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Zusammenfassung

Viele klinische Schnelltestsysteme bendtigen vorpraparierte oder aufgereinigte Analyte mit frisch
hergestellten Losungen. Fernab standardisierter Laborbedingungen wie z.B. in Entwicklungslandern
oder Krisengebieten sind solche Voraussetzungen oft nur unter einem hohen Aufwand herstellbar.
Zusatzlich stellt die erforderliche Sensitivitat die Entwicklung einfach zu handhabender Testsysteme
vor grofe Herausforderungen. Autokatalytische Reaktionen, die sich mit Hilfe sehr geringer Initia-
torkonzentrationen auslosen lassen, konnen hier eine Perspektive fiir Signalverstarkungsprozesse

bieten.

Aus diesem Grund wird im ersten Teil der vorliegenden Arbeit das Verhalten der autokatalytischen
Arsenit-Jodat-Reaktion in einem mikrofluidischen Kanal untersucht. Dabei werden insbesondere
die diffusiven und konvektiven Einfliisse auf die Reaktionskinetik im Vergleich zu makroskopischen

Volumenmengen betrachtet.

Im zweiten Teil werden thermoresponsive Hydrogele mit einem kanalstrukturierten Papiernetzwerk
zu einem neuartigen, kapillargetriebenen, extern steuerbaren Mikrofluidik-System kombiniert. Das
hier vorgestellte Konzept durch Hydrogele ein papierbasiertes Lab-On-Chip (LOC)-System zu steu-
ern, ermdglicht zukiinftig die Herstellung von komplexeren, steuerbaren Point-Of-Care Testsystemen
(POCT). Durch z.B. einen thermischen Stimulus, wird das Losungsverhalten eines Hydrogels so ver-
dndert, dass die gespeicherte Fliissigkeit freigesetzt und durch die Kapillarkraft des Papierkanals
ins System transportiert wird. Die Eigenschaften dieses Gelnetzwerks konnen dabei so eingestellt
werden, dass eine Freisetzung von Fliissigkeiten sogar bei Korpertemperatur moglich wére und da-
mit eine Anwendung génzlich ohne weitere Hilfsmittel denkbar ist. Fiir die Anwendung notwendige
Chemikalien oder Enzyme lassen sich hierbei bequem in getrocknetem Zustand im Papiersubstrat

vorlagern und bei Bedarf in Lésung bringen.

Im abschliefenden dritten Teil der Arbeit wird ein durch Hydrogele betriebener, Antikdrper-basierter
Mikroorganismenschnelltest fiir FEscherichia coli prasentiert. Dartiber hinaus wird weiterfithrend
eine einfache Methode zur Funktionalisierung eines Hydrogels mit Biomolekiilen iiber EDC/NHS-
Kopplung vorgestellt.



Abstract

Many test systems for clinical applications require well-prepared or purified analytes. Far away from
a laboratory environment, for example in developing countries or crisis regions, such prerequisites
are often difficult to establish. Furthermore, the required sensitivity poses a considerable challenge
for the development of easy-to-use test systems. . Autocatalytic reactions, which are which are

highly sensitive to small initiator concentrations, may offer promising solutions to this problem.

For this reason, in the first part of this thesis, the behavior of the autocatalytic arsenit-iodate-
clock reaction is studied in a microfluidic environment. Especially the influence of diffusive and
convective effects on the kinetics of the reaction were examined and compared to reaction conditions

in macroscopic volumes.

In the second part thermoresponsive hydrogels and a microstructured papersubstrate are combined
to a externally controllable, new microfluidic system driven by capillary force. This offers new
opportunities to integrate more complex analytic procedures in small point-of-care devices. For
example, initiated by a thermal stimulus, the solubility of the hydrogel network is changed, so
that the stored liquid is released and transported into the paper device, driven by capillary forces.
The properties of thermoresponsive hydrogels can be tuned in such a way that the liquid release is
triggered already by body temperature, so that no pumps or tubings are required anymore for usage.
Furthermore chemicals and enzymes can be stored in the paper channels under dried conditions for
a long time. Upon operation of the device, they can be taken up by the liquid released from the

hydrogel reservoirs when needed.

Finally, in the third part of this work, a rapid, easy-to-use hydrogel-driven test system for Fscheri-
chia coli is presented, based on an antibody assay. Futhermore a simple method for biofunctionali-

zation of a hydrogel based on EDC/NHS coupling will be introduced.

Hinweis
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Kapitel 1.

Einleitung

Die Faszination fiir komplexe Phinomene bei chemischen Reaktionen, beispielsweise Oszillationen
oder Musterbildungen beschéftigt seit Generationen interessierte Forscherinnen und Forscher. Be-
reits Ende des 17. Jahrhunderts beschrieb Robert Boyle die periodische Lumineszenz von oxidie-

rl193] Etwa ein Jahrhundert spiter wurden weitere Beobachtungen fiir chemisch

rendem Phospho
heterogen oszillierende Reaktionen des Eisen/Silber-Elektrodenpaares in einer salpetersauren Sil-
bernitratlésung durch Gustav Theodor Fechner (1828)[30] und des ,schlagenden Quecksilberherzens®
durch Friedlieb Ferdinand Runge (1829)[6% veréffentlicht. Zu Beginn des 20. Jahrhunderts erfolgte
schlieflich mit dem Lotka-Volterra Modell die erste mathematische Beschreibung fiir chemische und
biologische oszillierende Systeme durch Alfred Lotkal>354 und Vito Volterral®l. Es stellte sich her-
aus, dass fiir ein oszillatives Verhalten ein sich selbst verstarkender Mechanismus (Autokatalyse), als
auch eine Dissipation notwendig sind. Bei der Autokatalyse nimmt die Wachstumsrate einer Spezies
in Form der chemischen Konzentration mit steigender Menge an eben dieser Spezies zu. Dieses fiihrt
mit anhaltender Produktion des Reaktionsproduktes wahrend des Reaktionsablaufs zu einer steti-
gen Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit. Die Dissipation wirkt diesem Vorgang in Form einer
Dampfung entgegen, so dass sich stabile oszillierende Zustdnde in Form von Spiralen, Kreiswellen
oder anderen Wellenfronten ausbilden kénnen??. Der wohl bekannteste Vertreter der oszillierenden
chemischen Reaktionen ist die 1950 von Pavlovich Belousov entdeckte und von Anatol Zhabotinsky

n1%2 die im Gegensatz zu den oben

1961 unabhéngig untersuchte Belousov-Zhabotinsky Reaktio
dargestellten Reaktionen in einem homogenen Medium abléuft. Des Weiteren sind enzymatische
oszillierende Reaktionen in der Biologie von besonderer Bedeutung. Sie sind in vielen essentiel-
len Lebensvorgéingen wie der Zellatmung, dem Kohlenhydratstoffwechsel, der Mitose oder bei der
Enzymsynthese in sehr begrenzten Reaktionsraumen zu finden[®3l. Aufgrund dieser Entdeckungen

konnen oszillierende Reaktionen heute in drei Hauptgruppen unterschieden werden:
1.) biologische, meist enzymatisch funktionierende Systeme
2.) heterogene Systeme
3.) homogene Systeme.

Eine weitere Voraussetzung von Ostzillationen ist nach Epstein, Kustin, DeKeppler und Orban eine
Bistabilit#t[®l, so dass innerhalb des Reaktionssystems (mindestens) zwei stabile Gleichgewichtszu-
stande existieren miissen!®3. Aufgrund unterschiedlicher Reaktionsgeschwindigkeiten der einzelnen
Teilreaktionen oder unterschiedlichen Intermedidrkonzentrationen schaltet der chemische Prozess
zwischen diesen stationdren Zustdnden hin und her. Mitunter findet das Umschalten zwischen den
Gleichgewichtszustdnden nach einer lange anhaltenden Induktionsperiode statt. Die Dauer dieses

Zeitintervalls wird von den Anfangsbedingungen der Reaktion beeinflusst, die man experimentell
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sehr genau einstellen kann. Daher werden diese Reaktionssysteme auch als ,,Chemische Uhr oder
,Clock-Reaktion bezeichnet. Die erste ausfiihrliche wissenschaftliche Beschreibung einer chemischen
Joduhr erfolgte 1886 durch den Schweizer Hans Heinrich Landolt und wird daher auch Landolt-
Reaktion genannt!*?l. Zeitabhéngige, autokatalytische Reaktionen kénnen bereits durch sehr gerin-
ge Starterkonzentrationen ausgelost werden. Diese Eigenschaft kann daher perspektivisch fiir eine
Signalverstarkung von Prozessen genutzt werden, bei denen nur eine sehr geringe Anfangskonzen-
tration oder ein sehr geringes Anfangsvolumen vorliegt. Im ersten Teil der vorliegenden Dissertation
wird das Verhalten der stabilen Arsenit-Jodat-Clock-Reaktion in einem Mikrofluidikkanal und die

Moglichkeiten fiir eine Anwendung als Verstérker untersucht.

Der zweite Teil dieser Arbeit besteht darin, mikrofluidische und verstidrkende Methoden anzuwen-
den, um das Vorhandensein von wenigen Erregern in Losungen oder Gasen kostengiinstig und zuver-
lassig nachzuweisen. Die Auseinandersetzung mit Krankheiten, die Erforschung der Ursachen und
die Suche nach Losungen zur Bekdmpfung von Krankheitserregern (Pathogenen) lésst sich bis in
die Steinzeit zuriick verfolgen¥l. Als Pathogene werden fiir gewShnlich Mikroorganismen bezeich-
net, die in Wirtsorganismen Krankheiten hervorrufen!™. Bereits 1858 verdffentlichte der unter dem
Spitznamen , Kleiner Doktor” bekannte deutsche prominente Arzt Rudolph Virchow in seiner Arbeit
Cellularpathologie die These, dass Krankheiten auf die direkte Storung von Zellen oder zumindest
auf Funktionsstérungen innerhalb von diesen zuriickgehen. Er hatte herausgefunden, dass jede neue
Zelle durch Zellteilung aus einer vorherigen gebildet wird (,omnis cellula e cellula®). Dadurch be-
legte er die durch Franz Meyen zu Beginn des 19. Jahrhunderts aufgestellte These, dass die Zelle
als fundermentaler Grundbaustein des Lebens betrachtet werden kann!®8l. 1873 veréffentlichte Fre-
derick Barnard seine theoretischen Uberlegungen der ,Keim-Theorie* 4l in denen er darlegte, dass
Keime in Form von Sporen durch die Luft verteilt werden und unter ausreichenden Bedingungen
neues Wachstum generieren kénnen. Drei Jahre spéter konnte Robert Koch das Bakterium Bacillus
anthracis als Verursacher des Milzbrandes nachweisen®l. Acht Jahre spiter verdffentlichte Louis
Pasteur seine Studien zu den pathogenen Mikroorganismen!™! und beschrieb thermische Methoden,
mit denen Pathogene abgetotet werden konnen. Heute ist diese Konservierungsmethode zu Ehren

Pasteurs unter dem Namen Pasteurisieren etabliert.

1898 konnte Martinus Beijerinck bei der Untersuchung der experimentellen Daten von Adolf Mayer
mit der Tabak-Mosaik-Krankheit von Pflanzen eine bakterielle Ursache ausschlieen?4. Zur glei-
chen Zeit wurden &hnliche Ergebnisse von Loffler und Frosch bei der Untersuchung des Erregers der
Maul- und Klauenseuche erzielt[?!l. Es wurde damit klar, dass die Definition von Pathogenen nicht
nur auf Mikroorganismen beschriankt sein kann. 1917 schliefslich entdeckte Félix d’Hérelle das Bak-
terienkulturen mit einem noch kleineren Erreger infiziert werden konnten. Er benannte den Erreger
geméf seinen gemachten Beobachtungen Bakteriophage (von phagein: essen) und postulierte, dass
die gefundenen Phagenpartikel spezifische Bakterienviren sein miissten/?!. Damit war klar, dass
nicht nur Mikroorganismen in Form von lebenden Zellen krank machende Eigenschaften (Pathoge-
nitdten) besitzen, sondern man kann fiir die Definition eines Pathogens alle bioaktiven Organismen,

Partikel (Viren) oder gar Molekiile (Toxine) heranziehen, die die grundsétzliche Eigenschaft besitzen
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den Wirtsorganismus krank zu machen. Mit Hilfe der Virulenz wird das Ausmaf ihrer Pathogenitét

unterschieden!3l:14],

Nach der Entdeckung der Pathogene war es moglich, gezielt Pharmazeutika zur Behandlung der
Krankheiten zu entwickeln. Bahnbrechende Entwicklungen stellten die Serumtherapie von Emil
von Behring 1890 dar, fiir die er 1901 den ersten Nobelpreis fiir Medizin erhielt!!?l und die des
Penicillins, fiir das Alexander Flemmingl®!l 1945 den Nobelpreis erhielt. Mit der Verfiigbarkeit
dieser wirksamen Arzneien in Form von Impfstoffen (Vakzinen) und Antibiotika wurden Seuchen

wie Diphterie, Thyphus, Tetanus und Gelbfieber in den Industrielandern nahezu ausgerottet.

Es stellte sich jedoch heraus, dass eine gar zu freiziigige Behandlungsweise gerade mit Antibiotika in
den letzten zwei Jahrzehnten eine Antwort in den Erregern in Form von Resistenzen hervorbrachtel2.
Besonders in Krankenhdusern, in denen immungeschwichte Patienten dem Risiko von multiresis-
tenten Erregern ausgesetzt sind, sind die Bemiithungen fiir effektive Maffnahmen gegen diese Keime
sehr grokl®!. Aufgrund der hohen Wachstumsgeschwindigkeit von Bakterienkulturen bei optimalen

Bedingungen konnen solche multiresistenten Stdmme ein ernstes Problem darstellen.

Dariiber hinaus existieren in unserer Umwelt einerseits Viren, die zwar eine hohe Virulenz aufwei-
sen, jedoch in so geringer Haufigkeit auftreten, dass sich eine zeitlich aufwiandige Impfstoffentwick-
lung nicht finanzieren lasst. Andererseits exisieren virale Erreger, die eine sehr hohe Mutationsrate
aufweisen und so den entwickelten Vakzinen immer einen Entwicklungsschritt voraus sind. Nicht
vorhandene Vakzine oder zu spét eingesetzte Wirkstoffe konnen folglich zu einer rasanten Verbrei-
tung dieser Erreger fiihren, wenn die Ansteckungswege zu spéit erkannt oder nicht unterbunden
werden. Als aktuelle Beispiele dieser Viren sind das Humane Immundefizienz-Virus (HIV), welches
sich beziiglich seiner Symptomatik behandeln aber nicht mit Impfstoffen verhindern lasst, oder das

erneute Auftreten des Ebola-Virus 128119215 auf dem afrikanischen Kontinent zu nennen.

Um erfolgreich die Ausbreitung von resistenten Bakterien oder Viren mit einer hohen Virulenz ein-
zudammen oder gar zu verhindern, ist es zwingend erforderlich frithzeitig die {ibertragenen Wirte
zu identifizieren, unter Quarantine zu stellen und moglichst effektiv zu behandeln. Fiir die infi-
zierten Personen mit dem bereits erwdhnten Ebola-Virus betragt die Zeit bis zum zweifelsfreien
Nachweis beispielsweise zwischen 2 und 3 Tagen [3°. Durch die beschrinkten Ansteckungswege er-
gibt sich zudem fiir diesen Virustyp bislang noch eine verhaltnisméfig langsame Verbreitungswelle
und eine Ansteckungsgefahr liegt erst vor, wenn bereits Krankheitssymptome bei den Infizierten
erkennbar sind. Die Brisanz fiir eine Verbreitung von Erregern mit starker Virulenz kann jedoch in
dem Moment aufler Kontrolle geraten, wenn die Ansteckung allein durch die Atemluft stattfinden
kann und offensichtliche Krankheitssymptome nicht vorliegen. Aufgrund der hohen weltweiten Ver-
netzung durch Flugzeug- oder Bahnverkehr ergibt sich eine mogliche Verbreitungsgeschwindigkeit
von wenigen Stunden oder Tagen. Bei diesem Szenario ist ein Einddmmen oder Unterbrechen der
Ausbreitung nur iiber einen in grofser Stiickzahl vorliegenden Schnelltest moglich, wenn mit dessen

Hilfe ein Identifizierungsnachweis innerhalb weniger Minuten oder Stunden gefiihrt werden kann.
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Eine dhnliche Situation liegt fiir die resistenten Bakterienstdimme vor. Zwar findet hier in der Regel
ein Verbreitungsweg iiber Schmier- und Kontaktinfektion statt, der nicht zwangsldufig mit einer Er-
krankung des Infizierten enden muss. Jedoch sind Bakterien aufgrund ihrer hohen Wachstumsrate
in der Lage Resistenzen gegen Antibiotika auszubilden und in Form von genetischem Material an
andere Individuen innerhalb der Art weiterzugeben 41, Aufgrund der resultierenden Unempfindlich-
keit gegeniiber zelltoxischen Substanzen kann daher trotz Hygienevorkehrungen eine Vermehrung
der resistenten Organismen erfolgen, die bei immungeschwichten oder operierten Patienten in die
Blutbahn gelangen kénnen und hier verschiedene Infektionen oder Blutvergiftungen auslosen 1821,
Aufgrund der entwickelten Resistenz ist eine Behandlung der Infizierten in der Folge schwierig bis
unmoglich. Daher existiert hier an Krankenh&dusern und medizinischen Einrichtungen der Bedarf
nach Moglichkeiten, Patienten, Oberflachen und Geréte auf resistente Organismen zu iiberpriifen.
Bei einem vorliegenden Positivbefund kann folglich entsprechend gehandelt bzw. gereinigt werden,

um so eine Verbreitung dieser Mikroorganismen zu unterbinden.

Diese Notwendigkeiten waren der Anlass fiir eine Reihe von Forschungs- und Entwicklungsarbeiten!44l.
Durch die Entwicklung im Bereich der Genanalytik kénnen tiber Abstrichverfahren und labordia-
gnostische Methoden pathogene Erreger zweifelsfrei nachgewiesen werden. Durch die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) ist es moglich, anhand von einigen wenigen Desoxiribonukleinsdure (DNA)-
oder Ribonukleinséure (RNA)molekiilen einen sehr sensitiven Pathogennachweis zu fiihren!*l. Da
diese Nachweismethode jedoch ein labordiagnostisches Verfahren ist, wird eine umfangreiche Infra-
struktur benétigt, um auf diese Methode zuriickgreifen zu kénnen. Die entnommenen Proben miissen
zuerst eingesammelt, eingeschickt, labortechnisch bearbeitet und abschliefsend mit Computertechnik
zu einem Befund ausgewertet werden. Diese Vorgehensweise nimmt mehrere Stunden in Anspruch

und ist daher fiir schnelle Massenscreenings z.B. an Flughéfen und Bahnhofen ungeeignet.

Im gleichen Mafe wie sich die molekulare Bioanalytik entwickelt hat, wurden aufgrund der teils
kostenintensiven Analysesubstanzen parallel eine Reihe von Fortschritten in den Mess- und Ar-
beitsmethoden erzielt. Die Entwicklung der Lab-On-Chip (LOC) Systeme erméglicht seitdem die

(16, Dariiber hinaus konnten die Kapillareigenschaften

Messung in Mikro- und Nanolitervolumina
von Papieren und anderen Fasernetzwerken genutzt werden, um kostengilinstige papierbasierte Ein-
wegschnelltestverfahren mit Hilfe von Druck- und Beschichtungsmethoden herzustellen®. Diese
Einwegtestsysteme sind jedoch aufgrund der eingeschrinkten Kontrollierbarkeit von Fliissigkeiten
nur fiir die Untersuchung von einzelnen Substanzen einsetzbar. Zeitversetzte Vorgénge wie Zellauf-

schliisse oder aufeinander folgende Fliissigkeitszufuhr sind mit dieser Technik noch nicht moglich.

Gesamtziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, ein System oder eine Methodik zu entwickeln, um
spezifische Pathogennachweise mit Hilfe geeigneter chemischer Reaktionen durchzufiihren und derart
zu verstirken, dass das Vorhandensein von wenigen Erregern zweifelsfrei erkannt werden kann. Ein
langfristiges Ziel der andauernden Forschungsarbeiten ist es, die Vorteile nichtlinearer chemischer
Reaktionen als Verstiarker im Rahmen von papierbasierten Schnelltestsystemen nutzbar zu machen.
Dabei soll das System alle notwendigen Substanzen vor Ort bereitstellen, den Messvorgang nach

dem Auslésen autonom durchfithren und dem Anwender das Resultat iiber ein einfaches optisches
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Signal anzeigen. Idealer Weise sind die Herstellungskosten minimal, um die Methode in Form eines

Einwegtestsystems bereitzustellen.

Im folgenden Kapitel 2 wird zuerst eine Ubersicht und Definition iiber die Verstirkung von chemi-
schen und biochemischen Signalen gegeben(2.1). Danach wird ein kurzer Exkurs iiber das Verhalten
von autokatalytischen Systemen durchgefiihrt und speziell das Reaktionsverhalten der in der Ar-
beit verwendeten autokatalytischen Arsenit-Jodat-Reaktion als Verstdrkungsreaktion vorgestellt.
Anschlieftend folgt in Unterkapitel 2.3 eine Einfithrung in die genutzten mikrofluidischen Systeme,
wobei ein besonderes Augenmerk auf die Mikrofluidik in Papierkanélen gerichtet wird, da diese eine
Reihe von niitzlichen physikalischen Eigenschaften fiir ein Schnelltestsystem mitbringen. In Kapitel
2.4 der Grundlagen werden die Eigenschaften von thermoresponsiven Hydrogelen vorgestellt, de-
ren Kollapsverhalten in den spéteren Schnelltest-Systemen die autonom steuerbaren Flussprozesse
erst moglich machen. Zum Abschluss des Kapitels Grundlagen wird in 2.5 der Modellorganismus
Escherichia coli vorgestellt, der sich als sehr gutes Modell fiir die spéteren pathogenen, bakteriellen

Organismen herausgestellt hat.

