellt. Ist der Beleuchtungsdurchmesser Dgq auf Hohe des Licht-
wellenleiters groBer als der Faserkerndurchmesser Dgem, ist fiir die Aufnahme des
Extinktionssignals nicht der Durchmesser des Laserstrahls Diaser, sondern der Durch-
messer des Messfensters Dyess relevant.
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— Kern des LWL
D. #«— 7  zurExtinktionsmessung
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Abbildung 6.4: Schemati-
sche Darstellung der

geometrischen Verhaltnis-
<——_ | Kerndes
Monomode-LWL se zur Auslegung der LWL

zur Messung der Extinktion

Das Streulicht eines Partikels, das gerade in den Laserstrahl eintritt und in den Licht-
wellenleiter zur Extinktionsmessung gestreut wird, soll minimiert werden, da dieses
Streulichtsignal in seinem Vorzeichen dem Extinktionssignal entgegengesetzt ist. Eine
Verringerung des Streulichtanteils im Messsignal wird durch eine VergroBerung des
Abstands n oder eine Reduktion des Kerndurchmessers Dkem erreicht. Beides bringt
jedoch zwangslaufig eine Verkleinerung des Messfensters Duess mit sich. Die Beziehung
zwischen den geometrischen GroBen lautet:

m

_— Gleichung 6.2
m+n

D -D

Mess: Kern *
In Version 4 wird ein Lichtwellenleiter mit einem Kerndurchmesser von 50 um in ei-
nem Abstand von 500 um von der Messstelle eingesetzt und damit ein Messfenster-
durchmesser von rechnerisch 17 um erzielt. In Version 8 betriagt der Abstand 700 um
und der Kerndurchmesser 105 pm. Dadurch ergibt sich ein Messfenster von 23,6 ym

Durchmesser.

Experimentelle Untersuchungen der Extinktionssignale

Die Untersuchungen der Extinktionssignale mit Labormustern der Version 4 wurden
anhand transparenter Polystyrolkiigelchen mit Durchmessern von 3 bis 22 uym von der
PTB durchgefiihrt. Das Laserlicht hat eine Wellenlange von 633 nm. Zur Rauschminde-
rung wurden jeweils 64 Ereignisse iiber der Zeit gemittelt und eine GauBfunktion die-
sem gemittelten Signal angepasst. Abbildung 6.5 zeigt ein typisches Extinktionssignal
eines 6-um-Teilchens. Am Signalverlauf ist bei genauer Betrachtung die Superposition
der Lichtstreuung in Vorwartsrichtung und der Extinktion zu erkennen. Unmittelbar
vor dem Eintritt in das Messfenster erzeugt das Teilchen einen leichten Signalausschlag
nach oben. Dieser Einfluss der Vorwartsstreuung macht sich gemaB der Mie-Theorie
bei groBeren Teilchen stirker bemerkbar als bei kleineren. Bei den Versuchen wurde
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6 Auslegung der Optik

sowohl die Signalhohe (prozentualer Lichtverlust) als auch die Signalbreite (volle Halb-
wertsbreiten, FWHM in us) ausgewertet. Die Messergebnisse sind der Tabelle 6.2 zu
entnehmen.

0,10~ o e
0,084 / Signalhéhe
E Streubeitrag
i 0,06
é Signalbreite
0,04 - |
)
0,02
Abbildung 6.5: Typisches
0,00 , : , : , : , : , . Extinktionssignal (Version 4)
0 5 10 15 20 25 eines 6-um-
Zeit in us Polystyrolteilchens [PTB,
Bra05]
Teilchendurchmesser in um | Prozentualer Lichtverlustin | Volle Halbwertsbreiten der
% Extinktionssignale in ps
3,0 8 2,38
3,5 10 2,48
5,0 29 2,21
6,0 30 2,33
7,0 43 2,26
10,0 66 2,54
15,0 71 3,23
20,0 88 3,86
22,0 86 4,54

Tabelle 6.2: Extinktionssignale verschieden groRRer Polystryrolteilchen [PTB]

Tragt man die vollen Halbwertsbreiten (FWHM) iiber den Durchmesser der gemesse-
nen Polystyrolkiigelchen auf, so ist zu erkennen, dass hierbei kein linearer Zusammen-
hang besteht (siehe Abbildung 6.6). Bis zu einem Teilchendurchmesser von ca. 10 —
15 um bleiben die vollen Halbwertsbreiten konstant, danach ist ein linearer Anstieg zu
erkennen. Der Schnittpunkt dieser beiden Geraden liegt bei einem Wert von 11,5 um.
Aus diesem Wert kann der Durchmesser des Messfensters der Extinktionsmessung
direkt abgeleitet werden. In Version 4 betriagt der gemessene Durchmesser des Mess-
fensters 11,5 um. Im Vergleich zu dem gemessenen Wert wurde aus der geometrischen
Optik ein Durchmesser von 17 um ermittelt. Die Differenz lasst sich durch Fertigung-
sungenauigkeiten erklaren. Sind die Monomodefaser und die Faser zur Messung der
Extinktion nicht koaxial angeordnet sondern versetzt zueinander, verschiebt sich das
Messfenster gegeniiber dem Laserstahl. Dadurch erhoht sich der Anteil des Streulichts

100



6 Auslegung der Optik

im Messsignal, was eine Verkiirzung der gemessenen Signallinge und damit einen
kleineren gemessenen Durchmesser des Messfensters bewirkt.

54
w  |FWHM = (0,203 + 0,006)(us/pm) *D__,
1 eliche
£ 44 \
£
Z 3 2
L
s L. g FWHM = (2,332 + 0,047) ps
= 24
o
5 1 Schnittpunkt bei
fe] H .
T 4 D, =(115%04)um Abbildung 6.6: Volle Halb-
k=) wertsbreiten Extinktions-
» 0 signale in Abhangigkeit vom
0 5 10 15 20 25 Durchmesser der untersuch-
D iighen IN HM ten Polystyrolteilchen [PTB,

Bra05]

Mit Labormustern der Version 8 wurden ebenfalls Untersuchungen des Extinktions-
signals durchgefiihrt. Dazu wurden 7-um-Polyytyrolkiigelchen verwendet. Es wurden
sowohl die Signalverldufe iiber der Zeit als auch Histogramme, in denen die Verteilung
der Einzelsignale zu sehen ist, aufgenommen (siehe Abbildung 6.7). Der Variationskoef-
fizient (CV) der Extinktionsmessung betragt 22 %.

>
c  10] 1400+
c ol 1200+
- CV=22%
g -10] E 1000+
o i
@ -20] :%’ 800
: 600+
S -304 Streubeitrag T
e 400
X -40- N .
c Extinktionsbeitrag 200+
s -50
i 0 : ,
-60 T T T T T 0,1 1 10
0 10 20 30 40 50
Zeitin ps normierte Pulshéhe

Abbildung 6.7: Extinktionssignal 7-um-Teilchen bei einer Wellenlange von 633 nm (Hllvolu-
menstrom = 16,1 pl/s, Probenvolumenstrom = 0,23 pl/s) [PTB]. Links ist das Signal Gber der
Zeit dargestellt (Mittelung Uber 128 Ereignisse), rechts das dazugehérige Histogramm der
Einzelsignale.

Abstand, Winkel und Kerndurchmesser der Lichtwellenleiter zur Messung
der Vorwartsstreuung

In Version 8 wurden zwei Lichtwellenleiter (Klein- und GroBwinkelvorwértsstreuung)
zur Aufnahme der Vorwartsstreuung vorgesehen. Anhand dieser Version sollen die
konstruktiven Uberlegungen dazu dargestellt werden.

Abbildung 6.8 verdeutlicht die geometrischen Verhailtnisse der Lichtwellenleiter fiir die
Vorwirtsstreuungen. Bei einem Winkel von 10° zwischen den Lichtwellenleitern zur

101
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Aufnahme der Kleinwinkelvorwartsstreuung und der Extinktion beriihren sich die
Lichtwellenleiter gerade. Fiir die Kleinwinkelvorwéartsstreuung ist ein Winkel unter 10°
nur moglich, wenn der Lichtwellenleiter deutlich hinter den Lichtwellenleitern zur
Messung der Extinktion zuriickgezogen wird. Dadurch verkleinert sich der aufgenom-
mene Winkelbereich, bzw. liegt der Lichtwellenleiter teilweise im Schatten des Licht-
wellenleiters zur Messung der Extinktion. Wird der Abstand verkleinert und der Licht-
wellenleiter fiir die Kleinwinkelvorwartsstreuung vor den Lichtwellenleiter zur Messung
der Extinktion gezogen, so wird letzterer ab einem Abstand von ca. 500 um abgeschat-
tet. Ein Kompromiss stellt die in Abbildung 6.8 dargestellte Losung dar. In diesem Fall
betragt der beobachtete Raumwinkel 8,5°.

LWL for 00 L
Kleinwinkel- —
vorwdrtsstreuung | |
LWL fUr
Extinktion "]
Messkonol LWL for
GroBwinkel-
= ~_vorwdrtsstreuung
V& NOA 6'35_\’-' _
\ S < / Abbildung 6.8: Anordnung
‘ { y _F von Fasern zur Messung der
I - & E— _ N | Kleinwinkel- und GroRwin-
M I 4 kelvorwartsstreuungen
1 (Version 8)

Der Winkel der GroBwinkelvorwirtsstreuung betragt 53°. Bei diesem Winkel spielt der
Brechungsindexunterschied zwischen Polycarbonat und Wasser eine nicht zu vernach-
lassigende Rolle. Die Abweichung bei 53° betrigt bei diesen Medien ca. 11°. Die Faser
muss daher in einem Winkel von 42° platziert und entsprechend versetzt werden.

GemaB der Mie-Theorie nimmt die Streulichtintensitit zwischen 10° und 53° um ein bis
zwei GroBenordnungen ab. Insofern ist ein groBer aufgenommener Raumwinkel der
GroBwinkelvorwartsstreuung zwingend. Bei einem Abstand von 320 pm vom Faserende
zur Messstelle ergibt sich ein Raumwinkel von 18,6°. Der aufgenommene Raumwinkel
wird in diesem Fall jedoch durch die numerische Apertur des Lichtwellenleiters von
0,22 (ca. 16°) begrenzt.

Abstand, Winkel und Kerndurchmesser der Lichtwellenleiter zur Messung
der Ruckwartsstreuung

Eine Ubersicht zur Geometrie des Monomodelichtwellenleiters und der Faser fiir die
Riickwartsstreuung liefert Abbildung 6.9. Bei einem Winkel von 145° und einem gege-
benen Abstand der Monomodesendefaser von 200 pm von der Messstelle beriihren sich
die Sendefaser und die Faser fiir die Riickwartsstreuung. Der aufgenommene Raum-
winkel betrigt bei dieser Anordnung 29,5°. Bei dieser Anordnung kann mit einem 50-
um-Schaftfraser die notwendige Struktur bearbeitet werden.
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Messkanal A

LWL fUr RGck- Abbildung 6.9: Anordnung

- S vt

Monomode-LWL ¥ | Warlsstreuung 4o Faser zur Messung der
Rickwartsstreuung (Version
8)

Experimentelle Untersuchungen der Streulichtsignale

An Labormustern der Version 8 wurden Signale der GroB- und Kleinwinkelvorwarts-
streuung aufgenommen. In Abbildung 6.10 sind der Zeitverlauf des Signals sowie ein
Histogramm der Kleinwinkelvorwartsstreuung zu sehen. Der Variationskoeffizient der
Kleinwinkelvorwartsstreuung betragt 22 %.
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Abbildung 6.10: Signal der Kleinwinkelvorwartsstreuung eines 7-um-Teilchens bei einer Wellen-
lange von 488 nm (Hullvolumenstrom = 16,1 ul/s, Probenvolumenstrom = 0,23 ul/s) [PTB,
Yil06]. Links ist das Signal Uber der Zeit dargestellt (Mittelung tUber 128 Ereignisse), rechts das
dazugehdrige Histogramm der Einzelsignale.

In den Auslaufern der GauBkurve des Laserstrahls trifft direktes Licht aus dem Mono-
modelichtwellenleiter in den Lichtwellenleiter zur Aufnahme der Kleinwinkelvorwarts-
streuung. Ein durch die optische Messstelle sich bewegendes Teilchen streut oder ab-
sorbiert dieses Licht teilweise, so dass es zunichst zu einer Verdunklung des aufge-
nommenen Lichts kommt. Hat das Teilchen das Zentrum des Laserstrahls (y-Achse)
erreicht, verursacht die Lichtstreuung am Teilchen ein positives Signal.

Abbildung 6.11 zeigt den zeitlichen Verlauf der GroBwinkelvorwartsstreuung. Ein
Histogramm zur Bestimmung des Variationskoeffizienten wurde nicht aufgenommen.
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Abbildung 6.11: Signal der GroR3winkelvorwartsstreuung von 7-um-Teilchen (Mittelung Gber 128
Ereignisse) bei einer Wellenlange von 488 nm (Hdllvolumenstrom = 16,1 pl/s, Probenvolumen-
strom = 0,23 yl/s) [PTB, Yil06]

Wellenleiternuten

Die Erfahrung im Umgang mit den Analysechips zeigen, dass haufig Briiche der Licht-
wellenleiter am Austrittsbreich aus dem Analysechip auftreten. Zur Reduzierung der
Biegespannung und damit der Bruchgefahr wurden Radien am Ende der Fiihrungsnut
der Wellenleiter angebracht (siehe Abbildung 6.12). Im weiteren Verlauf der Fiihrungs-
nut nach innen zur Messstelle weist sie zunachst einen Querschnitt von 250 x 250 pm?2
auf, angepasst an die Kunststoffummantelung der Faser. Die Fiihrungsnut verjiingt sich
anschlieBend auf einen Querschnitt von 125 x 125 um2. In diesem Bereich soll bei der
Montage durch das Laserschweiflen eine Abdichtung nach auBen erfolgen. Im néachsten
Abschnitt der Fihrungsnut reduziert sich der Querschnitt auf 125 x 135 um?2 auf. In
diesem Abschnitt sind die sechs Noppenpaare untergebracht, die den Lichtwellenleiter
bei der Montage durch leichte Klemmung in der Fiithrungsnut halten.

C g

DETAIL A ol
=

_ 025 0,25

_ 0,125 0,125

Abbildung 6.12: Skizze der
Lichtwellenleiternuten Versi-
on8
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6 Auslegung der Optik

Streulicht und Reflexionen an technischen Grenzflachen

Beim Ubergang von Licht an rauen Grenzflichen zweier Materialien mit verschiedenen
Brechungsindizes kommt es zu Lichtstreuung und Reflexionen. Das Licht, das von der
Monomodefaser ausgesendet wird, muss in den Kunststoff des Analysechips eingekop-
pelt werden. An dieser Stelle liegt der Lichtwellenleiter entweder direkt am Kunststoff
an oder es befindet sich ein anderes Medium, typischerweise Luft, mit einem anderen
Brechungsindex dazwischen. Am Phaseniibergang von Kunststoff in den mit physiolo-
gischer Kochsalzlosung gefiillten Messkanal treten die gleichen Effekte auf. Bevor das
Lichtsignal von einem Lichtwellenleiter aufgenommen wird, sind mindestens zwei
weitere Phaseniibergdnge zu durchlaufen.