In Kapitel 3 wird die Herstellung der verwendeten Materialien und Durchfiihrung der angewen-
deten Methoden ausgefiihrt. Dabei gliedert sich der Aufbau dieses Kapitels im ersten Teil in die
chemischen (3.1), mikrofluidischen (3.2) und nummerischen (3.3) Methoden zur Untersuchung der
autokatalytischen Arsenit-Jodat-Reaktion. Danach folgt der Methodenteil fiir die Erstellung eines
papierbasierten, Hydrogel betriebenen Einwegschnelltestsystems. Im Teilkapitel 3.4 wird der Her-
stellungsprozess der Hydrogelkomponenten erlautert, gefolgt von der Erstellung des papierbasierten
Lab-On-Chip-Systems in 3.5 und anschliefiend der Zellkultivierung des Modellorganismus Fsche-
richia coli in 3.6. Abgeschlossen wird das Kapitel 3 durch die Erlduterung der mikroskopischen
Methoden dieser Arbeit in 3.7.

Das Ergebniskapitel 4 gliedert sich in drei Abschnitte. Im ersten Abschnitt 4.1 werden die Ergebnisse
der Messungen und der Simulationen von der autokatalytischen Arsenit-Jodat-Reaktion ausgefiihrt.
Es werden die unterschiedlichen Verhaltensweisen der Reaktionskinetik in Reaktionsgefafsen und im
Mikrokanal miteinander verglichen (4.1.1 und 4.1.2). Dann wird versucht die Unterschiede anhand
der einzelnen Umgebungseinfliisse zu klaren, indem Diffusionsversuche (Kapitel 4.1.3) und theore-
tische Simulationen (Kapitel 4.1.4) herangezogen werden. Das Kapitel 4.1 wird mit einer eigenen

Diskussion beendet.

Im zweiten Abschnitt 4.2 werden die Flusseigenschaften durch den Kapillareffekt von strukturier-
ten Mikrokanéle in Papier untersucht (4.2.1). Danach werden die unterschiedlichen Verhaltensweisen
der temperatursensitiven Hydrogele in Bezug auf den Fliissigkeitsverlust im Eppendorfgefafs (4.2.2)
und im Papierkanal (4.2.3) gezeigt. Zum Abschluss wird in Kapitel 4.2.4 und 4.2.5 untersucht, wie
Hydrogele als Fliissigkeitsspeicher gezielt Fliissigkeiten und als Wirkstoffspeicher gezielt Losungen
an das darunter liegende Substrat abgeben kénnen. Mit der Diskussion in Kapitel 4.2.6 wird der

zweite Abschnitt abgeschlossen.



Kapitel 1. Einleitung

Im dritten Abschnitt des Ergebniskapitels 4 werden die Erkenntnisse aus den Kapiteln 4.1 und
2.3.3 kombiniert und in 4.3.1 zu einem Hydrogel gesteuerten E. coli Schnelltest zusammengestellt.
Anschliefsend werden in Kapitel 4.3.2 weitere Moglichkeiten durch die Kombination eines Hydrogels
mit einem autokatalytischen Farbstoffsystem und in Kapitel 4.3.3 ein Hydrogel mit selektiven Bin-
dungseigenschaften fiir Mikroorganismen vorgestellt. Kapitel 4.3.4 schlieft den dritten Abschnitt
des Ergebniskapitels ab.

Am Ende der vorliegenden Arbeit wird in Kapitel 5 ein Gesamtrésumé iiber die Hauptergebnisse

gegeben, welcher einen Ausblick in zukiinftige Anwendungen und Entwicklungen erméglicht.



Kapitel 2.

Grundlagen

2.1. Verstarkung

Im Allgemeinen ist mit einer Verstirkung die Vergroferung eines Signals assoziiert. Man stellt
allerdings fest, dass eine genaue Definition von ,Verstarkung” in den unterschiedlichsten Arbeitsbe-
reichen verschiedenartig aufgefasst werden kann. So wird dieser Begriff in der Psychologie, in der
Biologie, im Verkehrswesen, der Telekommunikationstechnik und auch der Elektrotechnik verwen-
det. In der Verhaltenspsychologie wird der von einem Individuum als positiv wahrgenommener Reiz
als Verstérker bezeichnet, der aufgrund eines kontingenten Verhaltens erfolgt und der Menschen oder
Tiere veranlasst, die gleiche Verhaltensweise schneller oder vermehrt auszufiihrenl®!l. Im Verkehrs-
wesen wird eine zuséatzlich bereitgestellte Transportressource, die ein hoéheres Transportvolumen
ermoglicht als Verstéirker benannt!®l. Die Definition in der Biologie betrifft eine charakteristische
Basenabfolge in der DNA, aufgrund derer die Anlagerung eines Transkriptionsproteins fiir das Aus-
lesen der genetischen Information begiinstigt und das folgende Gen haufiger abgelesen wird!*l. Alle

drei Zuordnungen gehen auf den Sachverhalt ,Mehr als der Normalzustand“ zuriick.

Die Definition von einem Verstirker oder einer Verstdrkung beziiglich einem Eingangssignal und
einem resultierenden Ausgangssignal hingegen kommt aus der technischen Anwendung. Bei diesen
Verstarkern wird ein Eingangssignal in der Regel linear so verarbeitet, dass ein deutlich hoheres
Ausgangssignal abgegeben wird!6ll. D h. eine verdoppeltes Eingangssignal wird auch zu einer Ver-
dopplung des verstiarkten Ausgangssignal fithren. Das Verhéltnis aus Ausgangssignalstirke (Sgys)

zum Eingangssignal (Se;y,) ergibt die Verstarkung (V):

(2.1)

Die Verstarkung in Gleichung (2.1) ist dabei ein Wert ohne Einheiten, was bedingt, dass Eingangs-

und Ausgangssignal gleiche Dimensionen haben miissen.

In der vorliegenden Arbeit geht es um die Verstarkung von Pathogenbindungsereignissen mit Hilfe
nichtlinearer Reaktionen. Als Verstédrkung werden hierbei mechanische, chemische und biologische
Prozesse aufgefasst, die die Anfangskonzentration einer Substanz oder eines Mikroorganismus in
Form einer sichtbaren Farbstoffkonzentration wiedergeben. Der gebildete Farbstoff weist dabei am
Ende des Testverfahrens eine deutlich héhere Konzentration als die eingehende Substanzkonzentra-
tion auf. Das Eingangssignal wird hierbei jedoch nicht zwingend linear verarbeitet, sondern wird mit
einem Ausgangssignal deutlich iiber dem Schwellwert der optischen Wahrnehmung fiir sehr geringe

Pathogenkonzentrationen ohne weitere technische Hilfsmittel angezeigt. D.h. das Ergebnis ist ein
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qualitativer Ja/Nein-Test, in dem das Ausgangssignal die Eingangskonzentration nicht quantitativ
abbildet, sondern das Eingangssignal oberhalb eines Schwellwertes immer mit einer gleichbleibenden

Farbstoffkonzentration angezeigt wird.

2.2. Autokatalytische Reaktionen

2.2.1. Zeitliche Dynamik

Autokatalytische Reaktionen zeichnen sich dadurch aus, dass mindestens eines der in der Gesamtre-
aktion entstehenden Produkte die Umsatzrate der Reaktion erhoht und somit direkt einen positiven
Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit nimmt. Besitzt ein chemisches System mindestens zwei
stabile oder stationére Zustédnde und mindestens ein Reaktionsschritt beinhaltet eine positive Riick-
kopplung z.B. in Form der eben genannten Autokatalyse und befindet sich dieses System zudem
auferhalb seines thermodynamischen Gleichgewichtszustandes, so konnen Phénomene wie z.B. Os-
zillationen oder deterministisches Chaos auftreten!3l. Die Belousov-Zhabotinsky (BZ) Reaktion[!0!]

ist wohl der bekannteste Vertreter einer oszillierenden Reaktion.

Wenn der katalytisch wirkende Effekt eine stete Zunahme der Eduktkonzentrationen bewirkt, so
fiihrt dieses zu einer anhaltenden Beschleunigung der Reaktiongeschwindigkeit. Je nach Geschwin-
digkeitszunahme zu Beginn der Reaktion lassen sich folgende Grundformen der Autokatalyse un-

terscheiden [84:

Quadratische Autokatalyse: A+ B—2B rq = kqab (2.2)

Kubische Autokatalyse: A+2B — 3B re = keab® (2.3)

rq und 7. reprasentieren die Umsatzraten, die sich aus dem Massenwirkungsgesetz mit den Kon-
zentrationen a und b der Stoffe A und B in mol/l ergeben. k, und k. stellen die zugehérigen Ge-
schwindigkeitskonstanten dar. Der zeitliche Konzentrationsverlauf ldsst sich aus den Gleichungen
(2.2) und (2.3) als

0b 0b
% = +kqab bzw.

5= +keab? (2.4)

darstellen, mit einem stéchiometrischen Koeffizienten von +1. Autokatalytische Systeme lassen sich
entweder mit einer der genannten Gleichungen modellieren oder auch mit einer gewichteten Kom-

bination aus beiden Gleichungen®¥. Das im Folgenden vorgestellte autokatalytische System der
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Arsenit-Jodat-Reaktion ist ein Vertreter, der sich mit solch einer gewichteten Kombination be-

schreiben lasst .

2.2.2. Raumzeitliche Dynamik

Reaktions-Diffusions-Systeme (RD-Systeme) beschreiben als mathematisches Modell lokale Wech-
selwirkungen, bei denen zusétzlich eine Diffusion auftritt. In einem unbewegten, nicht durchmischten
homogenen System lésst sich der Konzentrationsverlauf einer Reaktion mit folgender Differential-

gleichung darstellen:

dic = DV2c + R(c) (2.5)

Hierbei stellt ¢ = c(r,t) die Konzentrationen der Substanzen, D die Diagonalmatrix der stoffs-
pezifischen Diffusionskonstanten und R(c) die lokale Reaktionskinetik dar. Durch die Kopplung
beispielsweise einer oszillierenden chemischen Reaktion mit einem Diffusionsvorgang kénnen cha-
rakteristische Muster durch fortlaufende Fronten in Form von Wellen oder Spiralen entstehen. Ab-
bildung 2.1a) zeigt ein solches Muster fiir die bereits erwdhnte BZ-Reaktion in einer Petrischale. Im
Gegensatz zu oszillierenden Reaktionen wiirde sich in einem nur einmalig anregbaren Medium folg-
lich jeweils eine Reaktionsfront vom Initiationsursprung im Medium ausbreiten, wie in Abbildung
2.1b) dargestellt.

Abb. 2.1.: a) Darstellung der BZ-Reaktion in einer Petrischale (nach Yamaguchi et al. 1991)'%°1 b) Farb-
bandendarstellung der Jodat-Arsenit-Reaktion in der Petrischale. Im Gegensatz zur BZ-Reaktion findet der

Farbumschlag hier nur einmal statt (nach Hanna et al. 1982143]).
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2.2.3. Arsenit-Jodat Reaktion (Clock)

Ein Vertreter der autokatalytischen Reaktionen, der in dieser Arbeit behandelt wird, ist die Arsenit-
Jodat Reaktion. Ihre Charakteristik besteht darin, dass wihrend des Reaktionsverlaufes erst nach
einem, von den Anfangsbedingungen abhingigen, Zeitintervall ein Farbumschlag von farblos auf
schwarz bzw. von farblos auf rot stattfindet. Die resultierende Farbe héngt hierbei von der Wahl
des Indikators ab. Wird Stérke als Indikator gewahlt, so erhélt man eine dunkelblaue bis schwarze
Férbung, wird hingegen Polyvinylalkohol (PVA) gewéhlt, so zeigt sich eine rote Farbung. Aufgrund

des Zeitintervalls wird diese Reaktion auch die ,Joduhr” oder ,Clock-Reaktion “ genannt.

Die aus mindestens sieben Teilschritten bestehende Reaktion lésst sich nach Papsin et al. (1981)

mit den folgenden zwei Gesamtreaktionsschritten beschreiben [72:

51" + 105 + 6H" — 31, + 3H,0 (2.6)

12 + H3A803 + H20 — 21" + H3ASO4 + 2I‘I+ (27)

Der Reaktionsprozess (2.6) wird Dushman-Reaktion, der Prozess in (2.7) hingegen Roebuck-Reaktion
genannt. Die Umsatzrate der Dushman-Reaktion wurde experimentell bestimmt und kann wie folgt

dargestellt werden [261:

rpush = (k1 +ko[I7]) - [I7] - [1O5] - [H]? (2.8)

mit den Reaktionskonstanten k; = 4.5 - 103M 3s™1 und ko = 1.0 - 103M ~*s~1. Das Reaktions-
produkt Jod der Dushman-Reaktion wird in der deutlich schneller ablaufenden Roebuck-Reaktion
konsumiert und schlieflich zu Jodid umgesetzt. Die Umsatzrate dieser Reaktion ldsst sich nach

Stephen K. Scott ¥4 empirisch ausdriicken als:

[IQ] . [HgASOg]

T'Roeb = k3 - U_] ] [H+] (29)

mit der Geschwindigkeitskonstanten k3 = 3.2 - 1072M s~ !. Der autokatalytische Schritt wird offen-

sichtlich, wenn man (2.6) und (2.7) zu folgender Gesamtreaktion zusammenfasst[34:

105 + 51 + 3H3As03 — 61~ + 3H3AsOy (2.10)

10
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Es ist erkennbar, dass 5 Mol Jodid-Tonen in die Reaktion eingehen, und 6 Mol Jodid-Ionen aus der
Reaktion hervorgehen. D.h. je Reaktionsschritt entsteht ein Mol Jodid. Die Reaktionsgeschwindig-

keit wird aufgrund der langsamer ablaufenden Dushman-Reaktion von dieser bestimmt/33l.

In der Regel wird die Arsenit-Jodat-Reakton iiber die Gleichungen (2.6) und (2.7) dargestellt. Wie
bereits beschrieben liegen diesen beiden Reaktionen eine Mehrzahl an Reaktionsschritten zugrunde.
Fiir eine Simulation ist es daher sinnvoll anstelle der zusammengefassten Reaktionsgleichungen die
Einzelreaktionsschitte zu verwenden, um den Einfluss der einzelnen Umsatzraten genauer in der
Berechnung zu beriicksichtigen. Fiir eine genauere Betrachtung wurden daher die im Folgenden
nach Papsin et al. 198172 aufgefiihrten Reaktionsschritte fiir die Simulationen in dieser Arbeit

verwendet:

105 + 1~ +2H" = L,05 + H20 (2.11)
1505 + HyO = HIO + HIO (2.12)
I,Oy + 1™ 4+ HyO — 2HIO + 10~ (2.13)
IO”+H"=HIO (2.14)

HIO;+ 1 +H' =2HIO (2.15)
I"+HIO+ H" = I + HyO (2.16)
H3As03 + HIO — HyAsOf + 1~ +2H™ (2.17)

Fiir den Reaktionsablauf ist das Konzentrationsverhéltnis R von Arseniger Sdure zur Jodat-Lésung

von entscheidender Bedeutung:
. C[HgASOg]

0] (2.18)

Es lassen sich nach Forstova et al.(2000) 133 anhand dieses Konzentrationsverhiltnisses drei Regime

unterscheiden:

i) R > 3 Die Konzentration der Arsenigen Saure liegt im Uberschuss vor. Dann wird das Reak-

tionsprodukt folgendermafien beschrieben:

3H3AsO3 + IO; — 3H3AsO4 + 1™ (2.19)

Die Jodid-Ionen bleiben hier als finales Reaktionsprodukt erhalten, daher liegt die Losung am

Ende farblos vor.

ii) % < R < 3 Die Anfangskonzentrationen von Jodat und Arseniger Séure wurden vollstindig

aufgebraucht und Jodid sowie Jod liegen als Endprodukt in der Lésung vor.

11
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iii) R< % Die Jodatkonzentration liegt im stochiometrischen Uberschuss gegeniiber der Arsenigen

Séure vor. Somit lasst sich die Reaktion wie folgt darstellen:

5H3As03 + 2103 + 2H" — 5H3As04 + I + H2O (2.20)

Zum Ende der Reaktion liegt Jod und Jodat vor und die Losung zeigt sich durch das einge-
lagerte Jod je nach gewdhltem Indikator in der entsprechenden Farbe schwarz (Stérke) oder
rot (PVA).

Die folgende Abbildung 2.2 zeigt die Raum-Zeit-Muster zu den drei Regimen in der Petrischale:

A J°\ Ao

Abb. 2.2.: Darstellung des Raum-Zeit-Musters der Clock-Reaktion der Regime i) bis iii) in der Petrischale.
Es ist jeweils die Position der Reaktionsbande oder -front von der Bildmitte nach auken verlaufend (x) zum
jeweiligen Zeitpunkt (t) dargestellt. (nach Forstova et al. 2000 133]).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Reaktion in der Ausgangssituation iii) mit R < % verwendet.
D.h. am Ende der Reaktion ist die Arsenitkonzentration vollstdndig aufgebraucht und es liegt ein
deutlicher Farbumschlag vor. D.h. das Raum-Zeit-Muster in einem unbewegten, nicht durchmisch-
ten, homogenen Medium &ufsert sich in Form einer Farbumschlagsfront die sich in einem farblosen

Medium ausbreitet, bis die gesamte Losung schwarz, bzw. rot gefarbt vorliegt.

2.3. Mikrofluidische Systeme

In den letzten drei Jahrzehnten hat sich die Mikrofluidik als neuer Teilbereich der Mikrosystemtech-
nik etabliert!. Der Anwendungsbereich dieser Disziplin reicht von der Herstellung chemischer!??!
und biochemischer Substanzen in grofsindustriellem Mafsstab mit dem Ziel einer maximal hohen
Ausbeutel®! 32 {iber labortechnische Analysemethoden!®®! bis hin zur Vor-Ort-Diagnostik im Life-

science Bereich!®3! 171 Im Bereich der Mikrofluidik wird definitionsgeméf mit Kanalstrukturen ge-

12
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arbeitet, die einen Durchmesser von wenigen Mikrometern und Léngen bis zu einigen Zentimetern
haben!%4. Die bendtigten Volumenmengen in diesen Kanaldimensionen entsprechen wenigen Nano-
litern und konnen bei der Verwendung von 2-Phasensystemen (Droplet-Chips) sogar bis auf Piko-
litervolumina verringert werden!®® #2I. Durch diese Miniaturisierung der Reaktionsumgebung sind
andere charakteristische Eigenschaften in Bezug auf die Flussbedingungen zu beriicksichtigen, als
es bei einem Reaktionsgeféaf mit Volumengrofen von Litern oder Millilitern der Fall wére. In der
Regel liegt in den Mikrokanélen ein laminares Flussverhalten vor. D.h. es findet ohne zusétzliche
Hilfsmittel kein turbulentes oder chaotisches Mischen statt!®*l. Durch Hindernisstrukturen im Mi-
krokanal und einer variablen Volumendurchsatzrate von mehreren pl/min konnte gezeigt werden,
dass sich das laminare Flussregime storen!®7l 14sst.

Mit Hilfe der dimensionslosen Reynoldszahl (Re) ldsst sich abschétzen, wann das laminare Flussver-
halten instabil wird und ein Turbulenzverhalten in der betrachteten Kanalstruktur auftreten kann.
Sie ist als Verhéltnis aus dem Produkt von Flussgeschwindigkeit (v), Dichte des Fluids (p) und einer

charakteristischen Léngenskala (1) zur dynamischen Viskositét(n) definiert!7:

(2.21)

2.3.1. Laminarer Fluss in einem Mikrokanal

In den Experimenten dieser Arbeit wird ausschliefslich ein rechteckiges Kanaldesign verwendet. Fiir
die Bestimmung der Reynoldszahl in diesem Kanaltyp wird anstelle der charakteristischen Langens-
kala [ der hydraulische Durchmesser D;, verwendet!™!l. Der hydraulische Durchmesser errechnet sich

dabei als die vierfache Querschnittsfliche des Kanals (A¢ross) durch den Benetzungsperimeter (I4),

der sich aus der Summe der benetzten Seitenlingen des Kanalquerschnitts ergibt!/™:
4-A !
Dy, = T p =Yl (2.22)
P i=1

Dadurch ergibt sich aus Gleichung 2.21 fiir die Reynoldszahl eines rechteckigen Mikrokanals folgen-
der Ausdruck:

v-p- Dy
—

Re = (2.23)

In vorangegangenen Arbeiten wurde fiir Mikrokanéle mit rechteckigem Querschnitt ein laminares
Flussverhalten fiir wéssrige Losungen fiir Reynoldszahlen von weniger als 200-700 bestimmt!7!.
Bei spezieller Geometrieveranderung des Mikrokanals im Zufiihrungsbereich der Losung lassen sich

[0l

diese Werte auch bis Re = 50 weiter verringern Bei Reynoldszahlen weit darunter ist davon

auszugehen, dass immer ein laminares Flussverhalten vorliegt. In der vorliegenden Arbeit liegt die

13
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Reynoldszahl bei den verwendeten Flussgeschwindigkeiten zwischen 0,2 und 0,02. Daher wird hier

immer ein laminares Flussverhalten vorausgesetzt.

Das Geschwindigkeitsprofil in einem rechteckigen Mikrokanal wird durch das Seitenverhéltnis (e)
des Kanalquerschnitts bestimmt. Die Form des Geschwindigkeitsfeldes fiir unterschiedliche Kanal-
verhéltnisse ist in Abbildung 2.3 nach Brody et al. (1996)1) dargestellt.

Vnorm.

lll'r'lllllllllllllllrl

e=0.1

B Kanalhohe

= — 2.24
¢ Kanalbreite ( )

%: normierte Kanalbreite

Y] A e B T T Vnorm: Normierte Flussgeschwindigkeit
-0.4 =02 0.0 02 0.4

x/L

Abb. 2.3.: Darstellung des Geschwindigkeitsprofils in Flussrichtung entlang der Kanalbreite x. Die Ge-
schwindigkeitswerte wurden normalisiert. € gibt das Seitenverhéltnis des Kanalquerschnitts an (entnommen
aus Brody et al. 1996/°1).

200

150

100

50

X in pm 150 vin uglfs

Abb. 2.4.: Simuliertes Geschwindigkeitsprofil in einem Mikrokanal mit einer Kanalbreite von 650pm und

einer Kanalhche von 691m. Dieses entspricht einem € von 0,1.

Mit abnehmender Kanalhéhe flacht das Geschwindigkeitsprofil in der Kanalmitte ab, wie in Ab-
bildung 2.4 dargestellt. Im gleichen Mafe nimmt die Steigung des Geschwindigkeitsgefalles zur
Kanalwand zu, da direkt an der Kanalwand bei einer sogenannten ,No-Slip-Boundary* die Fluss-

geschwindigkeit Null wird. Aufgrund dessen treten die Scherstrémungen, hervorgerufen durch die

14
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verschiedenen Strémungsgeschwindigkeiten in den einzelnen Fluidschichten, mit abnehmender Ka-
nalhche bzw. zunehmender Kanalbreite dicht am Kanalrand auf. Die Folge ist ein abgeflachtes
Stomungsprofil iiber die Kanalbreite und ein parabelférmiges Stromungsprofil iiber die Kanalhéhe
wie in Abbildung 2.4 dargestellt. Ein parabelférmiges Strémungsprofil erhéht die effektive Diffusivi-
tat, wodurch der Ausgleich eines Konzentrationsgradienten erleichtert wird. Dieser Prozess wird als
Taylor-Dispersion bezeichnet!*¥l. In der vorliegenden Arbeit wird daher vorausgesetzt, dass der Kon-
zentrationsausgleich iiber die Kanalhche unverziiglich erfolgt und daher der Konzentrationsverlauf

iber die Kanalbreite in einem 2D-Feld simuliert werden kann.

2.3.2. Reaktions-Diffusions-Advektions-System

In der vorliegenden Arbeit wird das Verhalten von autokatalytischen Reaktionen in mikrofluidischen
Kanilen unter Stromungsbedingungen untersucht. Das Konzentrationsverhalten von Substanzen in
einem solchen Reaktions-Diffusions-Advektions-Prozess (RDA-Prozess) kann ausgehend von Glei-
chung (2.5) in Kapitel 2.2.2 zur folgenden Reaktions-Diffusions-Advektions (RDA) Gleichung er-

weitert werden:

dic = 7- Ve + DV3c + R(c) (2.25)

Mikrofluidische Systeme zeichnen sich dadurch aus, dass aufgrund von sehr kleinen Reynoldszahlen
eine Durchmischung von Substanzen nur iiber diffusiven Transport zwischen den Schichten der la-
minaren Stromung stattfindet (vgl. Kapitel 2.3). Im kontinuierlichen Fluss wird im Mikrokanal der
Einfluss der Diffusion mit der Advektion beziiglich der Stoffverteilung konkurrieren. Um eine Ab-
schitzung vorzunehmen welcher der beiden Vorgange den groferen Einfluss in den durchgefiihrten
Experimenten ausiibt, kann die Péclet-Zahl herangezogen werdenl®l. Sie ist wie die Reynoldszahl
dimensionslos und stellt das Verhéltnis von advektiver zur diffusiven Transportrate dar. Sie wird ge-

bildet aus der charakteristischen Léange [, der Flussgeschwindikeit v und dem Diffusionskoeffizienten
D:

Pe — lfl) N Advektion

2 2.2
D Diffusion (2.26)

Aus Gleichung (2.26) ist zu erwarten, dass fiir Pe < 1 die Diffusion und fiir Pe > 1 die Advektion

iiberwiegen wird.

15
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2.3.3. Paperfluidik

Die Fortschritte durch mikrofluidische Anwendungen erméglichen eine Analytik bei sehr begrenztem
Fliissigkeitsvolumen. Dieses fiihrte zu einer deutlichen Kostenreduzierung bei den einzusetzenden
Chemikalien gerade bei aufwendig hergestellten oder isolierten Biomolekiilen. Im Bereich der Vor-
Ort-Diagnostik, in der Schnelltestsysteme als Einweganwendungen in hoher Stiickzahl eingesetzt
werden, wurde der erreichte Kostenvorteil leider durch den hohen Einsatz an Materialkosten fiir das
Gehéuse und Peripheriegeréten (z.B. Pumpen, Mikroschlauche, Ventile, etc.) wieder aufgezehrt. Aus
diesem Grund stellte sich die Frage nach Alternativen, die eine giinstige Mengenproduktion ermog-

lichen koénnten. Dieses fiihrte zur Verwendung von saugfahigen Papiersubstraten, da diese sich als

kostengiinstiges und auf vielfiltige Weise gut zu strukturierendes Material herausstellten!® [58],
1) 2)
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Abb. 2.5.: Strukturierungsmoglichkeiten von Papiersubstraten mit Hilfe von fotoaktivem Lack (photoresist)
durch Belichten und Entwicklung (1B-C) oder thermisch mit Wachs (1D-E). Innerhalb der Kanalstrukturen
lassen sich unterschiedliche Chemikalien vorlagern, die z.B. durch Farbreaktionen Substanzen nachweisen
kénnen (2A-F)(aus Martinez et al. 2010 57,
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Des Weiteren stellt Papier durch seine substrateigenen Kapillarkrifte eine Fliissigkeit fordernde
Funktion zur Verfligung, so dass in der Folge das notwendige technische Equipment fiir eine Testan-
wendung minimiert werden kann®®l. Abbildung 2.5 zeigt schematisch die Strukturierungstechniken
mit fotoaktivem Lack und mit Wachs, die von Martinez et al. 2010571 bereits durchgefiihrt wur-
den. Die strukturierten Bereiche lassen sich anschliefsend als getrennte Reaktionsrdume nutzen,
wie in Abbildung 2.5-2 dargestellt ist. Mehrere Papierlagen lassen sich zu einer 3D-Fluidik kom-
binieren. Hierbei bietet die Verwendung von Briicken mit verschiedenen Benetzungseigenschaften
zwischen den einzelnen Lagen ein weiteres Hilfmittel zur Kontrollierbarkeit von Fliissigkeiten auf
den Papiersubstraten®®. Die Integration von komplexeren, aufeinander folgenden Aufreinigungs-
oder Reaktionsschritten stellt die papierbasierten Testsysteme jedoch immer noch vor Herausfor-
derungen. In der vorliegenden Arbeit wird ein Konzept fiir die Flissigkeitskontrolle mit Hilfe von

Hydrogelen vorgestellt, das diese Herausforderung 16st.

2.4. Hydrogele

Hydrogele bestehen aus Polymerketten, die iiber Vernetzermolekiile zu einem Gesamtnetzwerk ko-
valent verbunden sind. Beinhalten die Monomermolekiile eine hydrophile Seitengruppe, bzw. sind
in den Polymerketten hydrophile Bindungsbestandteile vorhanden, wie das beispielsweise beim Po-
lyethylenglykol der Fall ist, so konnen Wassermolekiile iiber Wasserstoffbriicken mit dem Polymer-
geriist wechselwirken. Das hat zur Folge, dass sich Polymerpartikel im Submikrometermafsstab in
Wasser auflosen lassen. Werden die Polymerketten mit den Vernetzermolekiilen zu einem festen
Makrogel verbunden, so erhélt man eine zusammenhéngende Platte, die in ihren mechanischen Ei-
genschaften sehr weichem Gummi entspricht, wie in Abbildung 2.6 dargestellt. Dieses Makrogel ist
in der Lage ein vielfaches seines Eigengewichtes an Wasser einzulagern. Daher werden Vertreter die-
ser Gruppe in Hygieneartikeln wie z.B. Kinderwindeln als sogenannte Superabsorber verwendet!0l.
In der Biologie werden Hydrogele aus Acrylamid oder Agarose gern fiir die Auftrennung von Bio-
molekiilen benutzt, da sie sich unkompliziert herstellen lassen und durch Variation der Mengen an
Polymer und Vernetzer die Durchlissigkeit fiir Molekiile eingestellt werden kannl®l. Aus diesem
Grund gehort die Gelelektrophorese mittlerweile zu den Standardprotokollen in den biologischen
Methoden!80l 811,

Durch die Verwendung von spezifischen Seitengruppen lassen sich die Quelleigenschaften in einem
Hydrogel variieren. So konnen durch eine Mischung aus Monomeren mit hydrophoben (wasserabwei-
senden) und hydrophilen (wasserliebenden) Seitengruppen thermoresponsive Gele hergestellt wer-
den. Hierbei wechselt das Polymergeriist in Abhéngigkeit der Temperatur seine Eigenschaft beziig-
lich der Wasserloslichkeit. Unterhalb einer Temperaturgrenze, die Lower-critical-solution-temperature
(LCST) genannt wird, liegt eine vollstandige Loslichkeit der Polymerkomponenten im Losungsmit-
tel vor. Als direkte Folge kann bei wasserloslichen Polymeren mehr Wasser in das Gel eingelagert
werden und das Gel nimmt durch einen Schwellvorgang an Grofe zu. Bei Uberschreiten der LCST

wird das eingelagerte Wasser verdrangt. Das Gel kollabiert in diesem Temperaturbereich!97).
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Abb. 2.6.: Acrylamid basiertes Hydrogel nach erfolgreicher Polymerisation, wie es in der vorliegenden Ar-
beit verwendet wurde. In Abbildung 2) ist ein Phasentibergang eines Hydrogels dargestellt, dass mit Biotin
funktionalisiert wurde. Durch Zugabe des Liganden Avidin wird der Phaseniibergang in einen anderen Tem-
peraturbereich verschoben (nach Buller et al.2001[11).

Durch das Einfiigen von Carboxyl-Gruppen in das Gelnetzwerk lassen sich ionisierbare Seitengrup-
pen in das Hydrogel integrieren. Als Folge kann das Schwellverhalten mit Hilfe des pH-Wertes

[76] Es konnte auch gezeigt werden, dass eine Integration von Seitengruppen,

kontrolliert werden
die ein Rezeptor-Liganden-Bindungsverhéltnis eingehen konnen, als molekulare Schalter fiir das
Schwellverhalten benutzt werden kénnen™|. Hierbei wird die Phaseniibergangstemperatur durch
eine Ligandenbindung verschoben, wie in Abbildung 2.6-2 dargestellt. Dieses bedeutet, dass das
Hydrogel in diesem Fall ohne den Liganden bereits bei etwa 38°C kollabieren wiirde, bei Anwesen-
heit des Liganden konzentrationsabhéngig jedoch erst bei 42°C oder 48°C kollabiert. Aufgrund des
Verdichtens (Kompaktieren) des Hydrogelgeriistes verdndern sich die optischen Eigenschaften des

Gels, so dass im dargestellten Fall die Lichtdurchlassigkeit abnimmt.

2.5. Escherichia coli als Modelorganismus fiir Pathogene

FEscherichia coli(E.coli) ist ein gramnegatives, stdbchenférmiges und peritrich begeifeltes Entero-
bakterium, dass im Darm von Warmbliitern vorkommt/2”l. Bei normalem Zellwachstum der Bakte-
rienkultur und intaktem Immunsystem des Wirtes liegt eine symbiotische Lebensweise vor, da F.
coli unter anderem Vitamin K und Biotin produziert und dem Wirt zur Verfiigung stellen kann!™!.
Bei immungeschwéchten Individuen und massenhafter Vermehrung von pathogenen Stdmmen des
Bakteriums, wie dem enterohemorrhagischen E. coli (EHEC) kann es durch die Bildung von To-
xinen und anderen Pathogenitétsfaktoren zu einer nachhaltigen Schadigung des Wirtsorganismus

kommen /21l
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E. coli besitzt zwel Arten von fadenformigen Strukturen an der Zelloberfliche, wie in der Ras-
terkraftmikroskopieaufnahme der Abbildung 2.7 zu sehen ist. Die langen iiber den Bildrand hin-
ausgehenden Strukturen werden Flagellen genannt. Diese sind iiber einen drehbaren, aus Proteinen
bestehenden Motorkomplex in der Zellwand verankert und dienen dem Zellkérper zur Fortbewegung.
Die deutlich kiirzeren, haardhnlichen Strukturen werden Pili oder Fimbrien genannt. Sie bestehen

ebenfalls aus Proteinen und erméoglichen es den Bakterien sich an Oberflichen zu heften!27.

Abb. 2.7.: Darstellung der Zelle des in der Arbeit verwendeten Modellorganismus Escherichia coli. Sichtbar
ist der Zellkorper, die Strukturen der Fimbrien (faserige Struktur um den Zellkorper) und die Flagellen (lange
Fasern iiber den Bildrand hinaus). Das Bild wurde mit Hilfe der Rasterkraftmikroskopie erstellt. (Aufnahme
von Ang Li, University of Singaporel®!)

E. coli ist aufgrund seiner Robustheit und der gegeniiber anderen Organismen anspruchslosen Kul-
tivierbarkeit auch in Laboren geringer Sicherheitsstufe (S I) bei Biochemikern, Genetikern und
Molekularbiologen als Forschungsobjekt sehr beliebt[™!. Aufgrund dieser grofen Anwendung sind
fiir diesen Organismus eine Reihe von genetischen Variationen und ein breites Spektrum z.B. an

Antikérpern verhéltnisméfig kostengiinstig erhaltlich.
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3.1. Autokatalytische Arsenit-Jodat Reaktion

Die Grundidee der vorliegenden Arbeit bestand darin, eine moglichst optimale Verstdarkung eines
Pathogenbindungsereignisses mit Hilfe einer autokatalytischen Reaktion zu erreichen. Als Vorausset-
zung mussten sich die Komponenten der Verstarkungsreaktion iiber einen langeren Zeitraum stabil
handhaben lassen, ohne vorher fehlerhaft auszulosen. Der zuverlédssigste Vertreter hierfiir war die
Arsenit-Jodat-Reaktion. Fiir die genauere Charakterisierung dieser Reaktion in Mikrolitergeféfien
und im Mikrokanalsystem wurden die Reaktionslosungen, wie im folgenden Kapitel beschrieben,

hergestellt.

3.1.1. Herstellung der chemischen Reaktionslésungen

Die verwendete Arsenit-Jodat-Clock-Reaktion wurde aus Kaliumjodat und arseniger Séure zusam-
mengestellt und mit einer Kaliumjodid-Losung als Reaktionsinitiator ausgelost. Kaliumjodat und
Kaliumjodid wurden hierfiir jeweils frisch in bidestilliertem Wasser gelost, wohingegen die arsenige

Saure aus Arsentrioxid (AsyO3) hergestellt wurde.

Fiir das Herstellen der arsenigen Sdure wurden 0,98g AsoO3 in 35ml bidestilliertem Wasser, das mit
2M Natronlauge auf pH 12,7 eingestellt war, gelost. Nachdem das Arsentrioxid vollstdndig aufge-
16st war, wurde die Losung mit Schwefelsdure HoSO4 auf pH 2 eingestellt und mit bidestilliertem
Wasser auf 50 Milliliter aufgefiillt. Aus dieser Grundlésung einer 0,2M arsenigen Sdure wurden
fiir alle Versuche iiber Verdiinnung mit NaOH, Citrat-Phosphat-Puffer und bidestilliertem Wasser
die entsprechenden gepufferten molaren Losungen hergestellt. Sofern es nicht explizit anders be-
schrieben wird, wurde standardisiert eine arsenige Saure-Konzentration von 0,046 mol/l verwendet.
Hierfiir wurden 12,2ml der 0,2M Arsenit-Stammlésung mit 0,1M NaOH auf den beabsichtigten pH-
Wert eingestellt, anschliefsend 12,5ml Citrat-Phosphat-Puffer mit gleichem pH-Wert hinzugegeben
und abschlieffend die fehlende Volumenmenge mit bidestilliertem Wasser und Indikatorlésung auf
50ml aufgefiillt. Es wurde auf die Verwendung von Salzsdure (HCI) bei diesen Arbeiten bewusst

verzichtet, um die Reaktion zu Arsenchlorid zu umgehen 37,

Fiir die gepufferten Losungen wurde ein Citrat-Phosphat-Puffer nach Mcllvaine [60] verwendet, mit
dessen Hilfe eine Pufferung im pH-Wert Bereich zwischen 2,6 und 7,8 moglich ist. Hierzu wurden je

zwei wassrige 1000ml Stammlésungen wie folgt angesetzt:

Losung A Dinatriumhydrogenphosphat  28,39¢/1000ml
Lésung B Citronensaure-Monohydrat  21,01g/1000ml
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Zum jeweils gewiinschten pH-Wert wurde zu der in folgender Tabelle angegebenen Menge der

Stammlésung B die Stammlésung A auf 100ml aufgefiillt:

pH| 0 1 2 3 4 5 6 ,7 .8 .9

; : . _ _ - 108 132 156 18,1
20,6 22,6 24,7 26,6 285 30,3 322 339 355 37.1
38,6 40,0 414 427 44,0 454 46,7 48,0 49,3 50,4
51,5 52,6 53,6 54,7 558 56,9 580 592 60,5 61,8
632 64,6 66,1 67,7 69,3 710 728 748 772 798
82,4 856 869 888 90,7 92,1 93,6 94,6 957

N O Ok N

Tab. 3.1.: Mischtabelle der Pufferstammlésungen A und B. In der Tabelle ist die Menge an Stammloésung B

angegeben, zu der Stammlésung A bis auf 100ml aufgefiillt wird, um den gewiinschten Puffer herzustellen.

Beispielsweise wurde fiir einen Citrat-Phosphat-Puffer mit pH 3,8 zu 35,5ml der Stammlésung B
64,5ml der Stammlésung A hinzu gegeben.

Fiir einen sichtbaren Farbumschlag der Clock-Reaktion war es notwendig einen Indikator hinzu zu-
geben. Aus diesem Grund wurden allen verwendeten Reaktionslosungen entweder gleiche Volumen-
anteile einer 1%tigen Stérkelosung oder einer 0,5%tigen Polyvinylalkohol (PVA)-Losung zugesetzt,
so dass in der Reaktionslosung 0,1 % Starke bzw. 0,05 % PVA enthalten waren. Je nach verwen-
detem Indikator zeigte sich der Farbumschlag im Experiment von farblos zu blau-schwarz (Stérke)
oder von farblos zu rot (PVA).

Die Kaliumjodat-Losung wurde jeweils frisch mit der Zielmolaritét in bidestilliertem Wasser und
Indikatorlosung angesetzt. Als Standardmolaritdt wurde eine 0,15M KIO3-Losung verwendet. Fiir
die Kaliumjodid-Losung wurde eine 1M Stammldsung angesetzt, die mit bidestilliertem Wasser und
Indikatorlosung jeweils auf die Zielmolaritdten verdiinnt wurden. Fiir die in Kapitel 4.1 dargestellten
Ergebnisse wurde als Standard ein Arsenige Sdure/Jodat-Konzentrationsverhéltnis von R = 0,3
gewéhlt (s. Kapitel 2.2.3), so dass am Ende der Reaktion ein sichtbarer Farbumschlag als Resultat

vorlag.

3.1.2. Durchfiihrung der Arsenit-Jodat-Reaktion auf der Mikrotiterplatte

Ein Bestandteil der vorliegenden Arbeit ist der Vergleich von Reaktionsverldufen der Arsenit-
Jodat-Clock-Reaktion auf 96Well-Mikrotiterplatten und in einem Mikrofluidikkanal. Der Vorteil
der Messungen auf der Mikrotiterplatte gegeniiber den bisher etablierten Methoden im Continuous
stirred-tank reactor (CSTR) oder im Becherglas ist die Moglichkeit des gleichzeitigen Auslosens
der autokatalytischen Farbstoffreaktion in bis zu 8 Gefiafien mit Hilfe einer Mehrfachpipette wie in

Abbildung 3.1a) dargestellt. Dariiber hinaus kann dieser Versuchsaufbau sehr einfach mit einem
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Laborschiittler kombiniert werden, wie in Abbildung 3.1b) gezeigt. Dadurch lassen sich auch auf

der Mikrotiterplatte unterschiedliche Mischzusténde herstellen.

[ -

Abb. 3.1.: a) Versuchsaufbau fiir die Zeitmessung der Arsenit-Jodat-Reaktion auf der Mikrotiterplatte. Es
wurden jeweils 8 Gefiifie simultan mit einer Mehrfachpipette ausgelost. b) Versuchsaufbau zur Zeitmessung
auf dem Laborschiittler, um verschiedene Mischungszustande zu erzeugen. Die Mikrotiterplatte wurde hierbei
in den Schiittelhalter eingesetzt.

Die benétigten Reagenzien wurden wie in Kapitel 3.1.1 beschrieben vor der Reaktionsdurchfithrung
einzeln angesetzt. Anschlieflend wurden jeweils 80 nl der arsenigen Sdure und der Kaliumjodat-
16sung pro Mikrotiterplattengefafs als Gesamtlosung vorgelegt. In dieser Art wurden bis zu acht
Wells in einer Spalte vorbereitet. 100nl der Kaliumjodid-Initiatorlésung wurden separat in ebenfalls
maximal acht Wells in einer Geféfsreihe prapariert. Mit Hilfe einer Eppendorf 8fach-Pipette fiir den
Volumenbereich 20-200pl wurden danach 80pl je Pipettenspitze aufgenommen und zu den vorberei-
teten Clock-Reaktionsgefafien hinzugegeben. Wéahrend der Starterzugabe wurde die sekundengenaue
Stoppuhr gestartet. Somit konnten bis zu acht Geféafe simultan ausgelost werden. Die bis zum Far-
bumschlag vergangene Zeit wurde anschliefend von der Stoppuhr abgelesen und in eine Tabelle
eingetragen. Hierbei hat sich die herstellerseitige Nummerierung der Mikrotiterplatte als sehr vor-
teilhaft erwiesen. Die 12 Spalten der jeweils 8 Geféfe sind von 1 bis 12 durchnummeriert und die
8 Zeilen der Platte sind mit den Buchstaben A bis H markiert. Bei Initiatorkonzentrationen mit
Farbumschlagszeiten von weniger als 10 Sekunden wurde die Zeitnotation mit Hilfe eines Diktier-
gerites aufgezeichnet, so dass eine sekundengenaue Zeitaufnahme je Mikrotiterplattengefafs (bspw.
Zeile 1 A-H = 2 Sekunden) moglich war. Die Farbumschliage erfolgten bei diesen Konzentrations-
verhéltnissen faszinierender Weise hierbei in den Geféfien simultan. Die Zeiten wurden anschliefend

abgehort und ebenfalls in eine Messtabelle iibertragen.
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3.2. Mikrofluidische Hilfsmittel

Die Versuchsreihen in Mikrokanélen wurden in Kanalstrukturen aus Polydimethylsiloxan (PDMS)
durchgefiihrt. Die verwendeten Strukturen der Kanéle wurden alle selbststéindig im PCB-Layout-
Editor im Computer-Aided Design (CAD)-Programm Diptrace (Novarm) erstellt und durch die
Firma JD-Phototools (Oldham-Lancs/England) hochauflésend bei einer Genauigkeit von 3pm auf
eine Polyesterfolie (AGFA) bedruckt. Die Mikrokanéle wurden ebenfalls eigenstédndig mit Hilfe eines
photolithografischen Prozesses nach Whitesides et al. 1201981 hergestellt. Die genaue Vorgehensweise
wird in den folgenden Kapiteln detailliert beschrieben. Es wurden einerseits Versuche in linearen

Mikrokanélen und andererseits in linearen Kanélen mit Hindernisstrukturen durchgefiihrt.