Jeder sichtbare Lichtstrahl aus der Monomodefaser wird auf Grund einer Stérung in
das Mikroskopobjektiv gestreut. Die optische Qualitidt der Grenzflichen und der Mate-
rialien selbst kann anhand der Reflexionen und Lichtstreuung beurteilt werden.
Abbildung 6.13 verdeutlicht diesen Effekt im Bereich vor der Licht emittierenden Mo-
nomodefaser.

Reflexionen
und ; AT e
Lichtstreuung R S
' | eingelegte
Wellenleiter

250 um

—
' Abbildung 6.13: Reflexionen
und Lichtstreuung (Version 6)

Fiir eine Reduzierung des Streulichts und der Reflexionen muss entweder die Rauheit
am Phaseniibergang zweier Materialien oder der Brechungsindexunterschied der bei-
den Materialien (Indexmatching) reduziert werden. Die Rauheit kann durch eine plasti-
sche Verformung mit einem physikalischen Kontakt reduziert werden. Der Brechungs-
indexunterschied wird durch den Ersatz von Luft durch ein transparentes Material mit
einem dem PC dhnlichen Brechungsindex ersetzt. Beides wurde im Rahmen dieser
Arbeit realisiert und getestet.

Physikalischer Kontakt zwischen Wellenleiterende und Seitenwand des Analysechips

Die Stirnfliche des Wellenleiters wird mit einem Faserscheidegerit senkrecht zur Fa-
serachse geschnitten. Die dabei entstehende Oberfliche hat optische Qualitit. Diese
Stirnflache wird in den Kunststoff gedriickt, so dass sich die raue Kunststoffoberflache
ohne Zwischenraume an den Wellenleiter anlegt. Damit wird das Licht ohne Verlust in
den Kunststoff eingekoppelt. Dieser Zustand muss bis zur endgiiltigen Fixierung der
Wellenleiter in seiner Fiihrungsnut fiir den Zeitraum der Montage gehalten werden.
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6 Auslegung der Optik

Dazu eignen sich Noppen, die in die Fiithrungsnut der Wellenleiter ragen und durch
Druck die Wellenleiter in der Fiithrungsnut fixieren. Diese Noppen werden paarweise
gegeniiberliegend angeordnet (siehe Abbildung 6.12). Die Auslegung der Noppen und
der Stirnseite der Fithrungsnut erfolgte mit Hilfe einer strukturmechanischen FEM-
Rechnung.

Das Ergebnis dieser Modifikation ist in Abbildung 6.14 zu sehen. Bei dieser Aufnahme
wurde der Messkanal durch die Monomodefaser beleuchtet. Direkt vor dem Ausgang
der Monomodefaser ist kein Streulicht zu erkennen. Streulicht tritt an den nicht-
optischen Seitenwianden des Messkanals und vor dem Lichtwellenleiter zur Messung
der Extinktion auf.

Wﬁfms'gkanaf
el

. : . 'W
Reflexionen ‘ Q\ | Wellenleiter

und
Lichtstreuung ‘

it

Indexmatching am Wellenleiterende

Abbildung 6.14: Mikroskop-
aufnahme eines Analyse-
chips Version 8 ohne Index-
J matching

In den Spalt zwischen Wellenleiterende und Kunststoff wird ein Koppelfluid eingefiillt,
das anndhernd den gleichen Brechungsindex wie der Kunststoff der Analysechips be-
sitzt. Selbst bei einer rauen Kunststoffoberfliche kann das Licht so ohne Reflexionen
und Brechung die Grenzschicht passieren. Um iiberschiissiges Koppelfluid abflieBen
lassen zu konnen, wurde seitlich der Stirnflichen ein kleines Reservoir angebracht. Als
Koppelfluid wird Epoxidharz mit einem dhnlichen Brechungsindex wie Polycarbonat
verwendet.

Abbildung 6.15 zeigt das Ergebnis des Indexmatchings. Das Streulicht an der Stirnsei-
ten der Lichtwellenleiter zur Messung der Extinktion und Vorwirtsstreuung ist nahezu
beseitigt. Lediglich die nicht optischen Seitenwidnde des Messkanals verursachen eine
Restlichtstreuung. Zur Optimierung des Strahlengangs kann die Oberflachenqualitit
der Seitenflichen beispielsweise durch eine Politur oder durch die Verwendung von
Diamantwerkzeugen beim Ultra-Prazisionsfriasen verbessert werden.
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eingelegte
Wellenleiter

Abbildung 6.15: Mikroskop-
aufnahme eines Analyse-
chips Version 8 mit Index-
matching

6.2 Auslegung der Freistrahloptik

Die Fluoreszenz und die 90°-Seitwirtsstreuung werden als Freistrahl tiber ein Mikro-
skopobjektiv aufgenommen. Uber einen integrierten 45°-Spiegel wird der Messkanal
und der fokussierte Probenstrom aus der y-Richtung beobachtet. Uber diesen Spiegel
konnen auch Lichtsignale ausgekoppelt werden (siehe Abbildung 6.16). Dies wurde
jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt.

Lichtkegel des
Deckel Messkanal Monomode-LWL integrierter Spiegel

\L
J o

eingelegter Monomode-
wellenleiter

Boden

Seitswartsstreuung,
Floureszenz oder
Lichteinkopplung

Abbildung 6.16: Prinzipskiz-
ze der Detektion des senk-
recht zur Fligeebene austre-
tenden Lichtes und der
seitlichen Beobachtung des
Messkanals

Mikroskopobjektiv

Strahlein- und Strahlauskopplung mit einem Mikroskopobjektiv

Untersuchungen zu der Seitwirtsstreuung in 9o°-Richtung und der Fluoreszenz wur-
den mit Labormustern der Version 8 an 7-um-Polystyrolkiigelchen durchgefiihrt.
Abbildung 6.17 und Abbildung 6.18 zeigen die Signalform und die jeweils aufgenom-
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6 Auslegung der Optik

menen Histogramme der 9o°-Seitwartsstreuung und der Fluoreszenz. Der Variations-
koeffizient fiir die Seitwartsstreuung in 9o°-Richtung betragt 24 % und fiir die Fluores-
zenz 19 %.
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Abbildung 6.17: Signal der Seitwartsstreuung eines 7-um-Teilchens bei einer Wellenlange von
488 nm (Hullvolumenstrom = 16,1 pl/s, Probenvolumenstrom = 0,23 pul/s) [PTB]. Links ist das
Signal Uber der Zeit dargestellt (Mittelung Gber 128 Ereignisse), rechts das dazugehorige
Histogramm der Einzelsignale.
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Abbildung 6.18: Signal der Fluoreszenz eines 7-um-Teilchens angeregt bei einer Wellenlange
von 488 nm aufgenommen bei einer Wellenldnge von 535 nm (Hullvolumenstrom = 16,1 pl/s,
Probenvolumenstrom = 0,23 pl/s) [PTB]. Links ist das Signal Gber der Zeit dargestellt (Mittelung
Uber 128 Ereignisse), rechts das dazugehdrige Histogramm der Einzelsignale.

Lichtauskopplung mit einem integrierten Spiegel

Die Anordnung des 45°-Spiegels lings des Messkanals erlaubt eine gleichzeitige Beo-
bachtung des Messkanals aus zwei Richtungen. Die Stromung im Messkanal wird somit
iiber die gesamte Linge in zwei Richtungen beobachtbar. Uber einen 45°-Spiegel kann
auch die Extinktion bzw. die Kleinwinkelvorwartsstreuung ausgekoppelt werden. Eben-
so kann die Lasereinkopplung iiber einen solchen Spiegel ausgefiihrt werden. Auf diese
Weise ist die Messstelle von der y-Richtung aus iiber einen kurzen Weg durch den
Kunststoff zuginglich. Experimentelle Untersuchungen dazu wurden nicht gemacht.
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6 Auslegung der Optik

Um eine optimale Auflosung zu erhalten, muss die numerische Apertur, die iiber den
Spiegel iibertragen wird, moglichst groB3 sein. Der Spiegel soll ohne weitere Fertigungs-
schritte funktionsfahig sein. Dies bedeutet, dass eine Bedampfung mit Metall, um eine
spiegelnde Fliache zu erhalten, ausgeschlossen wird und anstatt dessen das Prinzip der
Totalreflexion zum Einsatz kommt.

In Abbildung 6.19 ist ein schematischer Querschnitt quer zum Messkanal der Version 9
zu sehen. Der Spiegel wird als Hohlraum im Analysechip langs des Messkanals ausge-
fiihrt (siehe Abbildung 4.17). Auf diese Weise kann an entsprechender Stelle auf dem
Werkzeug ein Steg mit einer optischen 45°-Schrige platziert werden.

integrierter
Deckel aus PC n = 1,59 heiBgeprigter Spiegel Fligeebene
Messkanal 500
I Luftn=1

500

Lichtkegel des
Monomode-LWL

eingelegter Monomode-
wellenleiter
Strahlengang des iiber den
Spiegel reflektierten Lichts

Boden aus PCn = 1,59

Abbildung 6.19: Schematische Darstellung des integrierten Spiegel in Version 9

Totalreflexion tritt bei einer Grenzflache von Polycarbonat zu Luft ab einem Winkel von
38,9° auf. Dies bedeutet bei einem 45°-Spiegel, dass Strahlen, die in einem Winkel von
grofer als 6,1° von der Mittelachse abweichen, nicht mehr totalreflektiert werden. Bei
einem Abstand von 500 um des Spiegels vom Messkanal ergibt sich ein Winkel von
6,2°. Auf der Flache zwischen Spiegel und Messkanal wird eine Laserschweinaht gezo-
gen. Diese verhindert, dass Wasser in den Spiegelhohlraum lauft. Eindringendes Was-
ser senkt den Grenzwinkel fiir die Totalreflexion deutlich und die Funktion des Spiegels
ist damit sehr eingeschrankt.

In Version 9 ist ein Spiegel seitlich entlang des Messkanals integriert worden. Dieser
Spiegel wurde mit Diamantwerkzeugen gefrist, um eine optische Oberflache zu erhal-
ten. Rauheitsmessungen mit einem AFM (Atomic Force Microskop) der Firma Digital
Instruments ergaben mittlere Rautiefen R,=36,5nm quer zur Frisrichtung und
Ra = 13,8 nm langs zur Frasrichtung. Es wird erwartet, dass durch eine Optimierung der
Frasparameter und der Schneidenqualitit des Schneiddiamants Oberflichenrauheiten
Ra von bis zu 5 nm erreicht werden konnen.
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6 Auslegung der Optik

Anhand der Abbildung 6.20 wird die Funktion des Spiegels demonstriert. Der fokus-

sierte Probenstrom ist in der x-z-Ebene iiber den Spiegel mit einem Mikroskop aufge-
nommen.

fokussierter
Probenstrom

Abbildung 6.20: Fluores-
zenzabbildung des Proben-
stroms mit Rhodamin-6G-
Farbstoff zur Uberprifung
200 pm der Fokussierung in y-
Richtung Version 9

Begrenzung
Messkanal
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7 Auslegung der Impedanzmessung

In Kapitel 3.5 (Seite 34) wurden die theoretischen Grundlagen zur Impedanzmessung
bereits vorgestellt. Insbesondere die in Gleichung 3.27 dargestellte Beziehung zwischen
der Widerstandsanderung und dem Zellvolumen und dem Querschnitt der Messstelle
ist von elementarer Bedeutung fiir die konstruktive Auslegung der Impedanzmessung.
Eine moglichst groBe Widerstandsianderung erhalt man bei einem moglichst kleinen
Querschnitt des elektrischen Felds.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei geometrische Anordnungen zur Impedanzmes-
sung getestet. In der ersten Anordnung verlauft das elektrische Feld langs des Messka-
nals, entsprechend dem Aufbau eines konventionellen Coulter-Counters. In der zweiten
Anordnung werden zwei Elektroden seitlich in den Messkanal gebracht. Das elektrische
Feld liegt dabei quer zur Stromungsrichtung. Dadurch kann der Messkanal verlangert
und zusitzlicher Bauraum fiir die optische Messstelle geschaffen werden, ohne das
elektrische Feld in der x-Achse auszudehnen und damit die Koinzidenzrate bei den
Messungen zu erhohen. Bei der dritten Konstruktion wurde diese Orientierung des
elektrischen Feldes beibehalten, jedoch wurden die Elektroden auBerhalb des Analyse-
chips platziert, um storende Einfliisse der Elektrolyse zu beseitigen.

7.1 Konstruktion mit Dunnschichtelektroden

Bei der Konstruktion der Version 4 wurden erstmals Elektroden zur durchflusszyto-
metrischen Impedanzmessung integriert. Die Elektroden sind als flachige Elektroden
ausgefiihrt. Die Bodenhilfte der Analysechips soll mit Platin besputtert werden. Durch
den Prozess des Sputterns werden neben nicht abgedeckten Flichen auch senkrecht
zum Sputtertarget stehenden Winde der Kanalstruktur geniigend bedeckt. Uber die auf
die Filigeebene aufgebrachte Schicht konnen die Elektroden auBen kontaktiert werden
(siehe Abbildung 7.1).

Um ein gutes Signal-Rausch-Verhiltnis zu erhalten, muss der Messkanal so kurz wie
moglich und der Querschnitt so klein wie méglich gehalten werden. Der Messkanal hat
daher den kleinsten Querschnitt der aufgebauten Versionen von 70 x 70 um?2 und eine
Lange von 100 pm.

Bei dieser Konstruktion ist der Raum fiir das Einlegen von Fasern fiir optische Messun-
gen stark eingeschriankt. In Version 4 konnten aus diesem Grund nur eine Monomode-
faser zur Lichteinkopplung und eine Multimodefaser zur Extinktionsmessung einge-
bracht werden.
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Abbildung 7.1: Aufnahme
des Analysechips Version 4
mit eingelegten Lichtwellen-
leitern und aufgesputterten
b Elektroden. Die Fluidkanale
[ — sind mit Tinte gefiillt zur

| Lichtwe

— - ) 1000.um Verbesserung des Kontras-
tes

Messraum

Experimentelle Untersuchungen liegen zur Zeit noch nicht vor. In den weiteren Versio-
nen wurde die optische Baugruppe erweitert, so dass die Messanordnung zunachst
nicht weiterverfolgt wurde.

7.2 Impedanzmessung mit montierten Drahtelektroden

Alternativ wurde eine Messanordnung der Impedanz mit einem quer zur Stromungs-
richtung angelegten elektrischen Feld ausgearbeitet. In Version 6 wurde zunachst mit
stirnseitig flachen Elektroden gearbeitet. In Version 8 wurden zur Verkleinerung des
vom elektrischen Feld eingenommenen Volumens angespitzte Platinelektroden aus
Platinvollmaterial eingefiihrt (siehe Abbildung 7.2).