3.2.1. Herstellung der Waferstruktur fiir die Softlithografie

Die Herstellung der Kanalstrukturen erfolgte mit softlithografischen Methoden nach Whitesides

1.1251198]  Hierfiir wurde im ersten Schritt ein Masterwafer hergestellt, mit dessen Hilfe die

et a
Kanile liber ein Abgussverfahren in die verschiedenen Polymere eingebracht werden konnte. Bei
der Herstellung dieses Wafers ist eine staubfreie Umgebung unerlésslich, da sonst Fehlstrukturen
die Folge sind. Aus diesem Grund wurden alle Beschichtungs- und Bonding-Verfahren unter einer
Airflow-Filterbench (Modell Bioair Aura HZ 72) durchgefiihrt. Uber die beiden Parameter Rotati-
onsgeschwindigkeit und Lackviskositdt konnte mit Hilfe der Rotationsbeschichtung (Spin-Coating)
die Strukturhohe eingestellt werden. Der Wafer wurde, nach einer 30-miniitigen Temperaturbehand-
lung bei 200°C auf einer Heizplatte, bei Raumtemperatur mit einem SU-8 2050 Negativ-Fotolack der
Firma Microchem Corp. (SU-8 2050) in einem Spin-Coater (Model Laurell WS-400BX-6NPP /LITE)
40s bei 2000 Umdrehungen /Minute beschichtet, um eine Schichthche zwischen 65 und 70pm zu er-
halten. Im Anschluss an die Beschichtung wurde der Lack in zwei Heizphasen erst 5 Minuten bei 65°C
und anschlieffend 20 Minuten bei 95°C vorgetrocknet und 1-2 Sekunden belichtet. Die Belichtung
wurde durch eine Fotomaske in Folienform, die auf den vorgetrockneten Wafer gelegt wurde, durch-
gefiihrt. Die Maske war an den spéteren Strukturbereichen fiir die erforderliche Wellenlédnge von
365 Nanometern durchléssig. Der belichtete Teil des Fotolackes wurde durch die Energieabsorption
vernetzt und bildete am Ende die Struktur auf der Waferoberfliche ab. Nach dem Belichtungsvor-
gang wurde der Wafer auf einer Heizplatte mit Hilfe eines dreistufigen Temperaturprogrammes von
65°C iiber 75°C nach 85°C mit Temperaturschritten von 2,5°C/Minute durchgehértet und in gleichen
Temperaturschritten auf 65°C abgekiihlt. Zum Abschluss wurde der unbelichtete Teil des Fotolacks
in einem Entwicklerbad bei Raumtemperatur abgelost, so dass das gewiinschte Kanaldesign als
Struktur auf dem Wafer zuriickblieb. Fiir eine bessere Haltbarkeit des Masterwafers wurden nach
der Strukturerstellung sémtliche Losemittelreste durch ein einstiindiges Erhitzen bei 95°C entfernt.
Ein detailliertes Protokoll zur technischen Vorgehensweise findet sich im Anhang B dieser Arbeit.
Die detaillierten Dimensionen der Kanalgeometrie wurden nach dem Herstellungsprozess mit einem
Dektak-Oberflachenprofilometer bestimmt und sind in der Abbildung 3.2 schematisch dargestellt.

Der Masterwafer wurde anschliefend fiir die Polymerabgiisse verwendet.
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Abb. 3.2.: Schematische Darstellung des Mikrokanals mit den Kanalmafien. Alle drei Inletkanile hatten
die gleichen Dimensionen. Die drei Inletkanalbreiten ergaben zusammen die Messkanalbreite, so dass die

Flussgeschwindigkeit im Kanal konstant blieb.

3.2.2. Herstellung der PDMS basierten Mikrokanile

Fiir die Erstellung der PDMS basierten Mikrokanéle wurde die in Kapitel 3.2.1 beschriebene Mas-
terstruktur auf dem Siliziumwafer mit einem Elastomer-Harter-Gemisch abgegossen. Dafiir wurden
Hérter und Elastomer aus einem Sylgard 184-Polymerkit im Verhéltnis 1:10 gemischt, sehr gut ver-
rithrt, der Wafer in einer Kunststoffwégeschale iibergossen und anschliefsend in einem Exsikkator
die eingebrachte Luft entfernt. Zum Schluss wurde das Polymer in einem Thermo-Laborbackofen
bei 75°C fiir 3 Stunden ausgehirtet.

Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur und einer Ruhephase iiber Nacht, wurde der die Ziel-
struktur enthaltende PDMS-Block mit Hilfe eines Skalpells ausgeschnitten und abgelost. Alle er-
forderlichen Schlauchzuginge und Offnungen wurden vor dem Verschliehen des Kanals mit Hilfe
von Kaniilenstanzen an den vorgesehenen Inlet-Strukturen, wie in Abbildung 3.3 dargestellt, in den

PDMS-Block gestochen.

Um aus dem strukturierten Polymerblock nun einen funktionsfihigen Mikrofluidikchip herzustellen,
wurde die Kanalunterseite mit einem Quarzglas klebstofffrei verschlossen. Dazu wurde der ausge-
schnittene PDMS-Block zusammen mit dem Glas in einem Hattrick Plasmaofen fiir 3 Minuten in
einem Luftplasma aktiviert (Cleaning) und anschliefend zusammengehalten. Die durch das Cleaning
entstandenen radikalen Molekiilenden auf der Glas- und Polymeroberfliche reagierten zu kovalenten
Bindungen. Dadurch wurde das Kanalsystem ohne weitere chemikalische Hilfsmittel fest verschlos-
sen. Dieses beschriebene Verfahren wird auch Bonden genannt und garantierte eine absolut saubere
Kanaloberflache. Zudem sorgte es dafiir, dass die sonst hydrophobe Polymeroberflache fiir mehrere

Stunden, bzw. Tage hydrophile Eigenschaften aufwies.
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Abb. 3.3.: a) Darstellung des Stanzvorganges um eine Zufiihrung zu den Kanalinlets zu schaffen. b) Durch
einstecken von PTFE-Schlduchen in die ausgestanzten Kanalzugéinge wurde eine dichte Anschlussverbindung

zu den Mikroliterspritzen hergestellt.

Direkt im Anschluss an das Bonding wurde der Kanal, wie in Abbildung 3.3 b) dargestellt, mit
Schlauchen aus Polytetrafluorethylen (PTFE) verbunden, die direkt in die ausgestanzten Locher

gesteckt wurden und eine einfache dichte Verbindung herstellteistn.

3.3. Matlab-Simulation zur Arsenit-Jodat-Reaktion im Mikrokanal

Fiir die theoretische Untersuchung der autokatalytischen Reaktion im Mikrokanal wurde eine Finite-
Differenzen-Simulation (FDS) im Programm MATLAB (MathWorks) erstellt. Es wurde dabei ein
laminares Flusssystem vorausgesetzt. Dabei waren lokale Anderungen der Konzentration durch che-
mische Reaktionen und in Flussrichtung durch den Fliissigkeitsstrom zugelassen. Die zeitliche An-
derung der lokalen Konzentration lédsst sich in der bereits vorgestellten Differentialgleichung (2.25)

ausdriicken:

Jec
E =v-Vec+ DVQC + RArsenit—Jodat—Reaktion(C) (3-1)

Um in einem virtuellen Kanal die Konzentration an jedem Ort i des Kanals iterativ im Zeitverlauf
zu berechnen und somit zu jedem Zeitpunkt t, angeben zu kénnen, wird in jedem Rechenschritt
n zum derzeit existierenden Konzentrationswert ¢, die Konzentrationsidnderung hinzu addiert, so

dass sich die aktuelle Konzentration ¢y, ergibt. D.h. die zugehorige Rechenvorschrift lautet:

Cn+1 = Cp + [At . (77 -Ve+ DVQC + RArsenit-Jodat-Reaktion(c))] (32)
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Dariiber hinaus wurde die Kanalhthe als deutlich kleiner gegeniiber der Kanalbreite angenommen,
so dass die Konzentrationsverteilung iiber die Hohe z als fiir jeden Feldpunkt konstant angenom-
men wurde. Die im Folgenden genutzte FDS stellt daher eine 2D-Simulation dar. Zu Beginn der
Simulation wurden die Startkonzentrationen, die Reaktionskonstanten und die Diffusionskonstan-
ten definiert. Die Arsenit-Jodat-Clock-Reaktion verlduft nach Papsin et al.l"? wie in Kapitel 2.2.3
beschriebenen iiber eine Reihe von Zwischen- und Endprodukten. Aus diesem Grund konnte die Re-
aktionskinetik nur iiber eine iterative Losungsmethode angendhert werden. Zu diesem Zweck wurde
jedem Zwischen- und Endprodukt ein eigenes (80x100) Gitterpunkte umfassendes Feld zugeordnet.
Jeder Gitterpunkt stellt dabei ein (1x1)pm? groRes Kanalfeld dar, welchem je Iterationsschritt ein
fester Konzentrationswert der jeweiligen Substanz zugeordnet wurde, wie in Abbildung 3.4 bei-
spielhaft in 3D dargestellt. Nach Ende des Iterationsschrittes steht fiir den nachfolgenden Schritt
somit an jedem Kanalfeld ein aktueller Konzentrationswert fiir jedes Zwischen- und Endprodukt
fiir die Berechnung zur Verfiigung und wird am Ende des Iterationsschrittes vom aktuellen Wert

iiberschrieben.

Ty
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Abb. 3.4.: 3D-Darstellung eines Konzentrationsfeldes fiir Jod nach 9-107 Iterationen. Die Feldbreite betriigt
80 Gitterpunkte, die Feldldnge 100 Gitterpunkte. Fiir die Darstellung wurden die einzelnen Konzentrations-

werte auf der z-Achse in mol/l aufgetragen.

Bevor die Iteration fiir die Konzentrationsberechnung beginnen konnte, war es notwendig die in
Gleichung (3.2) eingehende Advektion in Form der Flussgeschwindigkeit festzulegen. Dafiir wurde
ein weiteres Gitterfeld von (80x100) als Geschwindigkeitsfeld definiert und iiber eine kurze Ite-
rationsvorschrift mit den statischen Geschwindigkeitswerten besetzt. In Abbildung 3.5 a) ist das

Geschwindigkeitsfeld und in 3.5 b) das zugehorige Stromungsprofil nach der Iteration dargestellt.
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a) b)
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Abb. 3.5.: a) Darstellung des Geschwindigkeitsfeldes nach erfolgter Iteration bei der Finite-Differenzen-
Simulation. Die Farbskala gibt die Flussgeschwindigkeit in pm/s innerhalb des Kanalfeldes an. Die Fluss-
richtung verlduft von links nach rechts. b) Darstellung der Flussgeschwindigkeit in pm/s {iber die Breite des

simulierten Kanalfeldes.

Fiir eine genauere Einsichtnahme ist der Quellcode des Programmes in Anhang C detailliert darge-
stellt. Nach jeweils einer Iterationsdauer von 0.001s wurden die Felddaten gespeichert, so dass auf

die Ergebnisse jedes gespeicherten Zeitschrittes nach der Simulation zugegriffen werden konnte.

3.4. Herstellung der Hydrogele

Die in dieser Arbeit verwendeten Hydrogele sind alle auf Acrylamidbasis hergestellte Gele, mit

Methylenbisacrylamid (MBA) als Vernetzer. Um die fertigen Gele mit einer Thermoresponsivitét
auszustatten ist es notwendig Seitengruppen in das Gel zu implementieren, die einen Einfluss auf
die Losungstemperatur (lower-critical-solution-temperature LCST) haben. In Abbildung 3.6 sind

die Strukturformeln der verwendeten Monomere dargestellt.

()
n M M
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Abb. 3.6.: Strukturformeln der Monomereinheiten von Acrylamid (a), N-Isopropylacrylamid (b) und dem
Vernetzermolekiil Methylenbisacrylamid (c)
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Bei der Betrachtung der Strukturformeln von Acrylamid (AcAm) und N-Isopropylacrylamid (NIPAM)
in Abbildung 3.6a) und b) wird deutlich, dass man die Zusammenstellung der Monomere mit ei-
ner Art Baukastensystem vergleichen kann, in der das Acrylamid die gleichbleibende , Kopfgruppe®
darstellt. An der Amid-Gruppe werden jeweils die entsprechenden Seitengruppen ausgetauscht (s.
Kapitel 3.4.2). Die Herstellung der folgenden Hydrogele erfolgte ausschieflich iiber radikalische
Polymerisation, wobei sich das Herstellungsprotokoll an den Ergebnissen von Walsh et al. 197 ori-

entierte.

3.4.1. NIPAM-Hydrogel

Fiir die Herstellung des NIPAM-Hydrogels wurde eine Grundlésung aus 28mmol NIPAM, 0,51mmol
MBA und 5,7 pmol Dextran 70 in 20 Millilitern entgastem und bidestilliertem Wasser hergestellt.
Die Grundlésung wurde im Kiihlschrank bei 6°C aufbewahrt. Das Verhiltnis von NIPAM zu Dextran
70 wurde nach Walsh et al. 197 8:1 gewihlt, da fiir das Gel hier das grofite Quellverhalten zu erwarten

war.

Je 2 Milliliter dieser Grundlésung wurden mit 24 Mikrolitern Tetramethylethylendiamin (TEMED)
als Katalysator und 100 Mikrolitern einer wassrigen 60mM Ammoniumperoxodisulfat (APS)-Losung
als Starter versetzt, gut geschiittelt und anschliefsend sofort in einen Gelsténder der Firma Biorad
eingefiillt. Innerhalb von 2 Stunden polymerisierte die Losung zu einem vollsténdigen, festen Gel.
Die erfolgreiche Polymerisation wurde zusétzlich durch eine Triibung der zuvor klaren Losung an-

gezeigt.

Nach der Polymerisation wurde das formstabile Gel aus der Form gelost und anschlieffend in bide-
stilliertes Wasser gelegt. Um das Dextran und eventuell unpolymerisierte Monomere zu entfernen,
wurde das Gel in Wasser auf 60°C erhitzt, sodass es vollstdndig kollabierte. Anschliefsend wurde
das kollabierte Gel in gereinigtem Wasser bei Raumtemperatur gelagert, bis es seine urspriingli-
che Grofe wiedererlangt hatte. Dieser Vorgang wurde insgesamt viermal wiederholt. Nach diesem
Reinigungsvorgang war das Gel einsatzbereit, wurde in bidestilliertem Wasser gelagert und konnte

weiterverwendet werden.

3.4.2. NIPAM-Acrylamid Hydrogel

Um das Kollapsverhalten des Hydrogels zu modifizieren, wurde anstelle eines reinen NIPAM-Hydrogels
ein Gemisch aus NIPAM und Acrylamid (AcAm) polymerisiert. Es wurde eine Grundlosung aus
26,5mmol NIPAM, 3mmol AcAm, 0,51mmol MBA und 5,7 pmol Dextran 70 in 20 Millilitern ent-
gastem und bidestilliertem Wasser hergestellt und bei 6°C im Kiihlschrank aufbewahrt.

Je 2 Milliliter dieser Grundlosung wurden mit 24 Mikrolitern Tetramethylethylendiamin (TEMED)
und 100 Mikrolitern einer wassrigen 60mM Ammoniumperoxodisulfat (APS)-Losung versetzt, gut

geschiittelt und anschlieffend sofort in einen Gelstdnder der Firma Biorad eingefiillt. Innerhalb von
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2 Stunden polymerisierte die Lésung zu einem vollsténdigen, festen Gel, wobei die Triibung weniger
stark ausfiel als bei der Herstellung des NIPAM-Hydrogels.

Nach der Polymersisierung wurde das ebenso formstabile Hydrogel aus der Form gelost und wie
in Kapitel 3.4.1 beschrieben von allen unpolymerisierten Chemikalien befreit. Das gereinigte Gel

wurde bis zum Einsatz in bidestilliertem Wasser gelagert.

3.4.3. NIPAM-Acylsdure Hydrogel

Fiir eine sich ausbreitende Farbfront von der auslosenden Stelle bot es sich an, dass Hydrogel
mit in die Verstdrkungsreaktion zu integrieren. Da jedoch durch die Arsenit-Jodat-Reaktion kei-
ne messhare Temperaturdnderung ausgelost wird, und somit die rein thermoresponsiven Hydrogele
keinen ausreichenden Stimulus erhalten, entwickelte sich die Idee ein pH-resposives Hydrogel mit
der Clock-Reaktion zu kombinieren. In mehreren Arbeiten wurde bereits erfolgreich gezeigt, dass
Acrylséure (AcAc) zu Hydrogelen polymerisieren und Stoffe durch pH-Wert-Anderung von diesen
Gelen freigesetzt werden konnen [36L50LI76LI991 Mit Hilfe dieser Informationen und dem in Kapi-
tel 3.4.2 etablierten Protokoll wurde fiir ein pH-responsives Hydrogel eine Copolymerisation von
N-Isopropylacrylamid (NIPAM) und Acrylsédure (AcAc) durchgefiihrt, wie in Abbildung 3.7 darge-
stellt.

Abb. 3.7.: Strukturformeldarstellung der Acrylsiure a) und des NIPAM-Acrylsdure Copolymers b).

Es wurden 320mg NIPAM, 22,64mg AcAc, 8mg MBA und 40mg Dextran in 4ml entgastem, bide-
stilliertem Wasser gelost. Diese Losung wurde mit 24pl TEMED und 100pl einer wéssrigen 60mM
APS-Losung versetzt, gut geschiittelt, in einen Gelstander (Biorad) gefiillt und bei Raumtempera-
tur fiir 2 Stunden auspolymerisiert. Danach wurde das Gel aus der gliasernen Gelform gelost und
in bidestilliertem Wasser auf 70°C erhitzt. Das warme Wasser wurde anschlieffend gegen raumtem-
periertes, bidestilliertes Wasser ausgetauscht. Dieser Vorgang wurde insgesamt dreimal wiederholt.

Das so gereinigte Gel wurde bis zum FEinsatz in bidestilliertem Wasser gelagert.
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3.4.4. Funktionalisieren eines Triethylenglycol-Hydrogels mit Antikdrpern

Im Gegensatz zu den vorher beschriebenen Hydrogelen war es fiir eine erfolgreiche Funktionali-
sierung mit Biomolekiilen erforderlich, einen Mindestabstand zwischen Hydrogelriickgrad und den
verwendeten Antikérpern herzustellen. Die Interaktionsstérke zwischen Ligand und Rezeptor wird
stark von raumlichen Einschrinkungen auf Substratoberflichen beeinflusst!*”l. Im Verbundprojekt
, Taschentuchlabor* wurde durch den Projektpartner Fraunhofer-IAP ein Hydrogel entwickelt, wel-
ches durch eine Copolymerisation mit einem Triethylenglycol-Carboxyl-Monomer (s. Abbildung 3.8)
eine funktionelle Carboxylgruppe an einer dreifachen Ethylenglycol-Molekiilkette als Distanzstiick
bereitstellt. Aus diesem Grund konnte fiir die Bindungsversuche zwischen dem Bakterienstamm
Escherichia coli und dem Antikorper funktionalisierten Hydrogel auf dieses Hydrogel zuriickgegrif-
fen werden. Die Idee und Anbindung fiir die Funktionalisierung des vorliegenden Hydrogels mit
Antikorpern ist in einer engen Zusammenarbeit zwischen Jean-Philippe Couturier vom Institut fiir
Chemie der Universitit Potsdam und dem Autor dieser Arbeit entstanden. Im Folgenden wird die

Herstellung und Funktionalisierung kurz dargestellt.

Das Verwendete Hydrogel wurde mit Hilfe einer Copolymerisation aus folgenden Monomergruppen
durchgefiihrt, deren Strukturformeln in Abbildung 3.8 dargestellt sind:

Oligo(ethyleneglycol)methylether-methacrylat (OEGMA)
2-(2-Methoxyethoxy)ethyl-methacrylat (MEO2MA)
Oligo(ethylenglycol)dimethylether-methacrylat (OEGDMA)

Triethylenglycol-Carboxytertbutyl-methylether-methacrylat (TriEG-COOtBu-MA)

[T

N

9  0<9-10
0
MEO,MA OEGDMA s, tBu
OEGMA 475 THEG-COOtBu-MA

Abb. 3.8.: Strukturformeln der verwendeten Monomere von MEO;MA, OEGMA, OEGDMA und
TriEG-COOtBu-MA.

Die Polymerisation erfolgte radikalisch in Ethanol durch UV-Initiierung. Nach der vollstédndigen Po-
lymerisation wurde die Tertbutyl-Schutzgruppe am TriEG-COOtBu-MA mit Hilfe von Trifluoressig-
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sdure (TFA) entfernt (s. Abbildung 3.9), so dass eine freie Carboxylgruppe am Hydrogel-Riickgrad

fiir die Antikorperfunktionalisierung zur Verfiigung stand.

Fiir eine detaillierte chemische Vorgehensweise und weitere ausfithrliche Beschreibungen der Ei-
genschaften dieses Hydrogels wird daher an dieser Stelle auf die Dissertation von Jean-Philippe
Couturier verwiesen, in der eine chemische Charakterisierung des Hydrogels nach der Funktionali-

sierung vorgenommen wurde (Universitdt Potsdam, voraussichtlich 2015).

Das so préaparierte Hydrogel wurde nun an der freien Carboxylgruppe in PBS bei pH 7,4 mit Hilfe der
Kopplungssubstanzen EDC und NHS am NH-Terminus des verwendeten Antikorpers gegen Esche-
richia coli funktionalisiert, wie in Abbildung 3.9 dargestellt. Die erfolgreiche Funktionalisierung
wird im Kapitel 4.3.3 untersucht. Der verwendete monoklonale Antikérper besitzt eine Erkennungs-
gruppe fiir den K99-Pili des Bakteriums FEscherichia coli (s. Abbildung 2.7) und wurde unter der
Kennziffer K99-11-201.3 von der Firma Abnova bezogen.

o o O O
? K(I) f\ ﬁ) EDC - NHS 0 )kg\o E
> 0 O g > >0 0 - "
2 89 910 Io B 2 89 ,]o-10 10 PBS, pH=T4 2 8o 910 10
E \?) NH,-Anti-body KCB
JAnti-Body
OJ‘D’tB“ DJ‘OH OJ\H

Abb. 3.9.: Reaktionsgleichung zur Herstellung des funktionalisierten Triglycol-Hydrogels. Nach Entschiitzen
der Carboxylgruppe im ersten Reaktionsschritt kann an dieser der NH-Terminus des Antikorpers iiber EDC-

NHS-Kopplung im zweiten Reaktionsschritt kovalent gebunden werden.

Nach der fertig gestellten Funktionalisierung wurde das Hydrogel bis zur Durchfithrung in PBS bei
pH 7,4 gelagert.
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3.5. Papierbasiertes Lab-On-Chip-System

Die Zielsetzung dieser Arbeit war die Verstdrkung von spezifischen Bindungsereignissen zwischen
pathogenen Strukturen und den Erkennungsdoméanen. Um diesem System ein ,Riickgrad “zur Ver-
figung zu stellen, auf welchem sich die einzelnen Komponenten anordnen und bedarfsgerecht mi-

krofluidisch steuern lassen, bot sich Papier als gut zu handhabender Werkstoff an.

3.5.1. Mikrokanalstrukturierung von Papiergeweben

Papier stellt sehr kostenglinstig sowohl ein durchaus haltbares Netzwerk mit Kapillareigenschaften
als Riickgrad zur Verfiigung als auch die Méglichkeit dieses mit Hilfe softlithografischer Methoden zu
strukturieren, wie schon in vorangegangenen Arbeiten gezeigt werden konnte 1?9 58], Basierend auf

diesen Arbeiten wurde Filterpapier (Munktell) mit einer Schopfdichte von 84 g/cmy strukturiert.

Dazu wurde vorbereitend ein Kanaldesign wie bereits in Kapitel 3.2 beschrieben erstellt, jedoch
hier im Layout-Editor der OpenSource-CAD-Software KiCAD (GNU-public-license/kicad-pcb.org).
Anschieffend wurde das Design durch die Firma JD-Phototools (Oldham-Lancs/England) hochauf-

16send als Belichtungsmaske auf Folie gedruckt.

Das Filterpapier wurde in SU8-2010 Fotolack (micro resist technology GmbH / Deutschland) ge-
trankt und anschliefslend héngend bei 95°C fiir 30 Minuten getrocknet. Danach wurden die Papiere
auf Raumtemperatur abgekiihlt, auf einem schwarzen Untergrund reversibel fixiert, mit der Belich-
tungsmaske abgedeckt und mit einem Quarzglas beschwert. So vorbereitet wurden die Lackpapiere
24 Sekunden mit einer Energiedichte von 200 J/cmg und einer Lichtwellenlidnge von 365nm belich-
tet. Anschliefend wurden die Papiere weitere 10 Minuten im Wéarmeschrank bei 95°C gelagert, so
dass der belichtete und lackbeschichtete Teil des Papieres Zeit hatte zu vernetzen. Nachdem die
Struktur nun deutlich auf dem Papier zu erkennen war, wurden die belichteten Papiere in einer
DEV-600mr Entwicklerlésung in einem Ultraschallbad (HBM Machines) fir 10 Minuten entwi-
ckelt, bis sich die nichtbelichtete Kanalstruktur weifs zeigte. Danach wurden die Papiere in einem
Aceton/2-Propanol/HoO dd-Gemisch der Volumenanteile 1:1:2 weitere 5 Minuten im Ultraschallbad
gereinigt um den Entwickler restlos zu entfernen. Zum Abschluss wurden die Papiere in bidestillier-
tem Wasser (H2O dd) fiir 5 Minuten im Ultraschallbad von den Losemitteln befreit, mit Pressluft
abgeblasen und im Trockenschrank bei 95°C getrocknet. Die so hergestellten Papierkanile konnten

nun weiterverarbeitet werden.
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3.5.2. Externe Freisetzung von Fliissigkeit in das papierbasierte LOC-System

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass sich thermoresponsive Hydrogele sehr gut mit struktu-
rierten Papiersubstraten zu Einweg-LLOCs kombinieren lassen. Diese Methode erméglicht es, Fliis-
sigkeiten auch in abgeschlossenen Kanalsystemen freizusetzen. Dabei wird das thermoresponsive
Hydrogel mit Hilfe eines von aufen durchgefithrten Temperaturstimulus durch das Geh&use hin-

durch zum Kollabieren gebracht, so dass die Fliissigkeit aus dem Hydrogel entweicht.

Fiir die beschriebenen Temperaturstimuli wurden in der vorliegenden Arbeit Peltierelemente ver-
wendet, da diese im Spannungsbereich von 0-12V betrieben werden kénnen und auferdem den
Vorteil aufweisen, dass sie durch Umpolung statt zum Heizen auch zum Kiihlen verwendet werden
kénnen. Zudem sind sie sehr platzsparend und lassen sich daher auch in grofere experimentelle
Aufbauten ohne Schwierigkeiten integrieren. Die verwendeten Peltierelemente wurden durch den
Elektronikversand Conrad Electronics bezogen und mit Hilfe einer Gleichspannungsquelle ( Wolff)
betrieben. Die Spannungen wurden dabei manuell in Abhéngigkeit der mit einem Thermowiderstand
(PT-1000 Conrad Electronics) direkt auf der Heizflache gemessenen Temperaturen eingestellt. Hier-
durch war es moglich die Hydrogele mit einer 1°C genauen Temperaturabstufung zu steuern. Die
Heizdauer war aufgrund der unterschiedlichen Papier-LOC-Aufbauten von den verwendeten Papier-
und Foliendicken abhéngig. Abbildung 3.10 zeigt den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Peltier-
Heiz-Aufbau. Durch eine integrierte Liiftereinheit konnten mit dieser Apparatur Temperaturen bis
90°C erreicht werden. Die Genauigkeit der Apparatur liegt bei +0,5°C.

Abb. 3.10.: Peltier-Heizaufbau fiir den temperaturinduzierten Hydrogelkollaps. a) Aufsicht auf den Heiztisch

mit der Heizzone zwischen den Befestigungsschrauben. Das Kabel an der linken Befestigungsschraube ist
die Zuleitung zum Thermosensor. b) Seitenansicht des selben Tisches. Sichtbar sind die zwei mittleren
Befestigungsschrauben und das unter dem Tisch installierte Peltierelement inklusive der Liiftereinheit um

Temperaturbereiche bis 90°C zu erreichen.
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3.6. Zellkultivierung von Escherichia coli

Fiir die Papierchip und Hydrogelversuche wurde der bakterielle Organismus FEscherichia coli als
Modellpathogen verwendet. Der Wildtyp-Organismus wurde aus einer Kryo-Kultur in einem LB-
Kulturmedium (Sigma Aldrich Deutschland) nach Bertanilfl als 25ml Schiittelkultur angesetzt und
bis in die stationdre Wachstumsphase kultiviert. Anschliefend wurde die Zellkultur iiber einen
Impfosenausstrich auf einer festen LB-Agarose-Nahrbodenplatte bei 30°C fiir 24 Stunden bebriitet.
Das Resultat waren Einzelkolonien, mit dessen Hilfe fiir die einzelnen Experimente 12 Stunden

Schiittelkulturen durch beimpfen von 25ml LB-Medium mit Hilfe einer Impfose angesetzt wurden.

Aus den 12 Stunden Schiittelkulturen wurden jeweils 10ul Zellsuspension entnommen und mit MB-
Puffer auf 1ml Gesamtvolumen aufgefiillt. Von dieser Losung wurden 501l zur Zellzahlbestimmung
mit Hilfe einer Neubauer-Thoma-Zahlkammer entnommen und der iibrige Teil der Losung wéhrend

der Zellzahlbestimmung bis zum Experiment im Kiihlschrank bei 6°C aufbewahrt.

Der verwendete MB-Puffer ist ein Phosphatpuffer, der sich aus folgenden Chemikalien zusammen-

setzt:

112g KQHPO4

48g KH2P04
0.29¢ EDTA
39.3¢g NaCl

Die oben angegebenen Chemikalienmengen wurden in einem Eichkolben in einem Liter bidestillier-
tem Wasser aufgenommen und der so hergestellte MB-Puffer wurde autoklaviert bis zur Verwendung
bei 6°C im Kiihlschrank gelagert.

3.7. Mikroskopische Methoden

Die mikroskopischen Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit wurden auf zwei inversen Mikro-
skoptypen durchgefiihrt. Hierbei handelt es sich einmal um ein IX71 der Firma Olympus und einem
Axio-Observer der Firma Zeiss. Die Durchfiihrungen an diesen Systemen wird im Folgenden fiir

jeden Mikroskoptyp einzeln beschrieben.

3.7.1. Olympus IX71

Die Bildaufnahmen der autokatalytischen Arsenit-Jodat-Reaktion und der Fluoreszenzaufnahmen
wurden mit Hilfe eines inversen Mikroskops IX71 (Olympus/ Gottingen) durchgefiithrt. Um ein mog-
lichst grofen Bildausschnitt zu erzielen, wurde ein Edmund DIN4 Objektiv (Vergroferung 0,10) fiir

die Mikroskopie verwendet. Uber einen Prismenwiirfel wurde das Mikrokanalbild der Arsenit-Jodat-
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Reaktion auf den Sensor einer ORCA-ER Schwarz/Weifs-Kamera (C4742-80/Hamamatsu) gespie-
gelt, wo es mit Hilfe der Xcellence-Pro-Software (Olympus) in den Fileformaten *.avi und *.jpg
aufgenommen wurde. Fiir die Fluoreszenzaufnahmen hingegen wurde eine F-View II (Olympus)
Kamera verwendet. Die Kanalaufnahmen ohne Fluoreszenzfarbstoff wurden im Hellfeld mit einer
Halogenlampe in der Durchlicht-Einstellung durchgefiihrt. Fiir die Fluoreszenzaufnahmen wurde
der Kanal durch das Objektiv beleuchtet. Dazu war iiber einen weiteren Seitenkanal eine Queck-
silberdampflampe angeschlossen, sodass das Licht {iber den schon beschriebenen Prismenwiirfel in
den Strahlengang eingebracht werden konnte. Im Strahlengang war zudem ein Fluoreszenzwiirfel
mit der Extinktionswellenldnge 488nm und einer Emmisionswellenléinge von 520nm angebracht. Da-
durch wurde der Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein (FITC) mit blauem Licht angeregt und im griinen
Lichtkanal betrachtet.

3.7.2. Messung im Mikrokanalsystem

Autokatalytische Reaktion im Mikrokanalsystem

Fiir die Untersuchung der autokatalytischen Reaktionen in einer Mikrostruktur wurde ein gerader
Mikrofluidikkanal aus PDMS verwendet. Abbildung 3.11 zeigt das Kanaldesign als Aufsicht und
den fertigen Mikrokanalchip.

a)

Abb. 3.11.: a) Maskenausschnitt vom Mikrokanaldesign des geraden Mikrofluidikkanals. Die kreisrunden
Strukturen stellen die Inlet- und Outletbereiche des Mikrochips dar, in die die PTFE-Schlauchverbindung
gestochen werden. b) Darstellung eines Mikrochips mit PTFE-Schlduchen.

Uber die drei kreisrunden Inletstrukturen wurde der PDMS-Mikrokanal mit PTFE-Schliuchen an
die 250pl-Mikroliterspritzen angeschlossen. Jede der drei Reaktionsfliissigkeiten - arsenige Saure,
Kaliumjodat und Kaliumjodid - waren mit jeweils einer eigenen Spritze und iiber einen eigenen
Inletkanal mit dem Mikrofluikkanal verbunden. Alle drei Kanéle endeten direkt im Messkanal und
wurden daher vorher nicht anderweitig miteinander gemischt. Die Fliissigkeitsabgabe aus den ein-
zelnen Spritzen wurde durch eine Harvard-Spritzenpumpe (PHD Ultra / Harvard Apparatus) ge-
steuert. Durch den in Abbildung 3.12 dargestellten Mehrfachhalter wurden die Spritzen bei einer

Verdnderung der Einstellung simultan bedient.

35



Kapitel 3. Material und Methoden

In der Spritzenpumpe konnte der Spritzendurchmesser bzgl. des verwendeten Spritzenvolumens
exakt eingestellt werden, so dass Fliissigkeitsvolumen von Nanolitern gesteuert werden konnten.
Ebenso wurde darauf geachtet, dass die Spritzen und der PDMS-Mikrokanal in einer Héhe angeord-
net waren, um einen gleichméfigen Fliissigkeitsfluss zu garantieren. Aufterdem fand die Messung in
einem horizontal zur Tischoberfliche verlaufenden Mikrokanal statt, so dass die Gravitation keinen

Einfluss auf die Flussrichtung hatte und daher in der Auswertung vernachlassigt werden konnte.

Waéhrend der Versuchsdurchfithrung wurden die Reaktionslésungen zu Beginn mit einer Volumen-
durchsatzrate von 3nl/Minute durch den Mikrokanal gepumpt. Die an der Mikropumpe eingestellte
Durchsatzrate entsprach dabei jeweils % der im Messkanal vorherrschenden Volumenmenge pro Zeit-
intervall, da die eingestellte Rate iiber den “Spritzenkamm,, auf drei Spritzen simultan ausgeiibt wur-
de. Die Bildaufnahmen des Mikrokanals wurden mit einer Hamamatsu-Kamera (C4742-80-12AG),
angeschlossen an ein Olympus IX71 Mikroskop (s. Kapitel 3.7) und mit einem Edmund Objektiv
(DIN4 0,10) durchgefiihrt. Die Kamera wurde dabei iiber die Xcellence-Pro-Software (Olympus) be-

dient und die Bildaufnahme im *.avi-Format gespeichert. Fiir die spatere Auswertung der Bilddaten

wurde der Bildbereich auf den Miindungsbereich der drei Inletkanéle in den Messkanal eingestellt.

i
I
OLYMPUS

Abb. 3.12.: Darstellung des experimentellen Aufbaus aus der Harvard Spritzenpumpe mit Kammaufsatz

(links vorn) und dem angeschlossenen Kanal auf dem Mikroskoptisch (rechts)

Nachdem die Farbbande am Messkanal-Outlet erkennbar war, wurde die Flussgeschwindigkeit solan-
ge reduziert, bis die Farbbande in den Bildbereich der Mikroskopkamera sichtbar wurde. Daraufhin

wurde die Bildaufnahme gestartet, von der Xcellence-Software nach 500MB-Datenvolumen selbst-
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standig beendet und abschliefiend gespeichtert. Die eingestellte Volumendurchsatzrate in pl/min

wurde notiert.

Im Anschluss an diese Versuchsdurchfithrung wurden die aufgenommenen Bilddateien im Programm
ImagelJ als Bildstapel importiert. Die Bilderfolge wurde bis zur stationdren Phase der Farbbande
abgefahren. Dieses Bild wurde als Messbild im Bildformat *.jpg gespeichert. Im Anschluss wurde
die Kanalbreite im gleichen Programm ImagelJ als Referenzwert bestimmt und aus der bekannten
Kanalbreite der oben beschriebenen Dektak-Messung das Pixel/Abstandsverhéltnis festgelegt. Der
Beginn des Messkanals wurde als Referenzlinie fiir die Abstandsmessung bestimmt (s. Abbildung
4.5 in Kapitel 4.1.2) und der Farbbandenabstand entlang der Kanalmittellinie bis zur Referenzlinie

gemessen und in Mikrometern gespeichert.

Anhand der bekannten Parameter Flussgeschwindigkeit im Kanal (notierte Flussgeschwindigkeit
multipliziert mit der Spritzenanzahl), Kanaldimension und gemessenen Bandenabstand wurde im
Anschluss in einer Datentabelle (*.xls) die zum Farbumschlag vergangene Zeit bestimmt und mit

den gemessenen Farbumschlagszeiten auf der Mikrotiterplatte verglichen (s. Kapitel 4.1.2).

Fluoreszenzaufnahmen im Mikrokanalsystem

Es wurden weiterhin Fluoreszenzexperimente mit verschiedenen Hindernisstrukturen im Mikrokanal
durchgefiihrt, um den Einfluss der Hindernisse auf das Mischungsverhalten im Kanal genauer zu

untersuchen.

Kanalstelle zur Erstellung
des Helligkeitsprofils

Abb. 3.13.: Mikrokanalaufnahme zum Mischungsverhalten von in Wasser gelostem Fluoreszenzfarbstoff
FITC (1mM). Die Farbstoffldsung wurde durch den mittleren Kanal in den Messkanal gepumpt. Durch
die Zuleitungskanéle oben und unten wurde jeweils bidestilliertes Wasser zugefiihrt. Die mit einem senkrech-
ten Strich markierte Stelle zeigt den Ort fiir die Erstellung des Helligkeitsprofils im Kanalquerschnitt. Die

Flussrichtung verlduft von links nach rechts.
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Fiir diese Versuche wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein (FITC) in der Konzentration
1mM in bidestilliertem Wasser gearbeitet. Der Fluoreszenzfarbstoff wurde mit Licht einer Wellen-
lange von A = 488nm angeregt und die Bildaufnahmen durch einen Bandpassemissionsfilter von
*.jpe
Format gespeichert. Die Bilder wurden nach der Aufnahme im Programm ImageJ aufgerufen und
an der in Abbildung 3.13 markierten Messkanalstelle (1=600pum) ein Helligkeitsprofil erstellt.

A = 520nm (+5nm) mit Hilfe der Xcellence-Pro-Software (Olympus) aufgenommen und im

3.7.3. Zeiss Axio Observer

Fiir die Mikroskopaufnahmen mit dem Modellorganismus Escherichia coli wurde ein Axio-Observer
der Firma Zeiss (Jena) mit einem Kamerasystem des Laser-Scanning-Mikroscope (LSM) 780 Sys-
tems verwendet. Alle Aufnahmen wurden im Hellfeld mit einer HAL 100 Halogenlampe im Durch-
lichtkanal durchgefiihrt. Die Bildaufnahmen wurden mit der ZEN-Software (Zeiss) im *.czi Rohda-
tenformat abgespeichert. Es wurden Einzelbildaufnahmen und Bild-Zeit-Stapel aufgenommen. Fiir
die Stapel-Aufnahme wurde eine Aufnahmerate von 3,8 Bilder pro Sekunde (fps) gewihlt, wobei
die Bildgenerierung im ,FastFrame*‘-Modus 0.2s in Anspruch nahm. Die in der vorliegenden Ar-
beit gezeigten Video- und Bildaufnahmen wurden aus diesen Rohdaten mit Hilfe des ZEN-eigenen
Konverters in die Formate *.avi und *.jpg konvertiert. Alle Aufnahmen wurden mit einem Plan-
Apochromat-40x Objektiv (1,4 Oil DIC 27 / Zeiss) durchgefiihrt.

3.7.4. Mikroskopische Aufnahmen der funktionalisierten Hydrogele

Die Bindungsexperimente zwischen dem funktionalisierten Hydrogel und dem Modelorganismus
Escherichia coli wurden mit dem oben beschriebenen Zeiss Axio Observer durchgefiihrt. Die verwen-
deten Hydrogele (s. 3.4.4) wurden auf einem Borosilikat Deckglas (D263 Schott / Dicke 175£15um)
in 2ul PBS pH 7.4 positioniert und mit einem Deckglas abgedeckt. Bei den Aufnahmen wahrend der
Inkubation mit der FE.coli-Losung wurden 2ul Zellsuspension zwischen die Glasplatten pipettiert,
so dass die Bakterien in die PBS-Lésung schwimmen konnten und schliefslich die Hydrogelkante er-
reichten. Ab diesem Zeitpunkt wurde die oben genannte Stapel-Aufnahme gestartet. Die Zelldichte

der verwendeten Suspensionen lag zwischen 2,8 - 10% und 2,5 - 10'° Zellen je ml Suspension.

Die Aufnahmen der in Zellsuspension dreitdgig inkubierten Hydrogele wurden in PBS bei pH 7,4
auf einem Deckglas mikroskopiert, wobei auf das obere Deckglas verzichtet wurde. Die Aufnahmen
wurden im Einzelbild-Modus ebenfalls mit dem Plan-Apochromat-40x Objektiv (1,4 Oil DIC 27 /
Zeiss) aufgenommen und erst im *.czi Format gespeichert, bevor sie in das *.jpg Format exportiert

wurden.
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Ergebnisse

Der folgende Ergebnisteil dieser Arbeit setzt sich aus drei Teilen zusammen. Im Kapitel 4.1 wird das
kinetische Verhalten der Iodat-Arsenit-Clock-Reaktion in pl-Volumina auf einer Mikrotiterplatte mit
dem Verhalten im Nanoliterbereich in einem Mikrokanal verglichen. Anhand von unterschiedlichen
Geometrien und Losungszusammensetzungen wurde hierbei besonders der Einfluss des Mischver-
haltens auf die Kinetik untersucht.