Platinelektroden Messkanal

Abbildung 7.2: Mikroskop-
aufnahme des Fluidikkanals

ptscher ,
Messbereichju. | mit montierten Platinelektro-
den (Version 8)

Simulation der Widerstandsanderung

Das elektrische Feld im Messraum wurde zur Optimierung der Elektrodenanordnung
mit der Software Comsol Multiphysics 3.2 als 3-dimensionales Modell simuliert. Die
relative Permittivitit physiologischer Kochsalzlosung wird mit 81, die Leitfahigkeit mit
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1,89 S/m angenommen [Hamos]. Ferner wird ein Polystyrolteilchen mit einem
Durchmesser von 10 um, einer Permittivitit von 2,4 und einer Leitfihigkeit von
1075 S/m mittig im Messkanal platziert. Es wurde ein konstanter Strom von 0,5 mA
angesetzt.

Es werden sowohl die Feldlinienverldufe als auch die Widerstandsanderung beim Pas-
sieren eines Partikels berechnet. Bei den Simulationsrechnungen werden die Uber-
gangswiderstinde der Elektrode-Elektrolyt-Grenzflichen Rgren, nicht beriicksichtigt.
Der gesamte Widerstand kann mit dieser Simulation nicht berechnet werden, wohl aber
die Widerstandsianderung, die sich bei der Passage eines Teilchens einstellt.

In Version 6 ragen stirnseitig zylindrische Elektroden von 250 um Durchmesser in den
Messkanal von 100 x 100 um2. Die Elektroden haben demnach eine vom Elektrolyt
benetzte Fliche von ca. 100 x 250 um2 (siehe Abbildung 7.3). In Version 6 liegt der
berechnete Widerstand Ruess zwischen den Elektroden bei 1973 Q. Beim Durchgang
eines Polystyrolteilchens mit dem oben angegebenen Durchmesser erhoht sich der
Widerstand um 0,18 Q (0,09 %o0). Zum Vergleich wird die absolute und relative Wider-
standsinderung nach Gleichung 3.27 und Gleichung 3.28 berechnet. Die y- und z-
Ausdehnung des Messraums betragt 100 um und die x-Ausdehnung ist nicht exakt
begrenzt und wird mit 300 um angenommen. Fiir die Widerstandsidnderung nach
Gleichung 3.27 erhidlt man 0,46 Q, fiir die relative Widerstandsinderung nach
Gleichung 3.28 0,26 %o. Die auf diese Weise berechneten Widerstandsanderungen
liegen in der gleichen GroBenordnung wie die simulierten.

Wird die Elektrodenfliche auf ca. 960 um?2 (Durchmesser von 35 um) verringert, so
erhoht sich der Elektrodenwiderstand auf 16151 Q. Bei einem Durchgang eines Teil-
chens erhoht sich der Widerstand um 9,5 Q (0,59 %0). Durch eine Verkleinerung der
wirksamen Elektrodenflaichen und damit des vom elektrischen Feld eingenommenen
Raumes kann also die Widerstandsdnderung deutlich erhoht und damit das Signal-
Rausch-Verhaltnis verbessert werden. Die Bedingung eines homogenen elektrischen
Feldes fiir eine analytische Berechnung der Widerstandsianderung ist in diesem Fall
nicht gegeben.

Durch den gréBeren Querschnitt des Messkanals in Version 8 (125 x 125 um2) verrin-
gert sich zwar die absolute Widerstandsanderung, jedoch sinkt der Gesamtwiderstand
auf 6829 Q. Beim Durchgang eines 10-um-Polystyrolteilchens erhoht sich der Wider-
stand um 4,8 Q (0,7 %0). Gegeniiber Version 6 kann also durch eine veranderte Elekt-
rodengeometrie die relative Widerstandsdnderung um Faktor 8 verbessert werden.
Eine Ubersicht iiber die Simulationsmodelle und Ergebnisse liefert Tabelle 7.1.
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Tabelle 7.1: Ubersicht tiber die Simulationsmodelle und Ergebnisse

Elektroden

V6 mit verkleinerten
Elektroden

Elektroden

Elektroden

),.'

: &
\m

10-um-Teilchen

Version 6 Version 6 mit Version 8
verkleinerten
Elektroden
Querschnitt des Messkanals in ym2 | 100 X 100 100 X 100 125X 125
Elektrodengeometrie rechteckig Kugelsegment Kugelsegment
100 X 250 um?2 | mit @ 35 yum und | mit @ 45 pm und
Hohe 5 um Hohe 17 um
Elektrodenfliche in Kontakt mit 25.000 960 3000
Elektrolyt in um?2
Abstand der Elektroden in um 100 90 90
mittels FEM-Simulation berechneter | 1973 16151 6829
Widerstand Ryess in Q
Normierter Widerstand 0,493 0,172 0,205
Ruorm = Ryess. F/Abstand in Q - m
mittels FEM-Simulation berechnetes | 0,18 9,5 4,8
AR bei 10-pm-Teilchen in Q
AR /Ruess in %o 0,09 0,59 0,7

Abbildung 7.3: Mittels FEM-
Simulation berechnete
Stromdichte in Version 6

100 um i i i
Stromdichte in mA/cm? I H | (oben)., in Version 6 mit
T T Vverkleinerten Elektroden
0 0,2 0,4 0,6 0,8 Lox10~  (Mitte) und Version 8 (unten)

Experimentelle Ergebnisse

An Labormustern der Version 8 wurden Strom-Spannungskurven aufgenommen (siehe
Abbildung 7.4). Es ist deutlich zu erkennen, dass Strom und Spannung nicht in linearer
Weise zusammenhadngen. Der Klemmwiderstand Rkiemm Sinkt mit groBer werdendem
Stromfluss von 70 kQ bei einem Strom von wenigen Mikroampere auf ca. 18 kQ bei
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7 Auslegung der Impedanzmessung

einem Strom grofer als 0,2 mA. Der mittels Simulation berechnete Widerstand betragt
Ruess = 7kQ. Die Differenz entspricht dem Ubergangswiderstand der Elektrode-
Elektrolyt-Grenzflaichen Rgrens.

80 0,40
70—. 0,35
601 0,30
507 0,25
c ]
X 40+ <
c 1 0,20 £
g 304 ] £
£ 4 —_—
3 20 10.15
10 0,10 Abbildung 7.4: Elektrischer
0. 0,05 Widerstand Rgjemm und Strom
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spannung Ugiemm Mit montier-
ten Platinelektroden (Versi-
on 8)

Bei sehr kleinen Stromdichten wird das entstehende Gas im Elektrolyten gelost und
mittels molekularer Diffusion und iiberlagerter Konvektion durch den Elektrolyten
ohne Bildung einer Gasphase abtransportiert. Uberschreitet die Stromdichte einen
kritischen Wert (102 bis 103 mA/cm2), bilden sich einzelne Gasblasen an aktiven
Keimstellen der Elektrode, an denen die kritische Konzentration geloster Gase iiber-
schritten ist. Diese ist von mehreren Parametern wie zum Beispiel der Oberflachen-
spannung und der Keimstellengeometrie abhingig. Die Blasen wachsen durch die
Zufiihrung weiteren Gases an und reien ab einer GroBe von 20 bis 100 um ab. Bei
Stromdichten von grofler als 10 mA/cm2 kommt es zu einer sichtbaren und vollstandi-
gen Blasenbedeckung der Elektrode. Diese Werte wurden an nicht angestromten Elekt-
roden ermittelt [Dink89].

Die Blasenbildung kann bei den Analysechips der Version 8 ab einer Stromdichte von
ca. 1000 mA/cm2 (entspricht einem Strom von 30 pA) beobachtet werden. Der Durch-
messer, bei dem die Blasen abreiBen, wird auf 5 bis 30 um geschitzt. Der Unterschied
des Durchmessers gegeniiber des von M. Dinkelacker experimentell ermittelten Werts
kann auf die hohen Stromungsgeschwindigkeiten im Messkanal zuriickgefiihrt werden.
Gasblasen im Messraum verandern den elektrischen Widerstand dhnlich den Messob-
jekten und konnen nicht anhand des Signals von zu messenden Partikeln unterschieden
werden.

Die entstehende Gasmenge wird mit Gleichung 3.20 berechnet. Bei einem Strom
I=0,5 mA entstehen 0,2 cm3/h bzw. 0,058 ul/s. Bei einem angenommenen durch-
schnittlichen Blasendurchmesser von 10 um entspricht das 10.000 Blasen/s. Die Zihl-
raten bei einer durchflusszytometrischen Messung liegen im Bereich von 1.000 bis
10.000 Zellen/s. Damit ist nicht nur das Blasenvolumen dem der Zellen dhnlich, son-
dern auch die Haufigkeit mit der Blasen auftreten.

Dariiber hinaus verandern die an den Elektroden anhaftenden Gasblasen die wirksame
Elektrodenflache und damit auch den Messwiderstand.
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Die Gasblasenbildung kann durch verschiedene GegenmaBnahmen abgeschwacht
werden. Der Strom kann zwei bis drei GroBenordnungen gesenkt werden, so dass die
Reaktionsprodukte in Losung gehen, mit dem Fluidstrom abtransportiert werden und
so keine Blasen entstehen. Dabei ist kritisch zu bewerten, dass die erwarteten Signale
kleiner werden und moglicherweise im Rauschen untergehen. Ein weiterer Losungsan-
satz ist die Verwendung von Wechselstrom. Bereits ab einer Frequenz von 100 Hz
kommt es durch die Umpolung der Stromrichtung zu einer deutlich verminderten
Blasenbildung. Fiir eine durchflusszytometrische Messung ist jedoch eine Steigerung
der Wechselstromfrequenz auf mindestens das zehnfache des Kehrwertes der Signal-
linge notwendig. Die Signallinge wird von der Stromungsgeschwindigkeit und der x-
Ausdehnung des Messraums bestimmt. Typische Werte sind 10 bis 50 ps.

Als weitere Losungsmoglichkeit bietet sich an, die Elektrodenflachen entsprechend der
Anordnung bei konventionellen Impedanz-Zellzihlgeraten stark zu vergréBern und
zwangslaufig auBerhalb des Analysechips anzuordnen. An derartigen Elektroden beein-
flussen Blasen die Messung nahezu nicht, da sie gemessen am Volumen des elektri-
schen Feldes vernachlissigbar sind. Dieser Losungsansatz wurde experimentell an
Labormustern der Version 8 untersucht und wird im nachsten Kapitel vorgestellt.

7.3  Aul3erhalb des Analysechips liegende Elektroden

Zur experimentellen Untersuchung wurde ein Analysechip der Version 8 entsprechend
modifiziert. Die Zuleitungskanile der Nadelelektroden wurden von auBen aufgebohrt
und jeweils ein kleiner Behilter mit einer ca. 100 mm2 groBen Platinelektrode ange-
klebt (siehe Abbildung 7.5 und Abbildung 7.8). Die Stromdichte bei 0,5 mA an den
Elektroden sinkt dadurch von ca. 16.600 mA/cm?2 auf 0,5 mA/cm?2.

Platinelektroden

W\
= \ 1 \*‘\A
f ﬁi{

] | w BB Abbildung 7.5: Schematische
Fluidikstll‘uktur mit Analysechip Darstellung des Aufbaus zur

0,9 % NaCl-Lsg. . Impedanzmessung mit
7 Klemm auRerhalb liegenden Elektro-

den

Der Strom wird iiber den Elektrolytkanal zum Messraum geleitet. Der Messraum wird
rdumlich durch die relativ schmalen seitlichen Offnungen (40 x 125 um2) eingeengt
(siehe Abbildung 7.6).
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=

DETAIL A
Abbildung 7.6: Abmessun-
gen der Impedanzmess-
raums Version 8

Der Aufbau dhnelt dem eines konventionellen Impedanz-Zellzahlgerates. Der entschei-
dende Unterschied liegt darin, dass das elektrische Feld quer zur Flussrichtung orien-
tiert ist und die Zellen in einem fokussierten Probenstrom zugefiihrt werden. Dadurch
werden Koinzidenzen und von den Trajektorien abhingige Signalformen, die sich in
einem Impedanz-Zellzihlgeraten ohne hydrodynamische Fokussierung ergeben, ver-
mieden.

Durch den wesentlich groBeren Abstand der Elektroden ergibt sich ein experimentell
ermittelter Klemmwiderstand Rkiemm zwischen den Elektroden von ca. 60 kQ. Rgiex kann
aus der Liange (je Seite ca. 38 mm) und der Querschnittsfliche (durchschnittlicher
Innendurchmesser 1,5 mm) der Schlauchverbindung zu 11 kQ rechnerisch abgeschétzt
werden.

Simulation der Widerstandsanderung

Zur Simulation dieser Variante wurde ein Modell erstellt, bei dem sich die Elektroden
an den 40 um in x-Richtung und 125 pm in z-Richtung messenden Engstellen seitlich
des Messkanals befinden (siehe Abbildung 7.7). Damit wird nicht der gesamte Wider-
stand simuliert, sondern nur der Messwiderstand Ruess. Dieses Modell setzt voraus,
dass der Strom mit einer homogenen Stromdichte durch die seitlichen Engstellen flieBt.
Wie bei den Simulationen der vorangegangenen Versionen betrigt der Strom 0,5 mA.
Es ergibt sich ein aus den Simulationsrechnungen ermittelter Widerstand von 12017 Q.
Beim Durchgang eines 10-um-Teilchens erhoht sich der Widerstand um 1,59 Q
(0,13 %0). Das vom elektrischen Feld eingenommene Volumen ist deutlich groBer als
mit montierten Nadelelektroden. Dadurch verschlechtert sich das Signal-Rausch-
Verhiltnis. Tabelle 7.2 zeigt eine Ubersicht und einen Vergleich von simulierten und
experimentell gemessenen Ergebnissen.
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Simulationsmodel der
Version 8

reales Labormuster der
Version 8

Querschnitt des Messkanals in um?2 125X 125 125X 125
Elektrodenfliche in Kontakt mit dem 0,004 100

Elektrolyt in mm?2

Abstand der Elektroden 190 um ca.2x 38 mm
mittels FEM-Simulation berechneter 12019 60.000 (gemessen)
Widerstand Ryess in Q

mittels FEM-Simulation berechnetes AR | 1,59 1,1 (gemessen)

bei 10-um-Teilchen in Q

AR /Ryess in %o 0,13 %o 0,18 %o

Tabelle 7.2: Vergleich des Simulationsmodels und des realen Labormusters

V8 mit
zuriickliegenden
Elektroden

Elektroden

. . 100 pm
Stromdichte in mA/cm? } !
E— I

12
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0x10

Experimentelle Ergebnisse

Abbildung 7.7: Mittels FEM-
Simulation berechnete
Stromdichte in Version 8 mit
auBerhalb liegenden Elekt-
roden

Abbildung 7.8 zeigt einen Analysechip mit auBerhalb liegenden Elektroden, wie er fiir
die experimentellen Untersuchungen verwendet wurde.