Im zweiten Abschnitt 2.3.3 des Ergebnisteils wird ein papierbasiertes Mikrokanalsystem vorgestellt,
das mit Hilfe thermoresponsiver Hydrogele zu einem neuen, extern steuerbaren Lab-On-Chip (LOC)
in Form eines Demonstrators entwickelt wurde.

Im letzten Teil der Ergebnisse werden in Kapitel 4.3 die gewonnenen Erkenntnisse aus den oben
genannten Kapiteln genutzt, um eine Pathogennachweisreaktion mit Hilfe des Modellorganismus
Escherichia coli in ein papierbasierten Schnelltestsystems zu integrieren. Abschliefslend werden die
Voraussetzungen geschaffen, um den Nachweis direkt mit der Verstarkungsreaktion zu Koppeln, so
dass fiir ein zukiinftiges Schnelltestsystem auf ein Kanalsystem oder weitere notwendige Aufberei-

tungsschritte verzichtet werden kann.

4.1. Verhalten eines autokatalytischen Systems im mikrofluidischen Kanal

Zur erfolgreichen Verwendung von anorganischen, autokatalytischen Reaktionen fiir die Verstéar-
kung eines priméren Bindungsereignisses ist es erforderlich, dass das autokatalytische System sich
als lagerstabil erweist und dennoch zuverlassig ausgelost werden kann. Dariiber hinaus sollte eine
Verstarkung auch bei sehr geringen Mengen des Initiators gewéahrleistet sein.

Aus den vorhandenen bekannten autokatalytischen Reaktionen[2?h¥4 wurde die Arsenit-Jodat-
Clock-Reaktion ausgewéhlt und das Verhalten dieser Clock-Reaktion in pl-Volumina und Nanoli-
tervolumen im mikrofluidischen Kanal untersucht und charakterisiert. Hierzu wurde der in Kapitel
2.2.3 beschriebene, zeitverzogerte Farbumschlag der Reaktion genutzt um den Verlauf der Reaktion
zu bestimmen. Im folgenden Kapitel wird zuerst das Farbumschlagsverhalten in Abhéngigkeit der
beteiligten Substanzen in Volumenmengen bis 300 Mikrolitern auf einer 96 Well-Mikrotiterplatte be-
stimmt. Anschlieffend wird die Reaktion in einer Mikrofluidikkammer ausgelést und die Ergebnisse
mit denen der Mikrotiterplatte verglichen. Zum Abschluss wird {iber eine numerische Simulation

versucht, die Konzentrationsverhéltnisse in dem Mikrokanal nachzubilden.
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4.1.1. Arsenit-lodat Reaktion in der Mikrotiterplatte

Zuerst wurde die Kinetik der Arsenit-Jodat Reaktion in den 300yl Wells einer 96 Well-Mikrotiterplatte
untersucht. Der Vorteil dieser Methode war die Moglichkeit des simultanen Auslésens mehrerer Wells

durch gleichzeitige Zugabe des Startreagenzes Kaliumjodid.

In Abbildung 4.1 ist der Verlauf der Arsenit-lodat Reaktion in den 300pul Wells der 96-Well-
Mikrotiterplatte zum Einen fiir verschiedene Kaliumjodid-Startkonzentrationen und zum Anderen

fiir unterschiedliche pH-Werte in gepufferten Systemen dargestellt.

b)

4000 —

2000

0,0 0,2 0,4 0,6
Kl Konzentration in mol/l

Abb. 4.1.: a) Reaktionszeit bis zum Farbumschlag der Arsenit-Iodat Reaktion im Mikrotiterplatten-Well bei

unterschiedlichen Startkonzentrationen. b) Clock-Reaktion mit Farbumschlag in der Mikrotiterplatte.

Die Reaktionsdauer bis zum Farbumschlag bei unterschiedlichen Kaliumjodidkonzentrationen als
Starter in Abbildung 4.1a) zeigt, dass die Clock-Reaktion ein nichtlineares Verhalten aufweist.
Werden die Daten in einem doppelt logarithmischen Plot aufgetragen, so liegen die Werte anndhernd
auf einer Graden, wie in Abbildung 4.2a) gezeigt. Hierbei féllt auf, dass die Steigungen fiir alle
pH-Werte annéhernd konstant ausfallen, jedoch die Graphen zueinander parallel verschoben sind.
Je kleiner der pH-Wert der Reaktionslosung, desto schneller findet ein Farbumschlag statt. Somit
zeigt Abbildung 4.2a) dass sich eine Zunahme der Protonenkonzentration in einer Beschleunigung
der Reaktionkinetik des gesamten Systems &ufsert innerhalb des betrachteten Bereiches fiir die

Initiatorkonzentrationen.

Neben den Versuchen mit unterschiedlichen pH-Werten wurde auch untersucht, inwiefern die Arsenit-
Konzentration Einfluss auf die Farbumschlagszeit nimmt. Zu erwarten war eine ldngere Umschlags-
zeit bei steigender Arsenit-Konzentration, denn erst wenn die Roebuck-Reaktion (2.7) aufgrund

der verbrauchten arsenigen Sdure nicht mehr stattfindet, zeigt sich der Farbumschlag. Abbildung
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4.2 zeigt die doppelt logarithmisch aufgetragenen Umschlagszeiten fiir unterschiedliche Arsenit-

lodidstartkonzentration in mol/l lodidanfangskonzentration in mol/l

Abb. 4.2.: a) Reaktionszeit bis zum Farbumschlag der gepufferten Arsenit-ITodat Reaktion bei unterschied-
lichen pH-Werten in doppelt logarithmischer Darstellung. b) Verhalten der Arsenit-Iodat Reaktion im
Mikrotiterplatten-Well bei unterschiedlichen Arsenit-Konzentrationen in doppelt logarithmischer Darstel-

lung.

Im Gegensatz zum erwarteten Resultat wird aus Abbildung 4.2a) deutlich, dass die Arsenit-Konzen-
tration antiproportional zur Umschlagszeit verlauft. D.h. mit steigender Konzentration der arsenigen
Saure nimmt die Umschlagszeit ab. Es zeigt sich dariiber hinaus, dass dieser Faktor mit steigender

Arsenit-Konzentration an Einfluss verliert.

Fiir einen sichtbaren Farbumschlag war es erforderlich der Reaktionslosung einen Indikator zu zu-
setzen. Wie bereits in Kapitel 3.1.1 ausgefiihrt, wurden als Indikatoren Polyvinylalkohol (PVA) und
Starkelosung verwendet. In einer Vorversuchsreihe zeigte sich, dass es bei der Verwendung von PVA
zu unterschiedlichen Reaktionszeiten kommt, wenn nur die Kaliumjodid-Losung als Initiator mit
dem Indikator versetzt war. Aus diesem Grund wurden allen Reaktionslésungen fiir die folgenden
Messversuche der Indikator gleichermafien hinzugefiigt, wie in Kapitel 3.1.1 beschrieben.

Aus den Ergebnissen der unterschiedlichen Reaktionszeiten der Vorversuchsreihe wurde vermutet,
dass der Indikator PVA einen Einfluss auf die Viskositit und damit auch den Mischungszustand der
gesamten Reaktionslosung ausiibt. Um dieses eingehender zu iiberpriifen, wurden daher ebenfalls
Versuche bzgl. der Reaktionszeit mit unterschiedlichen Mischungszustdnden und mit stark verander-
ter Viskositédt vorgenommen. Als Verdicker wurde mit Agarose statt PVA gearbeitet, da hierdurch
zusétzlich ein Reaktionseinfluss des Indikators mit den beteiligten Substanzen aus- oder eingeschlos-
sen werden konnte. Die folgende Abbildung 4.3a) zeigt die Anderung der Farbumschlagszeit mit und

ohne Verdicker.
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Abb. 4.3.: a) Darstellung der Reaktionszeit der Arsenit-Jodat Reaktion im Mikrotiterplatten-Well ohne
und mit Agarose. b) Darstellung Reaktionszeit der Arsenit-Jodat Reaktion auf der Mikrotiterplatte bei
unterschiedlichen Schiittelzeiten auf dem Laborschiittler. Die Pipettenmix Zeitdarstellung entspricht einem

sehr gut gemischten Zustand durch mehrmaliges auf und nieder Pipettieren im Mikrotiterplatten-Geféf.

Es ist offensichtlich, dass eine zeitlich verzogerte Durchmischung aufgrund der stark erhohten Vis-
kositdt in diesem Fall in etwa zu einer Verdopplung der Reaktionsgeschwindigkeit fiihrt. Ein dhnli-
ches Verhalten zeigt sich, wenn man die Reaktionslosungen unterschiedlich stark vermischt. Hierfiir
wurde die Clock-Reaktion mit Hilfe eines Mikroplattenschiittlers nach Zugabe des Initiators un-
terschiedlich stark geschiittelt und so der Einfluss des Mischungsprozesses auf die Umschlagszeit
untersucht. Abbildungen 4.3b) und 4.4 zeigen die gemessenen Umschlagszeiten im Verhéltnis zu

den eingestellten Schiittelzeiten und -geschwindigkeiten.
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Abb. 4.4.: Verhalten der Arsenit-Iodat Reaktion im Mikrotiterplatten-Well bei unterschiedlichen Schiittel-
geschwindigkeiten. Einfluss der Schiittelzeit auf den Farbumschlag.

Das Versuchsergebnis aus Abbildung 4.3b) zeigt, dass sich die Reaktionszeit bei einer konstanten

Schiittelfrequenz von 300 Umdrehungen pro Minute (rpm) mit zunehmender Schiittelzeit um etwa
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10% verlangert. Nimmt man die Vermischung mit der Pipette als idealem Mischungszustand, so
ergibt sich ein Unterschied zu der am Rand zugegebenen Initiatorlosung (0s) von ca. 12% oder 4
Sekunden.

Deutlicher wird der Zeitunterschied im Reaktionsverlauf, wenn man statt der Schiittelzeit die Schiit-
telfrequenz und damit die Intensitdt der Durchmischung der gleichen Reaktionslésung erhoht, wie
man Abbildung 4.4 entnehmen kann. Durch eine Schiittelintensitétszunahme von 0 bis zu 1200 rpm

verldngert sich die Reaktionszeit um etwa % im Vergleich zur nicht geschiittelten Probenreihe.

Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse wurde nun im Folgenden untersucht, wie sich das Farbum-
schlagverhalten der Arsenit-Jodat-Reaktion im Mikrokanal verhélt.

4.1.2. Arsenit-lodat Reaktion im Mikrokanal

Im Anschluss an die Versuchsreihen auf der Mikrotiterplatte (s. Kapitel 4.1.1) wird die Arsenit-
Jodat Reaktion nun in einem linearen Mikrokanal ausgelost, um das Verhalten in einem pm-
dimensionierten Versuchsaufbau zu studieren. Die Maschenweite auf einem Tuch oder innerhalb
eines netzformigen Zellulosesubstrates entsprechen dieser Grofsenordnung. Die Verwendung von
PDMS-basierten Mikrofluidikkanélen bietet sich durch die leicht zu verdndernden Strukturen und
die guten Kontrollméglichkeiten sowohl der Flussgeschwindigkeiten, als auch der Fliissigkeitsvolu-
mina an. Die Einzellosungen wurden hierbei getrennt dem Messkanal zugefiihrt (s. Beschreibung
Kapitel 3.7.2). Die Messung fand im Fluss statt, so dass sich an einem Ort des Kanals eine stationére

Farbumschlagsbande einstellte, wie sie in Abbildung 4.5 dargestellt ist.
a) b)
Inlet A

Mittellinie

InletB~ temeeeeaa- / ____________ Flussrichtung

Referenzlinie zur
Abstandsmessung

Inlet C

Abb. 4.5.: Abbildung a) zeigt eine schematische Darstellung des linearen Mikrokanals. Uber die Inlets A-
C wurden die Reaktionslésungen zugefiihrt. Der Abstand zur Farbumschlagsbande, wie sie in Abbildung
b) dargestellt ist, wurde von der Referenzlinie entlang der Mittellinie gemessen. Anhand der eingestellten

Flussgeschwindigkeit und des ermittelten Abstandes wurde die Reaktionszeit bestimmt.
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Aus dem Abstand der Farbumschlagsbande von der Referenzlinie, der Kanalgeometrie und der
eingestellten Volumendurchsatzrate lieft sich anschliefsend die Reaktionszeit zum Farbumschlag be-
rechnen. Abbildung 4.6 zeigt die ermittelte Farbumschlagszeit im Mikrokanal im Vergleich mit den
gemessenen Zeiten auf der Mikrotiterplatte. Je Versuchsreihe wurden die identisch gepufferte Lo-

sungen bei pH 3,8 verwendet.
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Abb. 4.6.: Vergleich der Farbumschlagszeit der Clockreaktion zwischen Mikrokanal und Mikrotiterplatte.

Der Vergleich der Farbumschlagszeiten zwischen den Reaktionen auf der Mikrotiterplatte und den
Reaktionen im Mikrokanal zeigt, dass im Mikrokanal die Reaktion mit Initiatorkonzentrationen
unterhalb von 0,04 mol/1 ,beschleunigt® ablauft. Bei hohen Kaliumjodid-Konzentrationen, bei der
im Mikrotiter-Well sich eine Umschlagszeit von einer Sekunde zeigt, findet der Farbumschlag im
Mikrokanal hingegen mit neun Sekunden deutlich langsamer statt. Um sicherzustellen, dafs die Re-
ferenzlinie und die Farbbande noch in einem Bild erfasst werden, musste in diesem Fall fiir die
Datenerhebung jedoch die Flussgeschwindigkeit erhdht werden. Daher stellt sich an dieser Stel-
le die Frage, ob unterschiedliche Flussgeschwindigkeiten einen Einfluss auf die Farbumschlagszeit
der autokatalytischen Reaktion haben. Abbildung 4.7 zeigt daher die Farbumschlagszeiten bei un-
terschiedlichen Flussgeschwindigkeiten fiir jeweils die gleiche Clock-Reaktionslosung. Es wurden an
der Spritzenpumpe fiir die Versuchsreihen jeweils drei verschiedene Geschwindigkeiten fiir identische
Reaktionslosungen von 0,06pl/min, 0,07nl/min und 0,08ul/min eingestellt. Da alle drei Losungen
simultan mit der eingestellten Volumengeschwindigkeit in den Messkanal gepumpt wurden, ergab
sich im Kanal eine dreifach héhere Volumendurchsatzrate. Es ist gut zu erkennen, dass die Far-
bumschlagszeit der identischen Reaktionslosung im Mikrokanal dreimal schneller verlauft als im
Mikrotiterplatten-Well. Weiterhin fallt auf, dass mit % steigender Flussgeschwindigkeit zur Startge-
schwindigkeit von 66 pm/s eine Zunahme der Farbumschlagszeit im Mikrokanal von 17 Sekunden

(von 22 zu 39 Sekunden) verbunden ist.
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Abb. 4.7.: Vergleich der Farbumschlagszeit der Clockreaktion bei steigender Flussgeschwindigkeit im Ver-
gleich mit der Farbumschlagszeit im Mikrotiter-Well.

Alle bis zu diesem Zeitpunkt aufgenommenen Beobachtungen erhérteten die These, dass die getrennt
zugefiihrten Losungen und die Einfliisse der Flussgeschwindigkeit Auswirkungen auf den Mischungs-
zustand der Reaktionslosung nahmen. Daher entstand die Idee, mit Hilfe von Hindernisstrukturen
eine bessere Durchmischung der Reaktionslésungen zu erreichen. Als Ergebnis miisste sich somit eine
bessere Durchmischung in einer lingeren Reaktionszeit bis zum Farbumschlag dufsern. Daher wurde
in den in Kapitel 3.7.2 beschriebenen Mikrokanal Hindernisstrukturen eingebracht und analog wie
in den Versuchsreihen mit dem linearen Mikrokanal die entsprechende Reaktionsgeschwindigkeit

gemessen.

a) b)

| Mittellinie
Inlet B

z
—_— e i
/

Referenzlinie zur Hindernisstruktur
Abstandsmessung

Inlet A

Flussrichtung >

Inlet C

Abb. 4.8.: a) Schematische Darstellung des Mikrokanals mit Hindernissen. Uber die Inlets A-C wurden die
Reaktionslosungen zugefithrt. Die Durchlédsse in den Hindernisstrukturen entsprechen der halben Kanalbreite
(33241 pm). Der Abstand zur Farbumschlagsbande, wie sie in der Realansicht in Abbildung b) dargestellt

ist, wurde von der Referenzlinie entlang der Mittellinie gemessen.
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Die Dimensionen der Hindernisstrukturen wurden so gewahlt, dass sich ein Kanaldurchlass von
der halben Messkanalbreite (33241 pm) ergab. Die quadratischen Hindernisse haben daher eine
Kantenldnge von 83um, die rechteckigen Strukturen eine Kantenlinge von 83pm und 110pum. Bei
der Zeitberechnung aus den gemessenen Abstandswerten wurde diese Verengung bzgl. der Flussge-
schwindigkeit mit beriicksichtigt.

Vergleicht man nun die Farbumschlagszeiten der bis hierher durchgefithrten Experimente miteinan-

der, so ergibt sich das in Abbildung 4.9 a) dargestellte Ergebnis.

a) b)
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0 0,02 0,04 0,06 0,08 0.1 0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
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Abb. 4.9.: a) Farbumschlagszeiten der Clockreaktion auf der Mikrotiterplatte, im linearen Mikrokanal und
im Mikrokanal mit quadratischen Hindernissen. b) Farbumschlagzeiten der Clockreaktion auf der Mikroti-

terplatte, im linearen Mikrokanal und mit wandartigen Hindernissen.

Entgegen der erwarteten langsameren Reaktionsgeschwindigkeit, aufgrund der ,besseren Durchmi-
schung” mit Hilfe der Hindernisstruktur, zeigen die Reaktionszeiten im Hinderniskanal eine nochma-
lige Beschleunigung der Kinetik fiir die Initiatorkonzentration von 5mM Kaliumjodid. Die Reakti-
onsgeschwindigkeit fiir die Starterkonzentration von 0,05M hingegen liegt zwischen der Reaktionzeit

auf der Mikrotiterplatte und der Reaktionzeit im leeren Mikrokanal.

Nachdem das Mischungsverhalten durch die im folgenden Kapitel 4.1.3 dargestellten Fluoreszenz-
versuche {iberpriift worden waren, wurden die Farbumschlagsversuche in einem Mikrokanal mit
wandartigen Hindernisstrukturen, wie in Abbildung 4.10 dargestellt, wiederholt. Gegeniiber den
Versuchen im leeren Mikrokanal und im Mikrokanal mit den quadratischen Hindernisstrukturen
findet der Farbumschlag hier bei einer Konzentration von 10mM Kaliumjodid mit etwa 30s deutlich
verzogerter statt, wie in Abbildung 4.9b) gezeigt. Gegeniiber den Versuchen auf der Mikrotiterplatte

hingegen verlauft die Reaktion im Wandhinderniskanal immer noch etwa doppelt so schnell.
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4.1.3. Farbstoffdiffusion im Mikrokanal

Die in Abbildung 4.9 gemachten Beobachtungen entsprachen nicht der Erwartung, dass eine bes-
sere Durchmischung zu einer Verzégerung in der Reaktionszeit flihrt. Aus diesem Grund war es
wiinschenswert, den Einfluss der Hindernisstruktur auf das Mischverhalten sichtbar zu machen. Das
Mischungsverhalten der einzelnen Losungen ist in den Versuchen mit der Clock-Reaktion leider nicht
direkt nachzuvollziehen, da alle Losungen zu Beginn transparent und farblos vorliegen (s. Abbildung
4.12a). Um den Mischungsprozess beziiglich der Diffusion dennoch sichtbar zu machen, wurden da-
her Fluoreszenzversuche mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein (FITC) 1mM in bidestilliertem

Wasser in drei verschiedenen Kanaldesigns durchgefiihrt.

0,1ul/min

1,0ul/min

Abb. 4.10.: Fluoreszenzdiffusion im linearen Mikrokanal bei konstanten Flussbedingungen mit und ohne
integrierte Strukturhindernisse. Die angegebenen Volumendurchsatzrate beziehen sich jeweils auf die Inlet-
Kanile. Im Messkanal liegt daher jeweils der dreifache Volumendurchsatz vor, bei dreifachem Kanalquer-
schnitt. Der Messkanal besitzt eine Kanalbreite von 650pm bei einer Kanalh6he von 69um, die Inletkanile

hingegen weisen eine Kanalbreite von 221,5pm auf.
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Die Fluoreszenzlosung wurde iiber den mittleren Inletkanal zugefithrt. Uber die beiden anderen
Seitenkanéle wurde jeweils bidestilliertes Wasser zugefiihrt. Die bereits verwendeten Kanalgeome-
trien in Form des Linearkanals und des Mikrokanals mit sédulenartigen Hindernissen wurden hier
verglichen. Als dritte Kanalgeometrie wurde angelehnt an die Arbeit von Bhagat und Papautsky 7]
eine rechteckige Hindernisstruktur gewéhlt, die jedoch vergleichbar mit der Sdulengeometrie sym-
metrisch und senkrecht zur Flussrichtung angeordnet wurde.

Abbildung 4.10 zeigt das Diffusionsverhalten der Fluoreszenzlosung in die wéssrigen Phasen nach
oben und nach unten im Mikrokanal bei zunehmender Flussgeschwindigkeit von 110pm/s, 220pum /s
und 1100pm/s. Die Maximalgeschwindigkeit entspricht dem Durchfluss des Bildausschnitts in einer
Sekunde, die Minimalgeschwindigkeit entsprechend von etwa 10 Sekunden. Es ist erkennbar, dass die
Fluoreszenz durch eine zunehmende Volumendurchsatzrate und damit eine erhéhte Flussgeschwin-
digkeit weniger iiber den Kanalquerschnitt verteilt ist. Die Verteilung der Fluoreszenz zwischen den
verschiedenen Kanaldesigns bei gleicher Volumendurchsatzrate nimmt mit grofferer Hindernisstruk-
tur zu. Der geringe asymmetrische Fliissigkeitszufluss der Fluoreszenzlésung zu Beginn des Mikro-
kanals mit der sdulenartigen Hindernisstruktur ergibt sich mit grofser Wahrscheinlichkeit durch ein

unvollstandiges Bonding (s. Kapitel 3.2.2 ) der mittleren Séule in der ersten Reihe.

An den folgenden in Abbildung 4.11 gezeigten zugehorigen Helligkeitsprofilen lasst sich abschét-
zen, wie stark der Fluoreszenzfarbstoff FITC entlang der Kanalbreite diffundiert ist. Ein hoher

Helligkeitswert entspricht einer hohen FITC-Konzentration.

Die Helligkeitsprofile bestétigen die bereits in Abbildung 4.10 gemachten Beobachtungen. Mit zu-
nehmender Flussgeschwindigkeit ergibt sich ein engeres und hoheres Helligkeitsprofil (s. Abbildung
4.11a) bis c)). Interessant ist der Vergleich der relativen Helligkeitswerte der unterschiedlichen Ka-
nalgeometrien bei gleicher Flussgeschwindigkeit in Abbildung 4.11 d). Die relativen Helligkeitswerte
liegen hier fiir den leeren Mikrokanal bei 155, fiir den Mikrokanal mit sdulenartiger Struktur bei 137
und fiir den Wandkanal bei 96 Einheiten. Das Histogramm der sdulenartigen Stuktur liegt dariiber
hinaus innerhalb des leeren Mikrokanals. D.h. in dem Hinderniskanal mit der Sdulenstruktur nimmt

die Fluoreszenz gegeniiber der des leeren Mikrokanals an den Kanalrdndern nicht zu.

Im Gegensatz dazu ist die Fluoreszenzverteilung innerhalb des Wandkanals deutlich anders. Der
Maximalwert in der Mitte des Kanals liegt um 39% unterhalb des leeren Mikrokanals. Gleichzeitig
liegt der Fluoreszenzwert an den Kanalrdndern um etwa 33% hoher im Vergleich zu den Kanalran-
dern des leeren Mikrokanals. D.h. beim Wandkanal liegt eine deutlich bessere Durchmischung bei

gleicher Flussgeschwindigkeit vor.
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Abb. 4.11.: Helligkeitsprofile im Mikrokanalquerschnitt der in Abbildung 4.10 gezeigten Fluoreszenzaufnah-
men im linearen Mikrokanal. Es wurde jeweils an den in Abbildung 4.10 durch Pfeile angezeigten Stellen
entlang der Kanalbreite im Programm ImageJ das Helligkeitsprofil erstellt.

Abbildung a) zeigt das Helligkeitsprofil im Linearkanal ohne Hindernisse entlang der Kanalbreite bei den in
Abbildung 4.10 dargestellten Flussgeschwindigkeiten. Der Helligkeitsverlauf bei einer Flussgeschwindigkeit
von 1,0 ul/min iiberschreitet an der Kanalposition zwischen 250 und 350 pm den messbaren Bereich. Aus
diesem Grund ist der Graph hier an der Messgrenze gestrichelt dargestellt. Abbildung b) zeigt den Hel-
ligkeitsverlauf des Mikrokanals mit sdulenartigen Hindernisstrukturen, Abbildung c) das Profil des Kanals
mit wandartigen Strukturen. Abbildung d) zeigt im Vergleich das Helligkeitsprofil aller drei dargestellten
Kanalarten bei einer identischen Flussgeschwindigkeit von 0,1 pl/min.
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4.1.4. Finite-Differenzen-Simulation im Linearkanal

Wie in Abbildung 4.12a) dargestellt, zeigt sich die Reaktion der Jodat-Arsenit-Reaktion im Mi-
krokanal bis zum Farbumschlag farblos, daher ist der Konzentrationsverlauf und die Kinetik der
Reaktion bis zum Farbumschlag im Experiment nicht nachzuvollziehen. Erst die Farbbande zeigt
die Dominanz der Dushman-Reaktion (s. Gleichung 2.6 in Kapitel 2.2.3) an. Aus diesem Grund
wurde eine Finite-Differenzen-Simulation im Programm MatLab der Firma MathWorks! durchge-
fiihrt, um eine Vorstellung davon zu bekommen, welche kinetischen und flussbedingten Einfliisse
beim Reaktionsverlauf beriicksichtigt werden miissen. Hierbei wurden die einzelnen Substanzen in

einem jeweils eigenen 2D-Feld simuliert.

Die Felder wurden in 1 pm? Parzellen eingeteilt, denen je Iterationsschritt ein berechneter Kon-
zentrationswert zugeordnet wurde. Eine genaue Beschreibung des Programmes ist im Kapitel 3.3
ausgefiihrt. Der zugehorige, ausfihrliche Quellcode ist im Anhang C dargestellt. Es wurden Ver-
gleichssimulationen fiir die Jodidkonzentrationen 0.1M und 0.05M als Starterlésung durchgefiihrt.
Aufgrund der sehr Zeitintensiven Simulation von mehreren Tagen bis zu Wochen bei mehr als 80-

Millionen Iterationen wurden die Felder auf 80pm Breite und 100pum Lénge begrenzt.

Die Abbildungen 4.12b) bis d) zeigen die Startbedingungen fiir die Simulation und entsprechen dem
im Experiment verwendeten Messkanal. Die ersten drei Parzelenreihen werden konstant fiir jeden
Iterationsschritt mit den Reaktionslosungskonzentrationen besetzt. D.h. von den 80nm Kanalbreite
sind die Parzellen 1 bis 26 in drei aufeinander folgenden Reihen mit der Konzentration 0.1M fiir die
Jodat-Losung besetzt, die Parzellen 27 bis 53 mit der 0.0486M Konzentration der arsenigen Séure
und die Parzellen 54 bis 80 mit der 0.1M, bzw. 0.05M Konzentration der Jodid-Initiatorlésung.

Der Iterationszeitschritt wurde auf 1 - 1078s festgelegt, da ein lingerer Zeitschritt innerhalb der
Simulation eine zu geringe Auflosung fiir die Berechnung zur Verfiigung stellte und zu Artefakten
fiihrte. Dariiber hinaus wurde berechnet, ab welcher Konzentration das Reaktionsprodukt lod dar-
gestellt werden kann. Hierzu wurde angenommen, dass der simulierte Kanal mit den Mafen 80pm
x 100pm x 40pm ein Volumen von 320Pikoliter (pl) besitzt. Durch dieses geringe Volumen werden
rechnerisch daher erst bei einer Konzentrationgrofenordung von 1-10~!! mol/1 einzelne Molekiile im
Mikrokanal vorhanden sein. Daher wurden in den folgenden Abbildungen die Jodkonzentrationen
erst ab 1- 107! mol/l dargestellt.

"http:/ /www.mathworks.de/products/matlab/
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Abb. 4.12.: Abbildung a) zeigt einen Mikrofluidikkanal wie er sich im Realexperiment darstellt. Die einzelnen
Lésungen sind aufgrund ihrer Transparenz nicht voneinander zu unterscheiden. Aus diesem Grund wurde eine
Simulation durchgefiihrt, in der eine 80pm breite und 100pm lange Kanalgeometrie als Datenfeldgrundlage
gewahlt wurde. Abbildungen b) bis d) zeigen die Datenfelder, die den einzelnen Konzentrationen zugeordnet
wurden. Die Flussrichtung verlduft von links nach rechts. Dargestellt sind die Startbedingungen der einzelnen
Losungszufliisse Kaliumjodat 1M (b), Kaliumjodid 0.1M (c) und arsenige S&ure 0.0486M (d). Die Zufliisse

blieben iiber den gesamten Simulationszeitraum konstant.

In den Abbildungen 4.13 und 4.14 ist zuerst der zeitliche Konzentrationsverlauf der Reaktionse-
dukte Kaliumjodat, arsenige Sdure und anschliefend von Kaliumjodid gezeigt. Bei der Kalium-
jodatkonzentration und der Konzentration der arsenigen Saure sollten sich erwartungsgemafs die
Konzenzentrationen ausschliefslich verringern, da diese wihrend der Reaktionsverlaufs konsumiert

werden.

Die Kaliumjodidkonzentration hingegen sollte sich wiahrend des Reaktionsablaufes erst verringern,
jedoch infolge der in der Roebuck-Reaktion produzierten Jodid-Tonen (vgl. Gleichung 2.7 Kapitel
2.2.3) an exponierten Stellen lokal vergrofern. Die Jodkonzentration hingegen sollte sich in dem
Moment ,sprunghaft bemerkbar machen, wenn die arsenige Sdure verbraucht ist und daher die

Dushman-Reaktion bestimmend wird!43!.
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Die in Abbildung 4.13 dargestellten zeitlichen Konzentrationsverlaufe der Arsensédure und der Kali-
umjodatlosung zeigen, wie erwartet, eine kontinuierliche Verringerung vom Startkonzentrationswert

in Flussrichtung entsprechend der geometrischen Zufiihrung.
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Abb. 4.13.: MatLab-Simulation des Konzentrationsverhaltens der zugefiihrten Reaktionslosungen von ar-
seniger Saure und Kaliumjodat fiir die Jodat-Arsenit-Reaktion im linearen Mikrokanal bis zum Zeitpunkt
t=0,699s. Die Simulation beriicksichtigt hierbei bereits die getrennte Zufiithrung der Losungen im jeweils
einem eigenen Inletkanal. Die Kanallinge wurde fiir die Simulation auf 100 pm (unterer Bildrand) und die
Kanalbreite auf 80 pm (Skala jeweils linker Bildrand) festgelegt. Die Flussrichtung verlauft von links nach
rechts. Die Konzentration ist iiber die rechtsseitige Farbskala in mol/l angegeben. Die Flussgeschwindigkeit
betrdgt in der Simulation 13047,

92



Kapitel 4. Ergebnisse

D.h. die arsenige Séure bereitet sich im Kanal aufgrund der mittig plazierten Zufithrung symme-
trisch in Flussrichtung abnehmend aus, die Kaliumjodatlésung hingegen breitet sich asymmetrisch
von oben zur Mitte hin in den Mikrokanal in Flussrichtung aus. Es ldsst sich im Zeitverlauf von
0,099s zu 0,699s ebenfalls erkennen, dass sich der Kernbereich der hohen Konzentration (>80% der
Anfangskonzentration) in roter Farbdarstellung , bedingt durch die konstante Zufiihrung, mit Hilfe
der Advektion in Flussrichung verschiebt. Diese Verschiebung findet in der Kanalmitte bei etwa
40pm im Flussfeld mit der groften Geschwindigkeit deutlicher statt als am Kanalrand. Es zeigt
dariiber hinaus nach 0,699s, dass der Kernkonzentrationsbereich der arsenigen Saure etwa 10pm
in der Kanallinge dem Kernbereich der Kaliumjodatlosung voraus liegt, obwohl die Jodatlosung
dreifach hoher konzentriert ist. D.h. trotz der geringeren Konzentration der arsenigen Séure breitet

diese sich in Kanalrichtung schneller aus als die Kaliumjodatlosung.

Fiir die Beobachtung des in Abbildung 4.14 a) bis c¢) dargestellten, simulierten Konzentrationsver-
laufes der Kaliumjodidkonzentration, der als Initiator und als ,Verstérker “ in der Reaktion agiert,

ergeben sich zwei interessante Tatsachen:

Zum Einen weist der zeitliche Verlauf ein dhnliches Verhalten wie die oben bereits beschriebene
Kaliumjodatkonzentration auf. Die Losung breitet sich von unten links in die Mitte und iiber den
weiteren Kanalverlauf aus, was sich aus der Zufiihrungsgeometrie erwartungsgemaft ergibt. Trotz
der etwa zweifach hoheren Konzentration der lodidlésung ist vergleichbar mit der oben genannten
Kaliumjodatlésung ein geringeres Voranschreiten des Kernkonzentrationsbereiches erkennbar als bei

der schwiicher konzentrierten arsenigen Saure.

Zum Anderen zeigt sich in den semilogarithmisch aufgetragenen Konzentrationsverlaufen in 4.14a)
und b) jeweils eine kontinuierliche Abnahme der Kaliumjodidkonzentration an den drei ausgewéhlten
Kanalstellen, entlang des gesamten Kanalverlaufs. In der Darstellung 4.14c) erscheint an der Stelle
Kanalbreite=20pm jedoch zwischen der Kanallinge Opm und 60pum ein Plateau. Vergrofert man
den entsprechenen Graphen an der Kanalbreite 20pm, so erhdlt man den in 4.15a) dargestellten

Konzentrationsverlauf.
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Abb. 4.14.: MatLab-Simulation des Konzentrationsverhaltens des Kaliumjodids im linearen Mikrokanal.
Die Abbildungen a) bis c¢) auf der linken Seite zeigen den Konzentrationsverlauf in Farbdarstellung im
Mikrokanal. Die Kanallinge wurde fiir die Simulation auf 100 pm (unterer Bildrand) und die Kanalbreite
auf 80 pm (Skala jeweils linker Bildrand) festgelegt. Die Flussrichtung verlduft von links nach rechts. Die
Konzentration ist {iber die rechtsseitige Farbskala in mol/l angegeben. Die Flussgeschwindigkeit betrigt
in der Simulation 1304, Auf der rechten Seite ist der Konzentrationsverlauf entlang der Kanalldnge an
den in der Farbdarstellung a) gekennzeichneten Kanalbreiten 20pm (rot), 40pm (blau) und 60pm (schwarz)
dargestellt. Die Abzissenachse gibt die Kanalldnge in pm, die Ordinatenachse in logarithmischer Darstellung
die Konzentration in mol/1 an.
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Abb. 4.15.: MatLab-Simulation des Konzentrationsverhaltens von Kaliumjodid im Zustand nach t=0,699s
und t=0,912s entlang der Kanallénge an der Stelle Kanalbreite=20pm. Aufgetragen ist die Kanallinge gegen
die Kaliumjodidkonzentration in semilogarithmischer Darstellung. An den gekennzeichneten Stellen steigt
die Jodidkonzentration lokal an.

Es ist erkennbar, dass die Jodid-Ionen-Konzentration hin zur Lingenposition 20um ansteigt, bevor
sie im weiteren Verlauf kontinuierlich sinkt. Der beschriebene Verlauf bleibt auch erhalten, wenn die
Simulation zum Zeitpunkt t=0,912s voranschreitet. Aus Abbildung 4.15 b) lédsst sich entnehmen,
dass im weiteren Zeitverlauf die Konzentration insgesamt im Kanalabschnitt zugenommen und
gleichzeitig das Konzentrationsgefille entlang des Kanals abgenommen hat. D.h. zusétzlich zur

Advektion muss mindestens ein weiterer Faktor Einfluss auf die Konzentration genommen haben.

Im folgenden Abbildungen wird nun der Konzentrationsverlauf des Reaktionsproduktes Jod be-
trachtet. Dieses wurde in den vorangegangenen Mikrokanalexperimenten mit Hilfe der verwendeten
Indikatoren Stdrke bzw. PVA farblich sichtbar gemacht. Mit Hilfe der Simulation soll untersucht
werden, ab welchem Zeitpunkt das Reaktionsprodukt Jod auftritt und welchen Einfluss die Fluss-
geschwindigkeit auf die Farbbande nimmt. Es sei schon an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass
aufgrund der zeitintensiven Berechnung die folgenden Ergebnisse keine stationédren Zusténde dar-
stellen, sondern einen Uberblick verschaffen, wie sich das System auf den Gleichgewichtszustand zu

bewegt.
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Abb. 4.16.: MatLab-Simulation des Konzentrationsverhaltens des Reaktionsproduktes Jod vom Startzeit-
punkt bis zum Zustand t=0.099s. Die Abbildungen a) bis c¢) auf der linken Seite zeigen den Konzentrati-
onsverlauf in Farbdarstellung im Mikrokanal. Die Kanallinge wurde fiir die Simulation auf 100 pm (unterer

Bildrand) und die Kanalbreite auf 80 nm (Skala jeweils linker Bildrand) festgelegt. Die Flussrichtung ver-

lauft von links nach rechts. Die Konzentration ist {iber die Farbskala im dekadischen Logarithmus von

mol/l

angegeben. Die Flussgeschwindigkeit betrégt in der Simulation 1304, Auf der rechten Seite ist der Kon-
zentrationsverlauf entlang der Kanallinge an den in der Farbdarstellung a) gekennzeichneten Kanalbreiten
20pm (rot), 40pm (blau) und 60pm (schwarz) dargestellt. Die Abzissenachse gibt die Kanalldnge in pm, die

Ordinatenachse in logarithmischer Darstellung die Konzentration in mol/1 an.
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Abb. 4.17.: MatLab-Simulation des Konzentrationsverhaltens des Reaktionsproduktes Jod vom Zustand
t=0.199s bis zum Zustand t=0.699s. Die Abbildungen a) bis ¢) auf der linken Seite zeigen den Konzentrati-
onsverlauf in Farbdarstellung im Mikrokanal. Die Kanalldnge wurde fiir die Simulation auf 100 pm (unterer

Bildrand) und die Kanalbreite auf 80 nm (Skala jeweils linker Bildrand) festgelegt. Die Flussrichtung ver-

lauft von links nach rechts. Die Konzentration ist iber die Farbskala im dekadischen Logarithmus von

c

mol/l

angegeben. Die Flussgeschwindigkeit betrdgt in der Simulation 1304, Auf der rechten Seite ist der Kon-
zentrationsverlauf entlang der Kanallinge an den in der Farbdarstellung a) gekennzeichneten Kanalbreiten
20pm (rot), 40pm (blau) und 60pm (schwarz) dargestellt. Die Abzissenachse gibt die Kanalldnge in pm, die
Ordinatenachse in logarithmischer Darstellung die Konzentration in mol/1 an.
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In Abbildung 4.16 b) lasst sich erkennen, dass nach 0,049s eine Jodkonzentrationsbande im na-
nomolaren Bereich vorliegt, die bereits bis zur Langenposition von 20pm reicht. Auffillig ist der
Bereich bis zur Langenposition von 10pm und der Breitenposition zwischen 26pm und 54pm. Die-
ses entspricht dem Zufiihrungsbereich der arsenigen Séure, die das Jod in der Roebuck-Reaktion
konsumiert. Dariiber hinaus liegt die Jodkonzentration im Zufiihrungsbereich des Kaliumjodats
(Breitenposition 1pm bis 26pm) geringer vor als im Zufiihrungsbereich des Kaliumjodids (Breiten-
position 56pm bis 80pm), wie sich anhand des Konzentrationsverlaufs entlang der Kanalldnge in
der rechten Abbildung von 4.16 b) erkennen ldsst. Der Bereich der Kanalmitte weist die hochste
Jodkonzentration auf. Mit fortschreitender Simulationszeit 4.16 c) steigt die Jodkonzentration an
und die Bande wird in Flussrichtung breiter. Nach 0,199s Simulationszeit 4.17 a) hat die Jodkon-
zentration im Kaliumjodidzufithrungsbereich (57pm bis 80pm) die Konzentration der Kanalmitte
im Bereich 1076 bis 107"M erreicht. Im weiteren Verlauf 4.17 b) und c) wandert die Jodbande
in Flussrichtung weiter, wobei die Front an der Breitenposition 1um bis 26pm, der Front an der
Breitenposition 54pm bis 80pm nachlduft. Diese Bandenform deckt sich anndhernd mit der Ban-
denform in den Mikrofluidikexperimenten (s. Abbildungen 4.5 b) und 4.8 b)). Desweiteren sind in
den Abbildungen 4.17b) und c) auf der rechten Seite Konzentrationswerte vor der Jodbande sicht-
bar. Diese stellen mit grofier Wahrscheinlichkeit ein Rauschen aufgrund der Auflésungsgrenze im

Konzentrationsbereich um 10~ M dar.
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Abb. 4.18.: MatLab-Simulation des Konzentrationsverhaltens des Reaktionsproduktes Jod kurz vor Ende
der Simulation (t=0.899s). Die Abbildung auf der linken Seite zeigt den Konzentrationsverlauf in Farbdar-
stellung im Mikrokanal. Die Kanallinge wurde fiir die Simulation auf 100 pm (unterer Bildrand) und die
Kanalbreite auf 80 pm (Skala jeweils linker Bildrand) festgelegt. Die Flussrichtung verlauft von links nach
rechts. Die Konzentration ist iiber die Farbskala im dekadischen Logarithmus von #l/l angegeben. Die
Flussgeschwindigkeit betrégt in der Simulation 130%*. Auf der rechten Seite ist der Konzentrationsverlauf
entlang der Kanallinge an den in der Farbdarstellung a) gekennzeichneten Kanalbreiten 20pm (rot), 40pm
(blau) und 60pm (schwarz) dargestellt. Die Abzissenachse gibt die Kanalldnge in nm, die Ordinatenachse in
logarithmischer Darstellung die Konzentration in mol/1 an.

Abbildung 4.18 zeigt den Zustand der Jodkonzentrationsbande kurz vor Ende der Simulation. Die

Konzentrationen an allen 3 Breitenpositionen haben sich nahezu vollstdndig angenéhert. Im Ver-
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gleich zwischen 4.17 ¢) und 4.18 ist erkennbar, dass die Bandenform erhalten bleibt, jedoch ihre
Position sich in Flussrichtung weiterbewegt.

Zum Vergleich wird im Folgenden die Jodkonzentration in der gleichen Simulation mit einer Kali-
umjodidkonzentration von 0,05M dargestellt.
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Abb. 4.19.: MatLab-Simulation des Konzentrationsverhaltens des Reaktionsproduktes Jod vom Zustand
t=0.049s bis zum Zustand t=0.199s bei einer Initiatorkonzentration von 0,056M Kaliumjodid. Die Abbildun-
gen auf der linken Seite zeigen den Konzentrationsverlauf in Farbdarstellung im Mikrokanal. Die Kanallange
wurde fiir die Simulation auf 100 pm (unterer Bildrand) und die Kanalbreite auf 80 pm (Skala jeweils linker
Bildrand) festgelegt. Die Flussrichtung verlduft von links nach rechts. Die Konzentration ist iber die Farbs-
kala im dekadischen Logarithmus von ﬁl/l angegeben. Die Flussgeschwindigkeit betragt in der Simulation
13047, Auf der rechten Seite ist der Konzentrationsverlauf entlang der Kanallinge an den Kanalbreiten
20pm (rot), 40pm (blau) und 60pm (schwarz) dargestellt. Die Abzissenachse gibt die Kanalldnge in pm, die
Ordinatenachse in logarithmischer Darstellung die Konzentration in mol/1 an.