%) 'Mikrochip|

[[ i’t—Elektroden ] -
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Abbildung 7.8: Messaufbau
zur Messung von Impedanz-
anderung beim Durchgang
von Partikeln durch den
Messsensor
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Zur Rauschunterdriickung wurde eine HF-Abschirmung um den Analysechip gebaut.
Die erste Elektrode wird an der HF-Abschirmung geerdet. Die zweite Elektrode wird an
einen Vorverstiarker (Typ MS VKi, Partikel-Detektor MSPD1 1105/1, Telefunken) ange-
schlossen. Das Modul liefert einen konstanten Strom, der fiir die Messung auf 0,5 mA
eingestellt wurde. Die bei konstantem Strom gemessene Anderung des Spannungsab-
falls (AC-Kopplung) wird in dem Vorverstirker verstiarkt. Die Weiterverarbeitung des
Signals erfolgt durch einen einstellbaren linearen Nachverstarker. Zur Unterdriickung
niederfrequenter akustischen induzierter Storungen wurde insbesondere fiir Messun-
gen an kleinen Partikeln zwischen Vorverstirker und Nachverstirker ein RC-
Hochpassfilter geschaltet. Die gemessenen Signale werden mit einem digitalen Oszillo-
graphen registriert und fiir die Auswertung gespeichert.

Mikrostruktur Partikel-Detektor 1105/1, Telefunken)

1 | :

1 [ I

1 [} I

1 1 : :
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Abbildung 7.9: Schaltbild der gesamten Elektronik fiir die Impedanzmessung und fir das ge-
messene optische Signal (Extinktionssignal) [PTB]

Als Proben wurden Partikelsuspensionen mit monodispersen Polystyrolteilchen ver-
schiedener Durchmesser (5, 7, 10, 15 und 20 um) verwendet.

Die optische Messstelle liegt in Flussrichtung des Messkanals 680 um vor der Impe-
danzmessstelle. Die Messung der Impedanzianderung wird mit Hilfe des Extinktions-
signals getriggert. Abbildung 7.10 zeigt die zeitlichen Signalverlaufe des Extinktions-
und Impedanzsignals.
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Abbildung 7.10: Impedanzsignal eines 20-um-Teilchens [PTB, Yil06]. Links ist das Signal tber
der Zeit dargestellt, rechts das dazugehorige Histogramm monodisperser 20-um-Teilchen.

Das Signal der Impedanzmessung folgt mit einer Zeitverzogerung von 210 us auf das
Signal der Extinktion. Anhand der Zeitverzogerung zwischen Extinktions- und Impe-
danzsignal ergibt sich eine gemessene Flussgeschwindigkeit der Teilchen von 3,23 m/s.
Bei diesem Versuch wurden Durchflussmengen von 24,1 ul/s von 0,5 ul/s fiir den Hiill-
und Probenvolumenstrom eingestellt. Unter der Annahme, dass sich bis zu der opti-
schen Messstelle ein parabelformiges Stromungsprofil aufgebaut hat, ergibt sich aus
der Gesamtdurchflussmenge von 24,6 ul/s bei einem Messkanalquerschnitt von
125 x 125 um?2 eine Stromungsgeschwindigkeit von 3,15 m/s. Mit der Kenntnis der
Stromungsgeschwindigkeit und der Signaldauer von ca. 40 us (FWHM) wird die x-
Ausdehnung des elektrischen Feldes abgeschatzt. Mit der gemessenen Stromungsge-
schwindigkeit ergibt das eine x-Ausdehnung des elektrischen Feldes von ca. 130 um.
Aus dem Simulationsmodell kann ebenfalls die x-Ausdehnung (FWHM) des elektri-
schen Feldes abgelesen werden. Mit 140 um ergibt sich zu den gemessenen Werten eine
relativ gute Ubereinstimmung.

Die Impedanzmessung ist unempfindlich gegeniiber Trajektorienabweichungen. Aus
diesem Grund ergibt sich ein Variationskoeffizient von 4,5 %.

Nach Gleichung 3.27 ist die Widerstandsdanderung proportional zum Volumen und
hangt — bei nicht kugelformigen Partikeln - auBerdem von ihrer Form und Orientierung
ab. Um diesen Sachverhalt zu {iberpriifen, wurden Impedanzinderungen von mono-
dispersen Polystyrolkiigelchen verschiedener Durchmesser gemessen. Tragt man die
Widerstandsdnderung iiber dem Teilchenvolumen auf, so ergibt sich der in Abbildung
7.11 gezeigte Graph.
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Dieser Versuch beweist die Funktionsfahigkeit der Impedanzmessung, indem Polysty-
rolkiigelchen verschiedener Durchmesser unterschieden werden konnen.

Die Messpunkte wurden doppelt logarithmisch aufgetragen, dadurch kann aus der
Steigung der Geraden die Potenz des Durchmessers abgelesen werden, mit der das
Signal variiert. Da eine Abhangigkeit proportional zum Volumen erwartet wird, sollte
sich hierbei eine Potenz von 3 ergeben. Die durch einen linearen Fit angegebene Potenz
ist 3,4. Die Steigung fiir die Potenz 3 ist ebenfall in die Grafik eingezeichnet. Experi-
mentelle Untersuchungen, die diese Abweichungen klaren, sind bis jetzt nicht durchge-
fiihrt worden.
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8 Fertigungsprozesskette

8.1  Werkstoffauswabhl fur einen Heil3pragestempel

Werkstoffanforderungen an einen Heil3pragestempel

Der Werkstoff des Heifpriagestempels muss sowohl fiir den Frasprozess als auch zum
HeiBpragen gut geeignet sein. Zum Teil widersprechen sich die Anforderungen, so dass
ein Kompromiss gefunden werden muss. Die Anforderungen im Einzelnen sind:

e gute Zerspanbarkeit mit sehr filigranen Werkzeugen zur Reduktion der Gefahr
eines Friaserbruchs

e Standzeiterhohung der eingesetzten Werkzeuge

e Frasbarkeit mit Diamantwerkzeugen zur Herstellung optischer Oberflaichen

¢ hohe 0,2 %-Dehngrenze

e hohe Hirte zur Reduzierung der Gefahr einer Werkzeugbeschiadigung

e hohe Wirmeleitfahigkeit zur Reduzierung der Zykluszeiten

e an die Kunststoffe angepasster thermischer Ausdehnungskoeffizient zur Mini-
mierung der durch Schrumpfung hervorgerufenen MaBabweichung der hei3ge-
préagten Platten

e Korrosionsbestandigkeit zur Vermeidung von Metalloxide in den Mikrostruktu-
ren

Ausgewéhlte Werkstoffe fur die Fertigung von Heil3pragestempeln

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei Werkstoffe auf ihre Tauglichkeit zum Ultra-
Prazisionsfrasen und Heifpriagen getestet:

Vorverguteter Werkzeugstahl

X14CrMoS17 (1.4101) ist ein nichtrostender ferritischer Chromstahl. Der hohe Chrom-
anteil von 17 % bewirkt eine ausreichende Korrosionsbestandigkeit. X14CrMoS17 wird
auf Grund seiner hohen Harte von 220 HB mit beschichteten VHM-Werkzeugen bear-
beitet. Die Beschichtung erhoht die Standzeit, rundet jedoch auch die Schneidkante ab.
Dadurch entstehen groBere Schnittkrafte, was die Abdrangung des Friasers und die
Gefahr des Friaserbruchs erhoht. Gleichzeitig vergroBert sich der beim Friasen entste-
hende Grat. Stihle konnen auf Grund der hohen Kohlenstoffaffinitat zu Eisen nicht mit
Diamantfrasern bearbeitet werden.

Vorvergiitete Stihle eigenen sich gut fiir den Einsatz als Formwerkzeuge. Auf Grund
ihrer hohen Héarte und hohen 0,2 %-Dehngrenze von 500 bis 550 MPa ist der Ver-
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schleiB bei der Kunststoffabformung minimal. Die Warmeleitfahigkeit von 25 W/m-K
bei Stahl ist deutlich schlechter als bei Messing oder Aluminium. Mit einem thermi-
schen Ausdehnungskoeffizienten von 10-10°¢ K ist die Differenz zu dem thermischen
Ausdehnungskoeffizienten von Kunststoff (65 — 90-10¢ K*) groBer als bei Messing oder
Aluminium.

Messing

Bei Messing (CuZn39Pb3, MS58) sind die auftretenden Schnittkrifte kleiner als bei
vorvergiiteten Werkzeugstahlen. Messing kann dariiber hinaus mit unbeschichteten
Werkzeugen bearbeitet werden. Hierbei werden durch die schirferen Schneidkanten
sowohl die Gratbildung als auch die Schnittkréafte reduziert. Die Standzeit von unbe-
schichteten Friasern in Messing ist um ein Vielfaches gréBer als die von beschichteten in
vorvergiitetem Stahl. Messing kann mit Diamantfrasern problemlos bearbeitet werden.

Messing hat eine sehr gute Wiarmeleitfihigkeit (125 W/mK) und einen thermischen
Ausdehnungskoeffizienten von 20-10°K?. Die Hirte von 9o HB und die 0,2 %-
Dehngrenze von 250 MPa sind zwar gering, sind aber ausreichend fiir den Einsatz als
Formwerkzeug fiir Kleinserien. Bei hohen Aspektverhiltnissen in der Struktur des
Pragestempels treten beim HeiBpragen und Entformen leicht Beschadigungen auf.

Hochfeste Aluminiumlegierung

Hochfeste Aluminiumlegierungen wurden speziell fiir den Formen- und Maschinenbau
entwickelt. Die Legierung AMP 8000 der Firma alimex Metallhandelsgesellschaft mbH
lasst sich mit unbeschichteten VHM-Werkzeugen sehr gut zerspanen. Mit dem Einsatz
von Diamantwerkzeugen werden optische Oberflachen erreicht.

Aluminium hat eine hervorragende Warmeleitfahigkeit (165 W(mK) und den groBten
thermischen Ausdehnungskoeffizienten (23-10¢ K*) der vorgestellten Werkstoffe. Die
0,2 %-Dehngrenze von 400 bis 550 MPa erreicht anniahernd Werte von vorvergiitetem
Stahl. Die Harte liegt mit 145 bis 180 HB etwas unter der des vorgestellten Stahls, je-
doch deutlich iiber der des Messings (MS58). Aluminium besitzt eine hohe Korrosions-
bestandigkeit, was diesen Werkstoff zum Einsatz als Formwerkzeug fiir Mikrostruktu-
ren pradestiniert.

Die nachfolgende Tabelle 8.1 zeigt eine Ubersicht der wichtigsten Eigenschaften ausge-
wihlter Werkstoffe im Bezug auf die Prozesskette Ultra-Prazisionsfrasen und HeiBpra-
gen.
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Eigenschaft X14CrMoS17 CuZn39Pb3 AMP 8000
Zugfestigkeit in MPa ca. 730 360 460 - 590
0,2 %-Dehngrenze in MPa 500 — 550 250 400 — 550
Harte in HB ca. 220 ca. 90 145 — 180
Frasbarkeit mit VHM gut sehr gut sehr gut
Frasbarkeit mit Diamant nein sehr gut sehr gut
Wiarmeleitfahigkeit in W/mK 25 125 165
Warmeausdehnungskoeffizient in Kt | 10-10¢ 20-10°° 23-106
Oberflachenhéartbarkeit z. B. nitrieren nein nein
Korrosionsbestiandigkeit gut gut gut

Tabelle 8.1: Eigenschaften verschiedener ausgewahlter Werkstoffe

Mit allen drei Werkstoffen wurden Fristests durchgefiihrt und testweise HeiBprage-
stempel gefertigt. Messing hilt den hohen Belastungen beim Heifpragen nicht immer
Stand. Stahl ist schwierig zu frasen. Aluminium vereint eine gute Friasbarkeit mit einer
Eignung als Werkstoff fiir ein Kunststoffumformwerkzeug.

8.2 Ultra-Prazisionsfrasen des Formeinsatzes

Das Ultra-Prizisionsfrasen ist eine relativ neue Fertigungstechnologie. Es stehen noch
keine Parametersatze allgemein zur Verfiigung wie beim konventionellen Frasen. Auf
der neu beschafften Ultra-Prazisionsfrasmaschine der Firma LT Ultra-Precision Tech-
nology GmbH mussten zunichst Parametersiatze und die damit erreichbaren Genauig-
keiten gefunden werden. Dazu wurden umfangreiche Frastests durchgefiihrt. Die in
Kapitel 4.3 (Seite 40) beschriebenen erreichbaren Qualitaten beruhen auf diesen Unter-
suchungen. Nachfolgend werden die eingesetzten Fraser und die erreichbaren Genauig-
keiten diskutiert.

Eingesetzte Fraser beim Ultra-Prézisionsfrasen

Die HeiBpragestempel sind als Mehrfachwerkzeug ausgefiihrt. Je nach Version sind sie
als 2- oder 3-fach-Werkzeug gefertigt, so dass bei einem HeiBSprageprozess jeweils 2
oder 3 Deckel und Boden gepragt werden konnen. Die GroBe der Analysechips betragt
20 x 20 mm?2, die Einfrastiefe betrigt 0,7 mm. Die verwendeten Werkzeuge (Tabelle
8.2) miissen auf diese Frastiefe angepasst sein.
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@Qinum | Art Schneiden- Zdhne- Spindeldreh- Zustellung
lange in um | zahl zahlin U/min | in um

800 VHM-Schaftfraser 1600 2 40.000 100

200 VHM-Schaftfriaser 700 4 150.000 20

50 VHM-Schaftfriaser 100 2 150.000 5

200 VHM-Radiusfraser 400 2 150.000 20

100 VHM-Radiusfraser 200 2 150.000 10

140 45°-Diamant-Fraser | 500 1 150.000 10

Tabelle 8.2: Ubersicht Uiber die eingesetzten Fraser zur Fertigung des Formeinsatzes

Die Schwierigkeit bei der Fraserauswahl besteht darin, geniigend steife und gleichzeitig
geniigend lange Fraser zu wahlen. Eine Fristiefe von 0,7 mm mit einem 0,8-mm-Fraser
zu erreichen, stellt kein Problem dar. Mit einem niedrigen Aspektverhailtnis von 2 ist
dieser Friser ausreichend steif. Bei einem 0,2-mm-Friser wird ein Aspektverhiltnis
von iiber 3 benoétigt, um 0,7 mm tief zu frasen. Fraser mit einer hoheren Schneidenzahl
haben kleinere Spannuten und daher eine dickere Seele. Dies ldsst die Fraser steifer
werden. Aus diesem Grund wurde bei dem 0,2-mm-Fraser eine Zihnezahl von 4 ge-
wihlt. GroBere Zahnezahlen bei Frasern dieser GroBe sind kommerziell nicht erhaltlich.
50-um-Fraser gehoren zu den derzeit kleinsten kommerziell erhiltlichen Frasern. Sie
sind nur mit einer Schneidenzahl von 2 erhéltlich und haben eine Schneidenlinge von
100 um. Die Radiusfraser werden zur Erzeugung der Freiformflachen, wie sie bei der
hydrodynamischen Fokussierung und bei den Ausldufen an den Enden der Fasernuten
auftreten, eingesetzt. Thre GroB3e wird den Platzverhaltnissen und dem kleinsten Radius
der Freiformfliche angepasst. Mit Diamantfrasern werden deutlich bessere Oberfla-
chenqualitiaten als mit VHM-Werkzeugen erzielt. Derartige Fraser sind Einzahnfraser
aus monokristallinem Naturdiamant.

Die mit den verschiedenen Frasern erreichten Frasergebnisse werden im folgenden
Kapitel vorgestellt.

Ergebnis der Ultra-Prazisionsfrasung

Die Frasqualitat des Pragestempels soll anhand folgender Qualitatskriterien beurteilt
werden:

e Oberflaichenqualitat

e Gratbildung

e Steilheit der Seitenwande

e Erreichbare Lagegenauigkeit

Oberflachenqualitat beim Ultra-Prazisionsfrasen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden gesonderte Untersuchungen der Oberflichenrauheit
beim Mikrofrasen verschiedener Werkstoffen durchgefiihrt. Dazu wurden mit unter-
schiedlichen Schaftfrisern und Frasparametern Testfelder in die oben beschriebenen
Werkstoffe Stahl (X14CrMoS17), Messing (CuZn39Pb3) und Aluminium (alimex, AMP
8000) gefrist. Die verwendeten Fraser waren zweischneidige beschichtete Schaftfraser
mit Durchmessern von 0,1 mm, 0,2 mm und 0,8 mm. Die Drehzahlen und Vorschiibe
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wurden tiber weite Bereiche variiert und dem Werkstoff und Fraserdurchmesser ange-
passt. Die Oberflichenrauheiten wurden anschlieBend mit einem optischen Profilome-
ter der Firma UBM gemessen.

Bei Messing und Aluminium wurde bei groBerem Vorschub, dhnlich wie in der konven-
tionellen Fertigung, eine Erhohung der Oberflachenrauheit festgestellt. Der Einfluss der
Vorschubgeschwindigkeit ist bei allen Friaserdurchmessern deutlich zu erkennen. Je
groBer der Vorschub, desto rauer wird die Oberflache. Der Einfluss des Fraserdurch-
messers und der Spindeldrehzahl ist dagegen geringer. Tendenziell ergeben kleinere
Fraser und groBere Spindeldrehzahlen bessere Oberflaichenqualititen (siehe auch
Abbildung 8.1).

Bei den Versuchen in Stahl konnte im Gegensatz zu Messing und Aluminium kein
eindeutiger Zusammenhang zwischen der Rauheit und dem Vorschub festgestellt wer-
den. Insgesamt sind die Rautiefen in Stahl groBer als in Messing und Aluminium.

Bei der Festlegung der optimalen Friasparameter muss sowohl die Oberflachenqualitit
als auch die Gratbildung (siehe nachsten Abschnitt) beriicksichtigt werden. Hierbei
ergeben sich zum Teil entgegengesetzte Tendenzen, so dass ein Kompromiss gefunden
werden muss. Abbildung 8.1 zeigt die Mikroskopaufnahme eines in Aluminium gefras-
ten HeiBprigestempels. Die mit verschiedenen Frisern bearbeiteten Bereiche sind
deutlich zu unterscheiden. Bei den eingesetzten Frasparametern werden folgende Rau-
tiefen mit den einzelnen Frisern erreicht:

e 0,8-mm-Fraser R. = ca. 500 nm
e 0,2-mm-Fraser R. = ca. 150 nm
e 0,05-mm-Fraser R, =ca. 75 nm

0,8-mm-Friser

0,05-mm-Friser

-7 /1000 pm Abbildung 8.1: Mikroskop-
o aufnahme von Frasriefen

verschiedener Schaftfraser

Gratbildung beim Ultra-Prézisionsfrasen

Bei den Untersuchungen zur Gratbildung konnten drei Tendenzen festgestellt werden:

e Bei Stahl ist die Gratbildung am stirksten, bei Messing und Aluminium dagegen
deutlich reduziert.
e Kleinere Fraser hinterlassen weniger Grat als groBere.
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e Je groBer der Vorschub und je kleiner die Spindeldrehzahl, desto weniger Grat
entsteht. Dieser Punkt widerspricht der Tendenz nach einer optimalen Oberfla-
chengiite.

Der entstehende Grat ist bei Messing und Aluminium sehr fein und last sich durch
mehrfachen Einsatz beim HeiBpriagen entfernen. Der Kunststoff umflieBt den Grat und
reifft diesen beim Entformen ab. Nach ca. 10 Heipriagezyklen ist bei Messing und
Aluminium annihernd kein Grat mehr festzustellen.

Bei Stahl ist der Grat auf Grund der hoheren Werkstofffestigkeit deutlich fester. Aber
auch hier vermindert sich der Grat bei den ersten Priagungen deutlich. Nach 15-

maligem Abpragen des Stempels ist der Grat nahezu vollstindig entfernt. (siehe
Abbildung 8.2).

Frasgrat vor dem
HeiBprigen _ 50 um
' —

Abbildung 8.2: Grat bei Stahl unmittelbar nach dem Frasen (links) und nach 15-maligem Heif3-
pragen (rechts)

Steilheit der Seitenwande beim Ultra-Préazisionsfrasen

Die Seitenwinde beim Friasen weichen auf Grund der Fraserabdriangung von der idea-
len Senkrechten ab. Um den Einfluss zu untersuchen, wurden systematisch verschiede-
ne Friasparameter untersucht:

e Frisbahniiberlappung: Die Frisbahniiberlappung wurde zwischen 10 % und
90 % bei ansonsten gleichen Frasparametern variiert. Sowohl in Stahl als auch
in Messing und Aluminium konnte keine Abhingigkeit der Steilheit der Seiten-
winde von der Frasbahniiberlappung gefunden werden.

e Vorschubgeschwindigkeit: Bei der Vorschubgeschwindigkeit ist zu vermuten,
dass die Steilheit der Seitenwidnde mit steigendem Vorschub abnimmt. Hierzu
wurden mit einem 0,3-mm-Fraser Vorschiibe zwischen 0,3 und 1,6 um pro Zahn
bei ansonst gleichen Parametern gefahren. Es konnte kein eindeutiger Zusam-
menhang gefunden werden.

e Schnittgeschwindigkeit: Einen weiteren Faktor fiir die Werkzeugabdriangung
und somit die Verminderung der Steilheit der Seitenwidnde konnte die Schnitt-
geschwindigkeit darstellen. Bei ansonsten gleichen Parametern wurden inner-
halb des hier untersuchten Schnittgeschwindigkeitsbereichs zwischen 30 und
140 m/min jedoch keine Abweichungen beobachtet, die einen Riickschluss auf
eine Beziehung zu der Schnittgeschwindigkeit zulassen. Die Ergebnisse dieser
Untersuchung stimmen mit den Ergebnissen von J. Schwab iiberein [Schwag4].
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Im Unterschied zu J. Schwab stellte K. Weinert [Weinos] bei Mikrofrasversu-
chen mit Schaftfrisern (@ = 0,4 mm) in vergiitetem Stahl fest, dass eine starke
Verringerung der Schnittgeschwindigkeit von 100 auf 20 m/min zu einer groBe-
ren Abweichung von der Sollkontur fiihrt.

e Zustellung: Bei der Zustellung konnte in Messing eine leichte Abhangigkeit der
Steilheit der Seitenwinde gefunden werden. Bei groBen Zustellungen von 80 bis
100 pum verbesserte sich das Frasergebnis leicht. Bei Stahl konnte dies nicht bes-
tatigt werden.

Im Gegensatz zu den oben genannten Faktoren konnte ein starker Einfluss des Werk-
stoffs festgestellt werden. In Stahl traten merklich groBere Abweichungen auf. Sie be-
trugen zwischen 5° bis 7° von der Senkrechten. In Aluminium weichen die Wande um
zwischen 4° und 7°, in Messing zwischen 2° und 5° von der Senkrechten (siehe
Abbildung 8.3).

50 um

L

Abbildung 8.3: Schiliffbild einer gefrasten Tasche in Messing (links) und Stahl (rechts)

Erreichbare Genauigkeit in x-y-Richtung beim Ultra-Prézisionsfréasen

Bei der erreichbaren Kantengenauigkeit muss zwischen der x-y-Arbeitsebene und der
Zustellrichtung Z unterschieden werden. In x-y-Richtung ist die Genauigkeit im We-
sentlichen von der Steifigkeit der Maschine und des Frisers sowie von den entstehen-
den Schnittkriaften abhingig. Die Steifigkeit der Maschine ist wesentlich groBer als die
des Frasers. Auch J. Schwab berichtet, dass der Anteil der Maschinensteifigkeit groBer
wird, je kleiner der Werkzeugdurchmesser ist [Schwag4]. Die Frisersteifigkeit wurde
exemplarisch an einem 0,2-mm-Schaftfraser mittels einer FEM-Rechnung simuliert.
Die Durchbiegung resultiert lediglich aus der Schneide, der Schaft zeigt nahezu keine
Deformation. Die Durchbiegung an der Fraserspitze betragt 1,7 um. Bei der gegebenen
Frasergeometrie betrigt die berechnete Frasersteifigkeit crrser = 0,11 N/um (siehe
Abbildung 8.4).
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URES (mm)
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Schnittnormalkraft von 0,21 N

Die Schnittkréfte konnen analytisch abgeschitzt werden. In der Literatur werden dazu
verschiedene Ansitze beschrieben. An dieser Stelle soll der empirische Ansatz von
Victor und Kienzle verwendet werden [Emuo4]. Dieser Ansatz ist aus umfangreichen
Drehversuchen entwickelt worden. Ahnlich umfangreiche Untersuchungen aus dem
Frasbereich liegen nicht vor. Die in diesen Versuchen verwendeten Zustellungen und
Spandicken entsprechen nicht denen, die beim Mikrofrasen auftreten. Es ist nicht
bekannt, dass die Fraskrifte beim Mikrofrasen bisher detailliert untersucht worden
sind.

Die Schnittkraft Fc ist proportional zum Spanquerschnitt A [Emuo4]:
E.=k.-A. Gleichung 8.1

Der Parameter k¢ steht fiir die spezifische Schnittkraft. Sie ist in erster Linie abhingig
vom Werkstoff und der Spandicke. Dariiber hinaus werden weitere Faktoren wie zum
Beispiel der Spanwinkel, die Schnittgeschwindigkeit, der Schneidstoff, die Werkstiick-
form die Kiihlschmierung und der Schneidenverschleil mit eingerechnet. Die Beschich-
tung des Frasers wird bei diesem Ansatz nicht beriicksichtigt. Fiir einen 2-schneidigen
0,2-mm-Schaftfriser mit einer Drehzahl von 85.000 U/min, einem Vorschub von
800 mm/min, einer Zustellung von 20 um, einer Frasbahniiberlappung von 50 % ergibt
sich in Stahl eine Schnittkraft von ca. 0,7 N. Fiir die verwendete Aluminiumlegierung
sind im Handbuch der Gewindetechnik und Frastechnik in keine Werte angegeben
[Emuo4]. Da es sich um eine hochfesten Werkstoff mit einer 0,2 %-Dehngrenze von ca.
500 MPa handelt, wird mit Stahlwerten der entsprechenden Festigkeit gerechnet. Die
Schnittkraft reduziert sich bei Aluminium auf 0,5 N. Fiir die Abdrangung und damit die
Kantenungenauigkeit ist nur der Anteil der Schnittkraft verantwortlich, der senkrecht
zur Fraserachse steht. Nach J. Schwab lisst sich die Schnittnormalkraft Fexy mit 30 %
der Schnittkraft abschétzen [Schwag4]. Demnach ergeben sich in Stahl Schnittnormal-
krafte von ca. 0,21 N und in Aluminium von 0,15 N.

In Frastests wurden im Rahmen dieser Arbeit Abdringungen an gefrasten Taschen
bestimmt. Dazu wurden mit einem 0,2-mm-Fraser der gleichen Geometrie, wie sie fiir
die FEM-Rechungen verwendet wurde, Frastests mit verschiedenen Vorschiiben, Dreh-
zahlen und Zustellungen in Aluminium und Stahl durchgefiihrt. Bei der Auswertung
der Ergebnisse konnte kein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Abdrangung und
den veranderten Parametern gefunden werden. Diese Ergebnisse sind analog zu denen
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der Steilheit der Seitenwinde. Einzig eine Werkstoffabhiangigkeit kann festgestellt
werden. In Stahl lag die Abdrangung bei ca. 1,5 um in Aluminium bei ca. 1 um bei einer
Taschentiefe von 100 pm.

Vergleicht man die theoretisch abgeschitzten Abdriangungen mit den real gemessenen,
stellt man eine gute Ubereinstimmung fest. Bei Stahl betrigt die rechnerische Abdrin-
gung 1,7 um, die experimentell ermittelte ca. 1,5 um. Bei Aluminium werden rechne-
risch 1,2 um Abdrangung erreicht, gemessen wurden ca. 1,0 um. In dem dargestellten
Beispiel korrelieren die rechnerischen und realen Ergebnisse sehr gut. Bei anderen
Randbedingungen kommen zum Teil deutlich schlechtere Ubereinstimmungen zu
Stande. Griinde hierfiir sind in den speziellen Gegebenheiten des Mikrofrisens zu
suchen. Beispielsweise ist der Schneidenradius bei VHM-Werkzeugen im Vergleich zum
abgenommenen Span deutlich groBer als beim konventionellen Friasen. Daraus resultie-
ren veranderte Schnittkrafte und Abdrangungen.

Erreichbare Genauigkeit in z-Richtung beim Ultra-Prazisionsfréasen

Die axiale Steifigkeit des Frasers und der Maschine sind im Vergleich zu der Steifigkeit
in x-y-Richtung sehr groB. Abweichungen in der z-Richtung ergeben sich in erster Linie
durch die thermische Ausdehnung der Frisspindel in z-Richtung. Dariiber hinaus
entstehen bei der Nullpunktbestimmung des Frasers am Werkstiick Ungenauigkeiten.

Die verwendete Friasspindel (Firma Precise Prazisionsspindeln GmbH, ASC 180) dehnt
sich in Abhangigkeit der Drehzahl in z-Richtung aus. Zur Erreichung des thermischen
Gleichgewichts muss die Spindel erfahrungsgemiB ca. 45 min warm laufen. Langzeit-
messungen iiber 4 Stunden haben gezeigt, dass die Spindel sich in diesem Zeitraum um
ca. 3 um ausdehnt oder zusammenzieht. In diesem GroBenbereich liegen auch die an
den Formeinsitzen nachgemessenen Ungenauigkeiten. Mit einer Temperaturkompen-
sation werden die thermischen Ausdehnungen ausgeglichen. Ein solches System ist
geplant, stand aber zum Zeitpunkt der Fertigstellung dieser Arbeit noch nicht zur Ver-
fiigung.

Die verwendete Ultra-Prazisionsfrasmaschine verfiigt nicht iiber ein Werkzeugvermes-
sungssystem. Derartige Systeme, die mit einer Reproduzierbarkeit von weniger als 1 ym
arbeiten, stehen noch nicht zur Verfiigung. Jeder Fraser muss daher von Hand in sei-
nem Nullpunkt justiert werden. Dazu wird der rotierende Friser auf die Werkstiick-
oberflache gefahren und genullt. Dieser Vorgang ist einem Fehler von ca. 1 um unter-
worfen.

Beide Fehler, thermische Spindelausdehnung und Justage, addieren sich im Ergebnis.
Deutlich sichtbar werden die Ungenauigkeiten bei Geometrieebenen, die mit 2 ver-
schiedenen Frasern bearbeitet werden. Abbildung 8.5 zeigt ein solches Beispiel. In der
REM-Aufnahme ist deutlich die Stufe, die sich durch 2 verschiedene Friser ergibt, zu
erkennen. Problematisch sind derartige Ungenauigkeiten, wenn sie in der Fiigeebene
auftreten. Diese Stufen verhindern ein spaltloses Fiigen. Das Fiigeverfahren muss daher
gegeniiber diesen Fertigungsungenauigkeiten tolerant sein (siehe auch Kapitel 8.6 und
8.7).
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Abbildung 8.5: REM-
Aufnahme eines Analyse-
chips Version 6

8.3 HeilRpragen der Analysechips

Die Analysechips zum Aufbau der Labormuster wurden am AZM der Bessy GmbH mit
einer Heifpriageanlage der Firma Jenoptik Mikrotechnik GmbH (HEX03) hergestellt.
Das folgende Kapitel gibt einen Uberblick iiber diesen Fertigungsschritt. Anhand der
aufgetretenen Fehler werden der HeiBpriagezyklus und die optimalen Heipriagepara-
meter diskutiert.

Gleichmalige Dicke der Analysechips

Die angestrebte Dicke der Analysechips betrigt 1,5 mm mit maximalen Abweichungen
von +20 um. GroBere Toleranzen erschweren eine reproduzierbare Montage. Um die
geforderte Toleranz von +20 um einhalten zu konnen, wird ein ,Weg gesteuerter”
HeiBprageprozess gefahren.

Abreif3en von Strukturen

Beim Entformen der Kunststoffplatten besteht die Gefahr, dass die abgepragte Struktur
teilweise abreiBt und im HeiBpragestempel verbleibt. Hierfiir sind drei Griinde zu nen-
nen. Die Adhiasionskrifte zwischen Kunststoff und Stempel sind zu groB. Durch Be-
schichtungen des Werkzeugs (DLC, Gold) konnten diese Krifte reduziert werden. Der
Kunststoff besitzt keine ausreichende Festigkeit, um die auftretenden Entformungs-
krafte aufzunehmen. Die gefdhrdeten Bereiche liegen in den Kanalstrukturen der hyd-
rodynamischen Fokussierung und den Zentrierbolzen. Bei ersten aufgebauten Labor-
mustern (Version 1 bis 5) wurde Polymethylmethacrylat (PMMA) verwendet. Es zeigte
sich, dass die Entformung von Polycarbonatplatten wesentlich einfacher gelingt. Aus
diesem Grund wurde ab Version 6 Polycarbonat (PC) als das Material verwendet.
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Beschadigung des Pragestempels

Bei hohen Aspektverhaltnissen im Stempel konnen nicht nur die heiBgepréagten Platten
beim Entformen reiflen, es kann auch zu einer Beschiddigung des Pragestempels kom-
men. Diese Gefahr erhoht sich mit abnehmender Festigkeit des verwendeten Werk-
zeugmaterials. Bei den anfinglich verwendeten Messingstempeln traten bei unvorsich-
tiger Entformung Beschadigungen im Bereich der Fluidikanschliisse auf.

Abbildung 8.6: Beschadigtes
Messing-Werkzeug
(Version 4)

Schrumpfung und Verzige beim Heil3pragen

In Version 4 und 6 wurden laterale Verziige zwischen Deckel und Boden festgestellt.
Deckel und Boden wichen in ihrer Struktur um bis zu 20 um voneinander ab (siehe
Abbildung 8.8).

Die gesamte Schrumpfung liegt im Bereich von 1 %. Dieser Wert ist fiir die Verziige
zwischen Deckel nicht relevant, sondern nur fiir die absolute Grofe der Elemente auf
dem Analysechip. Relevant fiir den Verzug zwischen Deckel und Boden ist der Verzug
der Struktur gegeniiber den Zentrierbolzen in den Einzelkomponenten. An einer ausrei-
chenden Anzahl von Einzelkomponenten (Boden und Deckel) wurden die Verziige der
einzelnen Formnester nachgemessen. Dazu wurde der Nullpunkt an den Zentrierbolzen
ausgerichtet und in die Mitte der Analysechips gelegt. AnschlieBend wurden die Abwei-
chungen der Messstelle gegeniiber dem Sollwert in Betrag und Richtung gemessen. Der
Betrag lag im Mittel bei 7 um. Die Verzugsrichtung ist in allen vier Formnestern gleich.
Sie ist unabhingig von der Lage des Formnestes und der untersuchten Platte.

Sind die Formnester wie bei dem Formeinsatz der Version 6 angeordnet, addieren sich
die Verziige von Deckel und Boden bei der Montage (siehe Abbildung 8.7). Die Addition
gilt zumindest in der gezeigten horizontalen Richtung. Die Formnester im Formeinsatz
der Version 8 sind so angeordnet, dass die Verziige von Deckel und Boden sich bei der
Montage subtrahieren. Dies kann durch eine Drehung einer Formnestes um 90° er-
reicht werden.
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3 / f / | / Abbildung 8.7: Anordnung

- (e~ & | | 2 ' der Formnester in Version 6
G S Fl (obere Reihe) und Version 8
' ' A v (untere Reihe)

Zusatzlich zu dieser MaBnahme wurden die Zentrierbolzen nidher an die Messstelle
gesetzt. Dadurch verringern sich der fiir die Schrumpfung relevante Abstand und somit
auch der Absolutbetrag der Verziige. Das Ergebnis der Verbesserung zwischen Version
6 und Version 8 ist in Abbildung 8.8 zu sehen.

Abbildung 8.8: Mikroskopaufnahmen von Analysechips der Version 6 (links) und Version 8
(rechts)

8.4 Vereinzeln der Kunststoffchips

Die Analysechips auf den heiBgepriagten Kunststoffplatten miissen vor dem Aufbau der
fertigen Labormuster vereinzelt werden. Ferner miissen die Bohrungen fiir die Fluidik-
anschliisse riickseitig gefrdst werden. Beide Bearbeitungsschritte konnen in einem
Frasvorgang durchgefiihrt werden. Die Kunststoffplatten werden dazu mit der geprag-
ten Seite nach unten auf einem speziellen Vakuumchuck gespannt, der eine reprodu-
zierbare Aufnahme ermoglicht und die Strukturen nicht beschadigt (siehe Abbildung
8.9).
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Abbildung 8.9: Vereinzelung
der Analysechips

8.5 Montage der Lichtwellenleiter und Elektroden

Bevor die Analysechips mit Lichtwellenleitern und Elektroden bestiickt werden, wird
im Falle des LaserdurchstrahlschweiBens der Absorberfarbstoff aufgetragen (siehe dazu
Kapitel 8.7, Seite 136). Im Falle des Kapillarklebeverfahrens wird zur Erhéhung der
Klebefestigkeit eine O.-Plasmabehandlung der Analysechips durchgefiihrt.

In Version 8 werden 5 Glasfasern montiert. Die Glasfasern werden vor dem Einlegen
mit einem Faserschneidegerit geschnitten, um eine saubere Stirnfliche der Faser zur
optimalen Lichtein- und Lichtauskopplung zu erzielen. Die Fasern werden nacheinan-
der in die dafiir vorgesehenen Nuten im Boden des Analysechips montiert. Durch die in
der Nut integrierten Noppen werden sie dort ohne weitere Manahmen bis zur fertigen
Montage gehalten (siehe Abbildung 8.10).

LWL wird
gerade montiert

N\,
optische |~
Messstelle

LWL-Nuten
Abbildung 8.10: Montage der
Lichtwellenleiter (LWL)
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Nach dem Einlegen der Wellenleiter und Elektroden wird der Deckel iiber die Zentrier-
bolzen positioniert und mit Pratzen fixiert. Die so vorbereiteten Labormuster werden
anschlieBend verklebt oder verschweift.

8.6 Fugen der Analysechips mit dem Kapillarklebeverfah-
ren

Mit dem Kapillarklebeverfahren wurde in Version 4 und Version 6 gearbeitet. Beide
Versionen sind mit einem ovalen Klebekanal ausgestattet. Dieser zieht sich rings um die
Fluidikstruktur und ist an den Enden mit zwei Bohrungen nach auBen offen. Eine Boh-
rung wird zum Befiillen des Klebstoffs verwendet, die andere dient als Entliiftungsboh-
rung (siehe Abbildung 8.11).

Durch die Bohrungen nach auBen kann der Klebstoff im bereits montierten und fixier-
tem Zustand in den Klebekanal eingebracht werden. Je nach Viskositat des Klebers
geschieht dies durch Kapillarkrifte oder von auBen aufgebrachtem Druck. Der Klebstoff
lauft entlang des Klebekanals, umflieSt die montierten Wellenleiter und Elektroden und
dichtet sie nach auBen.

——

Bohrung zum
Einbringen
des Klebers

Abbildung 8.11: Mikroskopaufnahme eines mit dem Kapillarklebeverfahren gefertigten Analyse-
chips Version 4

Der Klebstoff flieBt unterstiitzt durch die Kapillarkrafte vom Klebekanal in die Fiigee-
bene. An den Kanalstrukturen 6ffnet sich der Spalt. In Abhingigkeit der geometrischen
Verhiltnisse, der Viskositiat des Klebstoffs und der Oberflaichenspannungen stoppt der
Kleber an dieser Stelle oder er flieft unbeabsichtigterweise in die Kanalstrukturen.
Dieses Problem wurde auch von M. Miinch bereits festgestellt [Miincho3]. Hinzu
kommt, dass verschiedene SpaltmaBe zwischen Deckel und Boden die Fiigeebene sich
nicht gleichmaBig fiillt (siehe Abbildung 8.12).

Nachteilig bei diesem Verfahren ist, dass die Inselstrukturen im Bereich der hydrody-
namischen Fokussierung mit diesem Verfahren nicht verklebt werden. Diese Bereiche
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werden auf Grund des unterbrochenen Fiigespalts nicht vom Klebstoff erreicht. Die
Folge ist, dass der Fiigespalt in diesem Bereich offen bleibt und es durch den Fiigespalt
zu einem Kurzschluss im fluidischen System kommt (siehe Abbildung 4.12).

Abbildung 8.12: Mit dem
vollstiindig Kapillarklebeverfahren gefer-
verkiabber Bereich tigtes Durchflusszytometer
der Version 4

8.7 Fugen der Analysechips mit dem Laserdurchstrahl-
schweil3en

Zur Durchfiihrung der LaserdurchstrahlschweiBversuche wurde der Absorber Clear-
weld (Fa. Gentex Corporation) verwendet. Die absorbierte Energie und damit die Giite
der SchweiBverbindung hingen von der Menge des aufgetragenen Absorbers und der
eingestrahlten Laserleistung ab. Daher ist ein gleichmiBiger Absorberauftrag fiir ein
gutes Ergebnis mitverantwortlich. Gleichzeitig kann durch verstiarkten Absorberauftrag
eine starkere Schweifiverbindung erreicht werden [Spro3].

In den AduBeren Bereichen der Analysechips wird die gewiinschte Festigkeit der
SchweiBverbindung und eine Dichtigkeit der Fluidikstrukturen iiber einen stirkeren
Absorberauftrag erreicht. Um den notwendigen Fiigedruck aufzubringen, werden die
beiden Fiigepartner mit Hilfe einer 6 mm dicken Glasplatte verspannt (siehe Abbildung
8.13).

Die Schwierigkeit bei diesem Verfahren besteht in einer gleichméaBigen und reprodu-
zierbaren Aufbringung des Absorberauftrags. Im Zuge einer geplanten Automatisierung
wurden erste Versuche durchgefiihrt, der Absorber durch Aufstempeln auf die Fiigeteile
aufgetragen. Zum Zeitpunkt der Fertigstellung der Arbeit waren diese Versuche jedoch
nicht abgeschlossen.
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T > _ Abbildung 8.13: Fertig mon-
[ Glasscheibe T NP5 ' ~| tierte Analysechips beim
Laserdurchstrahlschweil3en

Die Laserparameter (Laserenergie, Impulsdauer, Impulsfrequenz, Durchmesser des
Laserstrahls und Vorschubgeschwindigkeit) miissen auf die aufgebrachte Absorber-
menge und die gewiinschte Schweilstirke angepasst werden. In den Innenbereichen
rund um die Fluidikstruktur diirfen die Mikrokanéle durch das Schweiflen nicht defor-
miert werden. Neben einem geringeren Absorberauftrag wird hier die Laserleistung
reduziert. AuBen miissen die Lichtwellenleiter und Elektroden abgedichtet werden. Die
rechteckig ausgefiihrten Nuten fiir die montierten Elemente miissen so weit aufge-
schmolzen werden, dass sie um die runden Lichtwellenleiter und Drahtelektroden
flieBen und abdichten.

eingeschweiliter Abbildung 8.14: Mikroskop-
g e Wellenleiter aufnahme eines einge-
“ 1000 pm | ' schweildten Lichtwellenleiters
S o und einer Nadelelektrode

-

Ist die eingebrachte Laserleistung zu gering, schweifien die beiden Teile nicht vollstian-
dig zusammen. Dies macht sich in einer Undichtigkeit im Bereich der Lichtwellenleiter
und Drihte bemerkbar. Bei einer zu hohen Laserleistung besteht die Gefahr der Defor-
mation der inneren Kanalstrukturen. Im duBeren Bereich kann es bei zu hoher Laser-
leistung zu einem Verbrennen des Kunststoffs kommen.

Das LaserdurchstrahlschweiBen hat sich fiir den Aufbau der Labormuster bewéhrt. Mit
diesem Verfahren wurden bisher die besten Ergebnisse im Bezug auf das Fiigen der
Analysechips erreicht.
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8 Fertigungsprozesskette

Abbildung 8.15 zeigt einen mit fiinf Lichtwellenleitern und zwei Nadelelektroden be-
stiickten Analysechip.

Abbildung 8.15: Mikrostruktu-
riertes Durchflusszytometer
(Version 8)
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9 Nachweis der Funktionsfihigkeit der Analysechips

9 Nachweis der Funktionsfahigkeit der Analyse-
chips

9.1 Mikroskopischer Messplatz zur Untersuchung der Ana-
lysechips

Zum Nachweis der Funktionsfihigkeit der Analysechips wurde in der PTB ein Ver-
suchsaufbau erstellt [Brao6], [Yilo6]. An diesem Versuchsaufbau wurde der iiberwie-
gende Teil der experimentellen Untersuchungen durchgefiihrt. Einen schematischen
Uberblick der Messanordnung zeigt Abbildung 9.1.

Ne-Ne-Laser 633 nm Monomode-LWL Spritzenpumpe

: Y
Auflicht- Analyse-
Argon-Laser 488 nm strahlengang chip

Photomultiplier zur — '_@

Freistrahlauskopplung Pk

Manometer +
Flussmeter

' Druckbe-
Mikroskop halter mit
physiolo-
gischer

LWL Kleinwinkel- / / \ LWL Riick- Kochsalz-

vorwartsstreuung — wartsstreuung l6sung
o L

LWL GroBwinkel- = = | =1 | ‘LWL Extinktion

vorwirtsstreuung Q Q Q Fluidikabfluss

Photomultiplier zur LWL-Auskopplung

Abbildung 9.1: Schematische Darstellung des Versuchaufbaus zur optischen Messung [PTB]

Die optischen Strahlenginge, die Fluidikversorgung fiir die Analysechips und die me-
chanische Komponenten wurden an ein inverses Lichtmikroskop der Firma Carl Zeiss
AG (Axiovert 200M) adaptiert. Dieser Aufbau bietet eine hohe Flexibilitdt. Die Anre-
gung der Fluoreszenz erfolgt nicht nur mit den in die Analysechips eingelegten Licht-
wellenleitern, sondern die anregende Laserstrahlung kann alternativ in den mikrosko-
pischen Auflichtstrahlengang eingekoppelt werden. Die Stromungsverhiltnisse im
Analysechip werden von unten mit Hilfe einer CCD-Kamera beobachtet. Dabei werden
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9 Nachweis der Funktionsfihigkeit der Analysechips

neben Fluoreszenzaufnahmen auch Hellfeldaufnahmen ausgewertet. Die fluidischen,
optischen und elektrischen Anschliisse sind nach oben gefiihrt (siehe Abbildung 9.2).

Der Hiillstrom wird durch einen einstellbaren Druck getrieben. Der Hiillvolumenstrom
wird mit einem Flussmeter der Firma Sensirion AG gemessen. Der Probenstrom wird
durch eine Spritzenpumpe der Firma TSE Systems GmbH injiziert. Damit konnen die
Volumendurchsitze des Hiill- und des Probenstroms quantifiziert werden, so dass ein
Vergleich mit den FEM-Rechnungen moglich ist.

Fiir die durchflusszytometrischen Messungen stehen zwei Laser zur Verfiigung. Der
erste Laser ist ein amplituden- und frequenzstabilisierter Helium-Neon-Laser der
Firma Laboratory for Science (Ultra Stable Laser Model 210) mit einer Wellenldnge von
632,8 nm und einer Leistung von 4 mW. Die zweite Lichtquelle ist ein Argonionen-
Laser der Firma Coherent (Wellenldnge 488 nm, Leistung 1 W). Dieser Argonlaser kann
sowohl iiber die montierten Lichtwellenleiter der Analysechips als auch iiber den Auf-
lichtstrahlengang des Mikroskops eingekoppelt werden. Der HeNe-Laser kann mit dem
Argon-Laser gleichzeitig in die Lichtwellenleiter eingekoppelt werden.

Die Streulichtsignale konnen entweder per Freistrahl iiber das Mikroskopobjektiv oder
iiber die montierten Lichtwellenleiter (sieche Abbildung 9.1) gemessen werden. Vor allen
Detektoren (Photomultiplier, Firma Hamamatsu Photonics) sind austauschbare Filter
zur Wellenlangenselektion montiert. Die Fluoreszenzsignale werden mit der Freistrahl-
anordnung, d.h. der beim Auflichtstrahlengang des Mikroskops vorgesehen seitlichen
Auskopplung, aufgenommen.

Die Ausgangssignale der Photomultiplier werden durch einen rauscharmen Strom-
Spannungswandler (SR 570, Stanford Research Systems) mit einstellbarer Verstar-
kungsbandbreite verstarkt. Der Gleichspannungsanteil der Extinktionssignale sowie die
vom Streulichtuntergrund verursachten Signale lassen sich mit der Hochpassfunktion
unterdriicken. AnschlieBend werden die Signale zur Anpassung an den nachfolgenden
Vielkanal-Impulshohenanalysator durch einen von der PTB gebauten Hauptverstarker
bis auf maximal 10V verstarkt. Das Datenerfassungssystem eines Hochgeschwindig-
keitszellsortierers der Firma Cytomation Inc. (Moflo) erlaubt die korrelierte Erfassung
der Impulshohen von bis zu zwolf Eingangssignalen.

Fluidikanschliisse

Lichtwellenleiter

Abbildung 9.2: Montiertes
Durchflusszytometer auf dem
Mikroskoptisch
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9 Nachweis der Funktionsfihigkeit der Analysechips

Zur Aufnahme der Analysechips auf dem Lichtmikroskop wurde eine Mikroskophalte-
rung konstruiert. Sie soll zum einen eine sichere Aufnahme der Chips gewéhrleisten
zum anderen einen raschen Austausch der Analysechips ermoglichen. Aus diesem
Grund wurde ein Anschlussdeckel fiir die fluidischen Anschliisse konstruiert (siehe
Abbildung 9.3). Die Schlauche bleiben dabei immer mit dem Anschlussdeckel verbun-
den. Der Anschlussdeckel wird auf dem Analysechip mit eigens angefertigten Dichtrin-
gen (AuBendurchmesser 2 mm, Innendruchmesser 0,9 mm) aus Silikon abgedichtet.

Mikroskoptriger Anschlussréhrcehen
Anschlussdeckel
Pratze

/l ,..’4'

s A

Abbildung 9.3: Schnittdarstellung des Mikroskoptragers

Bei den experimentellen Untersuchungen stand die Frage der Funktionsfihigkeit der
Analysechips im Vordergrund. Der beschriebene Versuchsaufbau erfiillt die Anforde-
rungen, um die hydrodynamische Fokussierung anhand von Fluoreszenzaufnahmen zu
messen. Das Signal-Rausch-Verhiltnis als weiteres Merkmal fiir die Funktionsfahigkeit
der Analysechips wurde durch die Messung der Impulshéhen monodisperser Polysty-
rolkiigelchen verschiedener Durchmesser iiberpriift.

9.2 Kleinwinkelvorwartsstreuung von 7-pum-Polystyrol-
ktgelchen

Abbildung 9.4 zeigt die Ergebnisse der ersten korrelierten Messung der Kleinwinkel-
vorwartsstreuung bei 633 nm und bei 488 nm mit einem Analysechip Version 8. Als
Probe wurde eine Suspension mit 7-um-Polystyrolkiigelchen verwendet. In den Streu-
diagrammen ist die Haufigkeit der beobachteten Ereignisse durch Falschfarben charak-
terisiert. Dunkelblaue Punkte im Diagramm entsprechen jeweils einem einzelnen Teil-
chen. Die Position in der Darstellung charakterisiert die Pulshohe der beiden Messgro-
Ben. Die Pulshohen der Signale sind in Volt in logarithmischer Skalierung angegeben.
Der Schwerpunkt der Punktwolke, die den 7-um-Partikeln entspricht, liegt bei den
Koordinaten von etwa (0,35 V/0,2 V). Die bei kleineren Werten der Vorwirtsstreuung
registrierten Signale (30 mV / 20 mV) entsprechen dem Rauschen der Messanordnung.
Die bei hoheren Pulshéhen (3 V / 1V) registrierten Ereignisse werden durch Agglome-
rate aus zwei oder mehreren Kiigelchen hervorgerufen. Die Variationskoeffizienten
betragen bei dieser Messung 19 % bei der Wellenldnge A = 633 nm und 22 % bei der
Wellenlange A = 488 nm.
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9.3 Durchflusszytometrische Messung an humanem Blut

In den folgenden Abschnitten werden Messungen an stabilisierten Kontrollbluten und
an frischen Blutproben diskutiert. Das Kontrollblut wird von INSTAND (Institut fiir
Standardisierung und Dokumentation im medizinischen Laboratorium e.V.) und der
DGKL (Deutsche Vereinte Gesellschaft fiir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedi-
zin) bei Ringversuchen zur externen Qualitdtskontrolle hdmatologischer Laboratorien
eingesetzt. In der PTB werden die Referenzwerte fiir die MessgroBen des Kleinen Blut-
bildes bestimmt. Das Kontrollblut ist durch die Stabilisierung etwa 1 bis 2 Monate
haltbar. Durch die Stabilisierung dndern sich jedoch die Volumina der Erytrozyten und
ihre Flexibilitdt wird drastisch reduziert. Um frische Blutproben untersuchen zu kon-
nen, wurde Blut aus der Vene eines Probanden entnommen. Um die Gerinnung des
frischen Blutes zu vermeiden, wird dabei das Blut mit Ethylendiamintetraessigsdure
(EDTA) versetzt. Um die frischen Proben linger verwenden zu konnen, wird der Blut-
probe als Stabilisierungsreagenz Cyto Chex (Streck Laboratories, La Vista, NE, USA) im
Verhiltnis von 1:1 hinzugefiigt. Die Blutprobe ist nach der Stabilisierung mindestens
sieben Tage haltbar und kann in dieser Zeit fiir quantitative Untersuchungen verwendet
werden.

Ziel der Messungen war die objektive Beurteilung der einzelnen Versionen der Analyse-
chips. Die Differenzierung von Erythrozyten und Thrombozyten wird mit einem Analy-
sechips Version 8 demonstriert. Zum Vergleich wurden die gleichen Proben mit einem
als Referenzgerat in PTB aufgebauten konventionellen Laser-Durchflusszytometer
gemessen.

Vor Beginn der Untersuchungen miissen die Blutproben mit einer isotonischen Koch-
salzlosung verdiinnt werden, damit die Zahlrate im Messbereich des jeweiligen Durch-
flusszytometers liegt. Die Messungen der Streulichtverteilungen werden im Analysechip
mit Laserlicht der Wellenldngen 488 nm und 633 nm durchgefiihrt. In dem konventio-
nellen Laser-Durchflusszytometer wurden Laser mit den Wellenlingen 413 nm und
633 nm eingesetzt. Die Pulshohen des Streulichtes werden vor der Analog-digital-
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Wandlung logarithmisch verstarkt, um einen geniigend groen Dynamikbereich zur
gleichzeitigen Detektion von Erythrozyten und Thrombozyten zu erhalten. Die Ampli-
tudenauflosung der beiden verwendeten Impulshohenanalysatoren betriagt 12 bit ent-
sprechend 4096 Kanilen. In den graphischen Darstellungen wurden jeweils 16 ADC-
Kanile zusammengefasst, so dass 256 Kanile den gemessenen Impulshohenbereich
reprasentieren. Die Zuordnung zwischen der Eingangsspannung und dem Kanal des
AD-Wandlers ist bei den mikrostrukturierten Durchflusszytometern bekannt, so dass in
den Diagrammen die Spannung der Impulshohen vor der logarithmischen Verstiarkung
auf den Achsen angegeben wird.

Erste durchflusszytometrische Messungen an Kontrollblut

In Abbildung 9.5 sind die Ergebnisse der korrelierten Messung der Vorwartsstreuung
bei den Wellenlingen 488 nm und 633 nm fiir Kontrollblut gezeigt. Die Blutprobe
wurde mit physiologischer Kochsalzlosung auf 1:105 verdiinnt. Der Hiillvolumenstrom
wurde auf 16,1 ul/s eingestellt, der Probenvolumenstrom betrug 0,16 ul/s. Die drei
Punktwolken im Streudiagramm werden durch die Erythrozyten, die Thrombozyten
sowie durch vom Rauschen verursachte Signalimpulse hervorgerufen. Fiir die Daten-
auswertung wurden die Ereignisse der beiden Zellentypen von den restlichen Ereignis-
sen abgegrenzt. Zwischen den Punktwolken der Erythrozyten und Thrombozyten befin-
det sich ein ausgeprigtes Minimum, beide Zellarten lassen sich daher gut voneinander
unterscheiden. Mit dieser Messung wurde erstmals im Rahmen der Zusammenarbeit
zwischen dem Fachgebiet Mikro- und Feingerate und der PTB die erfolgreiche Differen-
zierung roten Blutzellen und Blutplidttchen demonstriert. Die Messung der Konzentra-
tionen von Erythrozyten und Thrombozyten mit mikrostrukturierten Durchflusszyto-
metern wird zukiinftig systematisch vorgenommen, um insbesondere Verluste durch
Adhision an Schlauchen und Mikrokanilen zu minimieren.

Erythrozyten

Thrombozyten
4675
o Abbildung 9.5: Korrelierte Mes-

2l sung der Vorwartsstreuung

einer Kontrollblutprobe bei

- 1:; 633 nm und 488 nm mit Versi-

on 8 [PTB, Yil06].

Hullvolumenstrom: 16,1 pl/s
001 Y ' V ' Probenvolumenstrom: 0,16 pl/s

Vorwartsstreuung 488 nm Zahlrate: 110 Hz

014 i mam s

1

Vorwartsstreuung 633 nm

Die gleiche Probe wurde mit dem konventionellen Referenz-Durchflusszytometer un-
tersucht. In dem Streudiagramm (siehe Abbildung 9.6), das die korrelierte Vorwirts-
streuung bei 413 nm und 633 nm zeigt, kann man nicht nur Erythrozyten und Throm-
bozyten differenzieren, sondern auch die Punktwolke der Leukozyten erkennen. Die
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Wellenldnge von 413 nm liegt im Absorptionsmaximum von Hamoglobin. Durch die
Absorption wird die Streulichtintensitit der roten Blutzellen deutlich reduziert, so dass
Leukozyten und Erythrozyten durch die Messung der Lichtstreuung unterschieden
werden konnen [Ost98].

250
ACD-Kanal | Erythrozyten Lvmp;t;.;yten
212292
o ;
£
=
2
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o .
£= 422 Messung der Vorwartsstreuung
2 . .
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l 3000 413 nm und der Vorwartsstreu-
i | ung 633 nm mit einem konven-
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50 100 150 200 250 tionellen Durchflusszytometer
ACD-Kanal ;
Vorwartsstreuung 413 nm [F_._TB’ YIIOG]'
logarithmisch Zahlrate: 2 kHz

Erste durchflusszytometrische Messungen an Frischblut

Analoge Messungen wurden mit einer frischen Blutprobe mit Laserlicht der Wellenldn-
gen 488 nm und 633 nm durchgefiihrt. In diesem Test wurde das stabilisierte Frisch-
blut mit physiologischer Kochsalzlosung auf 1:218 verdiinnt. Das Ergebnis ist in
Abbildung 9.7 als zweidimensionales Streudiagramm dargestellt. Die entsprechende
Messung mit dem konventionellen Laser-Durchflusszytometer ist in Abbildung 9.8
gezeigt. Die Blutprobe wurde auf 1:176 verdiinnt. Diese Messung wurden analog den
Untersuchungen mit den Analysechips mit Laserlicht der Wellenldngen von 488 nm
und 633 nm durchgefiihrt. Daher haben die Signale der Leukozyten - im Gegensatz zur
Messungen unter Verwendung des Lasers bei 413 nm - etwa die gleichen Intensititen
wie die der Erythrozyten. In beiden Diagrammen konnen die Zellpopulationen der
Erythrozyten und der Thrombozyten voneinander unterschieden werden. Konzentrati-
onsmessungen wurden nicht durchgefiihrt. Sie erfordern kiirzere als die derzeitig be-
stehende Verbindung bei der Probenzufithrung in den Analysechip und aufwendige
Messungen von Verdiinnungsreihen, um Zell- und Zahlverluste zu charakterisieren.
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Im Vergleich zu dem Streudiagramm, das mit dem mikrostrukturierten Labormuster
gemessen wurde, ist die Unterscheidung von Erythrozyten und Thrombozyten mit dem
konventionellen Durchflusszytometer deutlicher (sieche Abbildung 9.8). Die bessere
Differenzierung hiangt mit der Wahl der Winkelbereiches fiir den Polarwinkel von ca.
3 — 17° koaxial zur optischen Achse (d.h. fiir alle Azimuthwinkel o - 27t wird die Licht-
streuung registriert), in denen das Streulicht beobachtet wird, zusammen.
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9.4  Leistungsfahigkeit der mikrostrukturierten Durchfluss-
zytometer

Die oben beschriebenen durchflusszytometrischen Messungen wurden mit Zihlraten
im Kilohertzbereich aufgenommen. Die Zahlrate ist mit denen konventioneller Durch-
flusszytometer vergleichbar.

Die Durchmesser der kleinsten mit der Extinktion beobachteten Polystyrolkiigelchen
liegen bei ca. 2 um. Mit einem konventionellen Aufbau kénnen dhnliche minimale
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Durchmesser (1 —2 um) beobachtet werden [Ostg8]. Mit der Kleinwinkelvorwiarts-
streuung konnten humane Thrombozyten vom Rauschen der Messanordnung unter-
schieden werden. Mit kommerziellen Durchflusszytometern konnen Polystyrolkiigel-
chen mit einem Durchmesser von 0,5 um beobachtet werden. Aufgrund des hoheren
Brechungsindexes von Polystyrol (1,6) im Vergleich der Thrombozyten (1,37) streuen
die Polystyrolteilchen deutlich starker als die Thrombozyten. Durchflusszytometrische
Messungen mit 0,5-um-Polystyrolkiigelchen wurden nicht durchgefiihrt. Auf Grund der
Tatsache, dass die Thrombozyten beobachtet werden konnten, ist jedoch davon auszu-
gehen, dass auch Polystyrolkiigelchen mit Durchmessern im Bereich von ca. 1 um in der
Kleinwinkelvorwéartsstreuung beobachtet werden konnen.

Die Variationskoeffizienten der optischen Messungen liegen im Bereich von 20 %, die
der Impedanzmessung bei 4,5 %. Die Variationskoeffizienten der Analysechips reichen
nicht an die Qualitat der kommerziellen Gerate heran. Hier liegen typische Werte im
Bereich von 0,5 — 3 %. In den Variationskoeffizienten spiegeln sich Fehler und Abwei-
chungen des gesamten Messsystems und der verwendeten Probenkorper wider. Da die
Durchmesserverteilung der verwendeten Probenkorper nicht bekannt ist, kann der
Einfluss auf die gemessenen Variationskoeffizienten nicht abgeschatzt werden. Verbes-
serungen lassen sich jedoch sicher durch verschiedene MaBnahmen erreichen: ellip-
tisch geformter und in der GroBe optimierter Durchmessers des Laserstrahls, Optimie-
rung der Abstinde und der Winkel der Lichtwellenleiter, Optimierung der Oberfla-
chenqualitit der Grenzflachen des optischen Systems.
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10 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, das durchflusszytometrische Messprinzip in einen mikro-
strukturierten Analysechip zu iibertragen. Dieser Innovationsschritt ist Voraussetzung,
um ein miniaturisiertes und mobiles Analysesystem, bestehend aus einem Einweg-
Analysechips und einem Auslesegeriat mit Lichtquellen, Detektoren und Fluidikversor-
gung, aufzubauen. In die Analysechips sind zwei Messprinzipien integriert worden: die
optische Streulicht- und Fluoreszenzlicht-Analyse und die Messung der Impedanzinde-
rung.

Die Konzeption der Analysechips und die gewihlte Fertigungsprozesskette haben das
Potenzial schnell austauschbare Einweg-Analysechips in einer GroBserienfertigung
herzustellen. Voraussetzung fiir eine qualitativ hochwertige durchflusszytometrische
Messung ist eine stabile hydrodynamische Fokussierung in zwei Ebenen, die nur mit
Freiformflachen erreicht wird. Die Analysechips sind aus einem 3-dimensional struktu-
rierten Boden und Deckel aus einem klarsichtigen Kunststoff aufgebaut. Als Ferti-
gungsprozesskette wurde das Ultra-Prizisionsfrasen als dreidimensional strukturge-
bendes Fertigungsverfahren gewahlt. Mit dieser Technik werden Formeinsatze gefer-
tigt, die in dem HeiBprageverfahren zur Replikation der Strukturen in thermoplasti-
schem klarsichtigem Kunststoff (PMMA oder PC) eingesetzt werden. Als Fiigeverfahren
der Kunststoffkomponenten liefert das Laserdurchstrahlschweifien die besten Ergeb-
nisse.

Es wurden verschiedene Ansitze beziiglich der hydrodynamischen Fokussierung kon-
struiert, simuliert, aufgebaut und getestet. Eine prazise und stabile hydrodynamische
Fokussierung des Probenstroms von maximal 5x5um?2 ist Voraussetzung fiir eine
optimierte Messung zur Differenzierung bestimmter Zellpopulationen. Diese Zielvorga-
be konnte mit zwei unterschiedlichen Funktionsprinzipien erreicht werden: eine kaska-
dierte hydrodynamische Fokussierung und eine hydrodynamische Fokussierung mit
einer drallférmigen Stromung.

Die Detektion optischer Signale wurde sowohl iiber Lichtwellenleiter als auch iiber
Freistrahloptiken zur Lichtein- und Lichtauskopplung realisiert. Die Extinktion, die
Klein- und GroBwinkelvorwiartsstreuung und die 135°-Riickwartsstreuung wurden
durch montierte Lichtwellenleiter gemessen. Die Fluoreszenz und die 90°-
Seitwartsstreuung wurden iiber ein Mikroskopobjektiv aufgenommen. Zur seitlichen
Beobachtung der hydrodynamischen Fokussierung und zur Vorbereitung auf eine Frei-
strahlauskopplung der Streulichtsignale wurde ein Analysechip mit integriertem 45°-
Spiegel gefertigt. Unter Verwendung von monodispersen 7-um-Polystyrolkiigelchen
wurden die Variationskoeffizienten fiir die Kleinwinkelvorwértsstreuung (22 %), die
Extinktion (22 %), die Seitwartsstreuung (24 %) und die Fluoreszenz (19 %) gemessen.
Der bei diesen Messungen eingestellte Partikeldurchsatz im Kilohertzbereich entspricht
den Arbeitsbedingungen konventioneller optischer Zellzahlgerite. Die kleinsten mit der
Extinktion nachgewiesenen Polystyrolkiigelchen haben einen Durchmesser von 2 um.
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Um das Potenzial der mikrostrukturierten Durchflusszytometer beziiglich der Kombi-
nation verschiedener MessgroBen zu demonstrieren, wurde zusitzlich zur optischen
Messstelle eine Impedanzmessstelle mit einem quer zur Flussrichtung angelegtem
elektrischen Feld integriert. Der Ansatz montierter Mikro-Nadelelektroden brachte
nicht die erforderliche Messstabilitat auf Grund der stérenden Gasblasenentwicklung
durch die elektrochemische Reaktion. Zur Vermeidung stérender Einfliisse wurde die
Oberflache der Elektroden stark vergrofert und auBerhalb der Analysechips verlagert.
Mit dieser Anordnung wurden erfolgreiche Testmessungen mit Polystyrolkiigelchen
verschiedener Durchmesser (5, 7, 10, 15 und 20 um) mit Variationskoeffizienten von
4,5 % durchgefiihrt.

Zur Demonstration der Gesamtfunktion der Analysechips fiir die spitere Anwendung in
der hidmatologischen Diagnostik wurden durchflusszytometrischen Messungen an
humanem Blut durchgefiihrt. Die korrelierten Messungen der Kleinwinkelvorwarts-
streuung mit 488 nm und 633 nm erlaubte die Unterscheidung von Thrombozyten und
Erythrozyten. AuBerdem konnte bei der untersuchten Normalblutprobe die Punktwolke
der Thrombozyten vom Rauschen abgegrenzt werden.

Die aufgebauten Labormuster wurden im Verlauf dieser Arbeit kontinuierlich verbes-
sert. Sie dienen als Ausgangspunkt fiir die weitere Optimierung der mikrostrukturierten
Durchflusszytometer und die spatere Entwicklung von speziellen Analysechips. Bei-
spielsweise ist eine Verbesserung der Pulshéhenauflosung bei den optischen Signalen
durch die elliptische Formung des Laserstrahls oder durch die Optimierung der Ober-
flichenqualitat der Grenzflichen des optischen Messsystems zu erwarten. Bei der Im-
pedanzmessung kann durch eine Verkleinerung des Messraums eine Verbesserung des
Signal-Rausch-Verhiltnisses erreicht werden.

Fiir spezielle biologische oder medizinische Anwendungen konnen in die Analysechips
weitere Funktionselemente integriert werden. Erste Ansitze sind am Fachgebiet Mikro-
und Feingerdate mit dem Aufbau eines Mikromischers, der den mikrostrukturierten
Durchflusszytometern vorgeschaltet ist, verwirklicht worden. Durch die Integration des
Mikromischers und Farbereagenzien konnte eine Teil der Priaparation auf einen Ein-
weg-Chip verlagert werden. Damit wird einerseits die Handhabung vereinfacht und
moglicherweise die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse verbessert. Ebenso kann eine
Ablenkeinheit zur Sortierung der Zellen der durchflusszytometrischen Messung nach-
geschaltet werden. Damit wiare eine Anreicherung seltener Zellen fiir eine nachfolgende
genetische Analyse, beispielsweise fiir die Identifikation von Tumorzellen, moglich. Ein
Projekt mit diesem Ziel befindet sich am Fachgebiet Mikro- und Feingerite derzeit in
Bearbeitung.
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Verzeichnis der Symbole

a
A
Aglek

Aexp
Aphys
Asim

Areilchen
bsim
C

Cv
d

D
Dpitt
Dhya
Drreilchen
F

fc
FFara
g
hsim
I
Tinax
Kmn

1
LE1ek
n, m
NA
Nk
nMm
nu

p

r
I'fluid
Topt

Beschleunigung (allgemein) m/s2
Querschnittsflache (allgemein) mm?2
Querschnittsflache eines elektrolytischen Leiters um2
experimentell ermittelte Querschnittsfliche des

fokussierten Probenstroms um2
theoretisch berechnete Querschnittsfliche des

fokussierten Probenstroms um2
mittels FEM-Simulation berechnete

Querschnittsflache des fokussierten Probenstroms um2
Querschnittsfliche eines Partikels um?2
simulierte y-Ausdehnung des fokussierten Probenstroms pm
Konzentration mol/1
Variationskoeffizient

Abstand (allgemein) um
Durchmesser des Fluidikkanals mm
Diffusionskoeffizient um2/ms
hydraulischer Durchmesser mm
Durchmesser eines Partikels um
Kraft (allgemein) N
Prozentsatz aggregierter Zellen %
Faraday-Konstante 96485 As mol!
Erdbeschleunigung m/s2
simulierte z-Ausdehnung des fokussierten Probenstroms pm
Strom, Intensitat mA, W/m?2
maximale Intensitit des GauB3schen Strahlprofils W/m2
durchschnittliche Zahlrate 1/s
Lange (allgemein) mm
Lange eines elektrolytischen Leiters um
Abstéande um
numerische Apertur

Brechungsindex des Kernmaterials

Brechungsindex des Mantelmaterials

Brechungsindex des umgebenden Mediums

statischer Druck Pa
radiale Laufvariable um
radiale Laufvariable senkrecht zur fluidischen Achse pum
radiale Laufvariable senkrecht zur optischen Achse um
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R elektrischer Widerstand Q
AR Widerstandséanderung Q
Ra Mittenrauwert nm
Rumax maximale Rautiefe nm
Re Reynolds-Zahl
Ragas allgemeine Gaskonstante 8,314 J mol1K+
Rk Kernradius eines Wellenleiters um
Rkanal Radius des Fluidikkanals mm
Reeilchen Radius eines Partikels um
s axiale Laufvariable mm
T Temperatur K
AT Temperaturdifferenz K
t Zeit ms
tp Signalldnge S
U Umfang (allgemein) mm
v Stromungsgeschwindigkeit m/s
v mittlere Stromungsgeschwindigkeit m/s
Vimax maximale Stromungsgeschwindigkeit m/s
A% Volumen (allgemein) mms3
VMess Volumen des Messraums ums3
Vinol Molvolumen 1
Veilchen Volumen des Teilchens pl
\Y% Volumenstrom ul/s
VH Hiillvolumenstrom ul/s
VP Probenvolumenstrom ul/s
X Laufvariable koaxial der optischen Achse mm
y Laufvariable senkrecht zur fluidischen und

optischen Achse mm
zZ Laufvariable koaxial der fluidischen Achse mm
X Mittelwert der aufgenommenen Signale
Zwertig Wertigkeit der Elektrodenreaktion
Aa Differenz zweier thermischer Ausdehnungskoeffizienten K-

kinematische Viskositat m2/s
n dynamische Viskositit Pas
0 halber Offnungswinkel
Op halber Divergenzwinkel
A Wellenliange nm
p Dichte g/cm3
PElek spezifischer Widerstand Qm
o Standardabweichung
T Schubspannung N/mm?2
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