In Abbildung 4.19 a) und b) ergibt sich ein ein &dhnliches Bild wie in den Abbildungen 4.16 b) und
4.17 a). Wie zu erwarten war, fillt die Jodidkonzentration in Abbildung 4.19 a) nach 0,049s und
4.19 b) nach 0.199s geringer aus, als die gleiche Simulation mit 0,1M Initiatorkonzentration in Ab-
bildung 4.16 b) und 4.17 a). Interessant ist jedoch der Ort der mittleren Jodbande (Breitenposition
40pm) in der Darstellung der Jodkonzentration entlang des Mikrokanals. Hier stimmen die jeweils

rechten Abbildungen von 4.17 a) und 4.19 b) mit der Langenposition bei ca. 18pm iiberein.
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Betrachtet man weiter die Zustdnde nach t=0.699s und t=0.899s fiir die Simulation mit 0,05M
Initiatorkonzentration in Abbildung 4.20 a) und b), so ist erkennbar, dass die Jodkonzentration
bei geringerer Initiatorkonzentration erwartungsgeméft um etwa eine Dekade niedriger ausfillt, die
Bandenposition in der Mitte des Kanals jedoch nach gleicher Zeitdauer fiir die 0,05M Kaliumjodat-
Simulation nur um etwa 5pm ldnger in Flussrichtung ausfillt als bei der doppelten Initiatorkon-
zentration (Abbildungen 4.17¢) und 4.18). Auch in der Simulation mit geringerem Initiator zeigt
sich wie bereits in den Abbildungen 4.17¢) und 4.18, dass die Bandenform in Abbildung 4.20a) und
b) erhalten bleibt und nur in Flussrichtung verschoben wird. Auch der Versatz der Bandenflanken
jeweils am Rand des Kanals ist vorhanden, fillt bei dieser Simulation jedoch geringer aus als bei
der Simulation mit 0,1M Kaliumjodidkonzentration.
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Abb. 4.20.: MatLab-Simulation des Konzentrationsverhaltens des Reaktionsproduktes Jod vom Zustand
t=0.699s bis zum Zustand t=0.899s bei einer Initiatorkonzentration von 0,05M Kaliumjodid. Die Abbildun-
gen auf der linken Seite zeigen den Konzentrationsverlauf in Farbdarstellung im Mikrokanal. Die Kanalldnge
wurde fiir die Simulation auf 100 pm (unterer Bildrand) und die Kanalbreite auf 80 pm (Skala jeweils linker
Bildrand) festgelegt. Die Flussrichtung verlduft von links nach rechts. Die Konzentration ist {iber die Farbs-
kala im dekadischen Logarithmus von W angegeben. Die Flussgeschwindigkeit betrigt in der Simulation
13027, Auf der rechten Seite ist der Konzentrationsverlauf entlang der Kanallinge an den Kanalbreiten
20pm (rot), 40pm (blau) und 60pm (schwarz) dargestellt. Die Abzissenachse gibt die Kanalldnge in pm, die
Ordinatenachse in logarithmischer Darstellung die Konzentration in mol/1 an.
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Abb. 4.21.: MatLab-Simulation des Konzentrationsverhaltens des Reaktionsproduktes Jod beim Zustand
t=0.699s bei einer Initiatorkonzentration von 0,0056M Kaliumjodid. Die Abbildungen auf der linken Seite
zeigen den Konzentrationsverlauf in Farbdarstellung im Mikrokanal. Die Kanallinge wurde fiir die Simulation
auf 100 pm (unterer Bildrand) und die Kanalbreite auf 80 pm (Skala jeweils linker Bildrand) festgelegt.
Die Flussrichtung verlduft von links nach rechts. Die Konzentration ist iiber die Farbskala im dekadischen
Logarithmus von ﬁl/l angegeben. Die Flussgeschwindigkeit betrdgt in der Simulation 1304%. Auf der
rechten Seite ist der Konzentrationsverlauf entlang der Kanallinge an den Kanalbreiten 20pm (rot), 40pm
(blau) und 60pm (schwarz) dargestellt. Die Abzissenachse gibt die Kanalldnge in nm, die Ordinatenachse in
logarithmischer Darstellung die Konzentration in mol/1 an.

Verringert man die Initiatorkonzentration nun nochmals um das 10fache auf 0,006M Kaliumjo-
did fiir die Simulation, so ist im Vergleich der Abbildung 4.21 mit den Abbildungen 4.17 ¢) und
4.20 a) nach jeweils 0,699s Reaktionszeit erkennbar, dass erwartungsgeméifs die Jodkonzentration
im Bereich 107®M bis 10~"M deutlich geringer ausfillt, jedoch die mittlere Bandenposition aller
drei Initiatorkonzentrationen im gleichen Kanalldngenabschnitt zwischen 40pm und 50pm vorliegt.
D.h. unabhéngig von der Starterkonzentration des Kaliumjodids liegen die Bandenpositionen bis
zum Zeitpunkt t=0,699s im gleichen Kanalbereich vor und werden anschliefend durch die Flussge-

schwindigkeit weiter transportiert.

61



Kapitel 4. Ergebnisse

4.1.5. Diskussion

In diesem Kapitel der vorliegenden Arbeit wurde das Verhalten der autokatalytischen Arsenit-Jodat
Reaktion in Mikrokanalstrukturen mit dem Reaktionsverhalten in kleinen Probengeféfien vergli-
chen. Die Probenvolumina der verwendeten Reaktionsumgebung in den Mikrotiterplattengefiafsen
von 240pl unterschieden sich zu den Fliissigkeitsvolumina in den Mikrokanélen von etwa 30nl um
das 8000fache. Die Reaktionszeit der autokatalytischen Reaktion wurde mit Hilfe eines Farbum-
schlages durch das Reaktionsprodukt Jod bestimmt, der in Abhingigkeit der Konzentration der

arsenigen Saure zeitverzogert sichtbar wurde.

Die Reaktionsgeschwindigkeit innerhalb der Probengeféfe auf der Mikrotiterplatte konnte fiir ver-
schiedene pH-Werte, Konzentrationen der arsenigen Séure, Mischungszustdnde und Losungsvisko-
sitdten bestimmt werden (Kapitel 4.1.1). Es zeigte sich, dass eine Zunahme der Protonenkonzen-
tration, zu einer Beschleunigung der Reaktionskinetik des gesamten Systems fithrt (vgl. Abbildung
4.1 b). Dieses konnte man anhand der folgenden Dushman-Reaktionsgleichung 4.1 erwarten, da
die Konzentration der Protonen neben der Jodat- und Jodidionenkonzentration in die Umsatzrate

eingeht.

(DushmanReaktion) 51" +103 + 6H" — 3I2 + 3H20 (4.1)

(Roebuck Reaktion) Iz + HszAsOz + H20 — 217 + H3AsOy4 + 2H™ (4.2)

Ein &hnliches Verhalten ergibt sich, wenn ausschlieflich die Konzentration der arsenigen Saure
erh6ht wird. Auch hier nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit zu, scheint sich jedoch bei einer Kon-
zentration von 0,2M arseniger Séure einem Maximum zu ndhern (4.2 a). Hier hitte man hingegen
mit einem anderen Resultat gerechnet, da es bei einer hoheren Arsenit-Konzentration vermeintlich
langer dauern sollte, bis die gesamte arsenige S&ure umgesetzt wurde. Erst nach dem vollstan-
digen Umsatz der Sdure wird das Jod in der Roebuck-Reaktion nicht mehr konsumiert und der
Farbumschlag der Reaktionslosung findet statt. Die Losung zu dieser augenscheinliche Diskrepanz
lasst sich mit zwei Eigenschaften des vorliegenden Feedback-Reaktionstyps erkléaren. Zum FEinen
lauft die Roebuck-Reaktion deutlich schneller ab, als die Dushman-Reaktion!®¥. Aus diesem Grund
ist die Dushman-Reaktion letztlich bestimmend fiir die Reaktionsgeschwindigkeit. Das Reaktions-
produkt Jodid der Roebuck-Reaktion nimmt nun Einfluss als Reaktionsedukt auf die Dushman-
Reaktion Umsatzrate, so dass bei einer hoheren Umsatzrate der Roebuck-Reakton zwangslaufig
auch die Umsatzrate der Dushman-Reaktion erhoht wird. Dieses funktioniert jedoch nur solange,
bis die Dushman-Reaktion als langsamere Reaktion, aufgrund der hier ebenfalls Einfluss nehmenden
Jodat- und Protonenkonzentration, ihre maximal mogliche Reaktionsgeschwindigkeit erreicht hat.
D.h. trotz der zunehmenden Konzentration an arseniger Séure liegt nur eine limitierte Jodkonzen-
tration aus der Dushman-Reaktion vor. Das Resultat ist zwangsldufig eine Maximalgeschwindigkeit

der gesamten Feedback-Reakton, was die gemessenen Daten in Abbildung 4.2 a) auch anzeigen. Um
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eine Beschleunigung dieser Reaktion fiir eine Verstdrkung im Zusammenhang eines Testsystems
mit den Konzentrationen zu beeinflussen, reicht es daher nicht aus die Arsenit-Konzentration zu

erhohen, sondern zeitgleich miissen auch die Jodat- und Protonenkonzentrationen erhoht werden.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass sich die Reaktionsgeschwindigkeit der Jodat-Arsenit-
Reaktion auch tiber die Viskositdten und den Mischungszustand beschleunigen lésst (s. Abbildung
4.3). Aus den bereits diskutierten Ergebnissen leitet sich ab, dass eine Beschleunigung der Reaktion
durch die Eduktkonzentrationen der Dushman- und Roebuck-Reaktion erreicht werden kann. Aus
diesem Grund wiirde man erwarten, dass sich eine geringere Durchmischung in &rtlich héheren
Konzentrationswerten duftert, was folglich zur Beschleunigung der Reaktion beitragen sollte. Die in
den Abbildungen 4.3 und 4.4 dargestellten Ergebnisse bestétigen diese Erwartung. Es konnte gezeigt
werden, dass durch eine schlechte Durchmischung die Reaktionszeit um bis zu 30% beschleunigt
werden kann. Behindert man die zeitliche Durchmischung durch die Erhéhung der Viskositdt mit

Agarose, so ldsst sich die Reaktionszeit bis zum Farbumschlag sogar um 64% verkiirzen.

Nachdem das Reaktionsverhalten der Jodat-Arsenit Reaktion in den Mikroliterprobengeféfien unter-
sucht worden war, wurden die Versuche nun in einer Mikrokanalgeometrie durchgefiihrt, wobei sich
das Volumen der Reaktionsumgebung, wie bereits angedeutet, um das 8000fache verringerte. Die
Versuche wurden im kontinuierlichen Volumenfluss durchgefiihrt, was ermoglichte, dass sich durch
die Zufiihrung von frischen Reaktionslésungen eine stabile Farbbande des Jods im Kanalsystem aus-
bildete. Wahrend des Experimentes konnte in diesem Fall keine Reaktionszeit aufgenommen werden,
da diese durch die Volumendurchsatzrate (pm/min) im Mikrokanal von der zeitlichen Dimension
in die rdumliche Dimension eines Bandenabstandes (pm) von der Einmiindungsstelle im Messkanal
transformiert wurde (Abbildung 4.5). Mit Hilfe der eingestellten Volumendurchsatzrate und den
Kanaldimensionen wurde die Reaktionszeit ermittelt und mit den Ergebnissen in den Probenge-
fafsen auf der Mikrotiterplatte verglichen. Es zeigte sich, dass die autokatalytische Jodat-Arsenit
Reaktion im geraden Mikrokanal fiir die Starterkonzentrationen unterhalb von 10mM Kaliumjodid
um das zwei bis 7fache schneller verlduft, als auf der Mikrotiterplatte (vgl. Abbildung 4.6). Ab einer
Starterkonzentration von 0.05M hingegen verlauft die Reaktion langsamer als in den Probengeféafsen.
Fiir die Interpretation dieser Beobachtung muss berticksichtigt werden, dass innerhalb der Mikro-
kanéle nur ein laminares Fliissigkeitsverhalten aufgrund der sehr geringen Reynoldszahlen (0,016 fiir
die Dimensionen 69pm Kanalhthe und 650pm Kanalbreite im Experiment) vorliegt. Eine Durch-
mischung der Reaktionsfliissigkeiten im Mikrokanal kann bei diesen Flussbedingungen nur durch
Taylordispersion oder normale Diffusion stattfinden!3l. AuRerdem fanden die Experimente im konti-
nuierlichen Fluss statt, so dass Diffusion und Advektion miteinander konkurrieren (vgl. Kapitel 2.3).
Die Péclet-Zahl (Pe) gibt hier einen Hinweis, welcher Vorgang iiberwiegt. Die Bestimmung dieser
dimensionslosen Grofse Pe fiir die durchgefiihrten Versuche im Mikrokanal ergibt Werte zwischen 5
und 50. Fiir Werte Pe > 1 iiberwiegt die Advektion (vgl. Gleichung 2.26 in Kapitel 2.3). Die hier
bestimmten Werte liegen nahe 1 oder Pe > 1, daher ist zu erwarten, dass Diffusion und Advektion

etwa gleichberechtigten Einfluss nehmen, bzw. die Advektion im Zweifelsfall iiberwiegen wird.

Anhand der Resultate in den Gefiafen der Mikrotiterplatte lésst sich folgern, dass fiir eine Be-

schleunigung der Jodat-Arsenit Reaktion eine héhere Eduktkonzentrationen der Dushman und der
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Roebuck-Reaktionen notwendig sind. Analog kann eine Verzogerung der Reaktionsgeschwindigkeit
hingegen eintreten, wenn die Losungskonzentrationen verringert werden. Die Verzogerung der Re-
aktionsgeschwindigkeit im Mikrokanal gegeniiber der Probengeféfse fiir die Initiatorkonzentration
oberhalb von 0.05M kann daher so erklart werden, dass fiir einen Start der Autokatalyse in Form
der Dushman Reaktion erst jeder der Reaktionspartner Kaliumjodat und Kaliumjodid sowie eine
ausreichende Menge an Protonen vorhanden sein muss. Die Kaliumjodat- und die Kaliumjodidlo-
sungen waren im realen Kanalexperiment durch die Losung der arsenigen Sdure getrennt, wie es
auch in der Simulation des durchgefithrten Experimentes in Abbildung 4.12 als Startbedingung
deutlich gemacht wurde. Daher verzogert sich die Reaktionszeit folglich um diese Diffusionszeit bei
hohen Starterkonzentrationen im Vergleich mit den Probengefiexperimenten. Ubt die Advektion
in Form des Mediumflusses nun auch noch zusétzlichen Einfluss aus, so wird die Verzogerung hier
noch verstarkt. Dieses Phdnomen verliert jedoch fiir die geringeren Kaliumjodidkonzentrationen an

Einfluss, wie im Folgenden noch begriindet wird.

Ein weiterer Beleg fiir diese These findet sich in den durchgefiihrten Simulationsexperimenten in
Abbildung 4.16 a) und b). Hier wurde, vergleichbar wie im Realexperiment, mit einer deutlich ho-
hen Kaliumjodidkonzentration von 0,1 mol/l simuliert. Es zeigt sich eine Zeitliicke von 0,049 s bis
eine Jodkonzentration im Bereich von 1 - 1079 sichtbar wird. Diese setzt sich zusammen aus der
aufeinander zu gerichteten Diffusion der Kaliumjodat- und Kaliumjodidkonzentrationen (Abbildun-
gen 4.13 und 4.14) und der Reaktionskinetik. Beriicksichtigt man nun, dass im Realexperiment die
Kanalbreite 600pm und der Abstand zwischen den Reaktionslosungen Kaliumjodid und Kaliumjo-
dat mindestens 200pm betrug, so ist davon auszugehen, dass die Diffusion bis zum Reaktionsstart
eine ldngere Zeitspanne in Anspruch genommen hat. Hinzu kommt, dass die Arsenitkonzentration
in der Kanalmitte maximal ist, so dass hier davon auszugehen ist, dass die Roebuck Reaktion das
entstehende Jodprodukt der Dushman Reaktion sofort vollsténdig konsumiert und eine Farbban-
de erst sichtbar wird, wenn durch die Diffusion und den weiteren Reaktionsverlauf die arsenige
Saure vollstdndig aufgebraucht ist. Bei den Versuchen auf der Mikrotiterplatte hingegen lagen die
Kaliumjodat- und die Arsenitkonzentrationen bei Initiatorzugabe vollstdndig durchmischt vor. D.h.
bei den hohen Kaliumjodidkonzentrationen musste ausschlieflich die Initiatorkonzentration in die
reaktionsfahige Losung aus Kaliumjodat und arseniger Sdure hinein diffundieren, was durch die
autokatalytische Reaktion noch verstarkt wurde. Daher war hier die arsenige Séaure frithzeitiger

aufgebraucht und als Resultat ein schnellerer Farbumschlag zu beobachten.

Folgt man nun dieser These, so stellt sich die Frage, wie die deutlich abweichenden Reaktionszeiten
in Abbildung 4.6 fiir Kaliumjodidkonzentrationen unterhalb von 0,05mol/1 zustande kommen. Hier
verlauft die Jodat-Arsenit Reaktion im Mikrokanal bis zu 7fach beschleunigt. An dieser Stelle sei
nochmals auf das Reaktionsverhalten der verwendeten autokatalytischen Reaktion bei steigender
Arsenitkonzentration in Abbildung 4.2 verwiesen. Dort konnte gezeigt werden, dass eine steigende
Konzentration an arseniger Sdure die Reaktionkinetik bis zu einer Maximalgeschwindigkeit gerade
fiir geringe Initiatorkonzentrationen um das 500fache beschleunigen kann. Genau dieses liegt auch
in der verwendeten Mikrokanaldurchfiihrung vor. Dadurch dass die arsenige Sdure in der Mitte

des Mikrokanals am Treffpunkt der Jodat- und der Jodidlosung in der maximalen Konzentration
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vorlag, wurde das entstehende Reaktionsprodukt Jod der Dushman Reaktion augenblicklich zu Jo-
did umgesetzt. Einen Beleg fiir diese These ldsst sich dem Simulationsergebnis der Abbildung 4.15
entnehmen. Hier ist erkennbar, dass die Kaliumjodidkonzentration ein Maximum aufweist und da-
mit mehr zunimmt, als es durch die ausschliekliche Diffusion erwartet werden kann. D.h. an dieser
Stelle werden die in der Roebuck Reaktion produzierten Jodidionen sichtbar. Es kann also davon
ausgegangen werden, dass bei den Versuchen im geraden und Hindernis freien Mikrokanal der Jod-
umsatz mit der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit ablauft, wohingegen in den Probengefaften der
Mikrotiterplatte eine durch die vorgelegten Konzentrationen festgelegte Reaktionsgeschwindigkeit
eingehalten wird. Hinzu kommen die méglichen Teilchenflussrichtungen der einzelnen Stoffe, vorge-
geben durch die Volumeneigenschaften in den durchgefithrten Experimenten. In den Probengefaften
wurde in Volumina von 1 -10? pl gemessen. Im Gegensatz dazu wurden die Experimente im Mi-
krokanal in durch die Kanalgeometrie begrenzten 1 -10? nl Volumina durchgefiihrt. Es muss daher
davon ausgegangen werden, dass die Diffusion im Mikrokanal eingeschriankt gerichtet (senkrecht zur
Flussrichtung) stattgefunden hat, im Gegensatz zu den Experimenten im Probengefafs. Hier war eine
Diffusion innerhalb des Geféfes in alle Raumrichtungen mdoglich, was eine schnellere Abnahme von
ortlich hohen Konzentrationen ermoglichte. Daher ist es naheliegend anzunehmen, dass im Mikroka-
nal lokal erhdhte Konzentrationen, bedingt durch die Reaktionskinetik und die Lésungszufiithrung,
iiber einen langeren Zeitraum konserviert vorlagen als im Probengefiaf auf der Mikrotiterplatte und
somit ein zusatzlichen Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit stattgefunden hat. Diese Annahme
wird durch die Simulation gestiitzt, denn hier trat die Farbbande an der mittleren Kanalposition
fiir alle verwendeten Kaliumjodidkonzentrationen im gleichen Kanall&ingenabschnitt auf und wurde
anschliefsend durch die Advektion verschoben (s. Verleich der Abbildung 4.21 mit den Abbildungen
4.17 ¢) und 4.20 a) nach jeweils 0,699s Reaktionszeit).

Im Abschluss der Laborversuchsreihen wurde versucht iiber Hindernisstrukturen die Kanalgeometrie
derart zu verdndern, dass eine bessere Durchmischung der Reaktionslésungen im Mikrokanal vor-
liegt und damit die Reaktionsgeschwindigkeit verzogert wurde. Entgegen den Erwartungen wurde
die Reaktionszeit durch sdulenartige Strukturen nochmals beschleunigt (Abbildung 4.9). Es konnte
jedoch mit Hilfe der durchgefiihrten Fluoreszenzmessungen gezeigt werden, dass die gewéhlte Hin-
dernisstruktur gegeniiber dem leeren Mikrokanal keine bessere Durchmischung bzgl. der Diffusion
erreichte (Abbildung 4.11 d). Es wird aus Abbildung 3.13 ersichtlich, dass durch die Sdulen im Kanal
der Fliissigkeitsstrom umgelenkt wird. D.h. an dieser Stelle liegt ein anderes Stromungsverhalten
vor als im leeren Mikrokanal. Es findet fiir die 0,05M als auch fiir die 0,05M Initiatorkonzentraton
eine Beschleunigung der Reaktionsgeschwindigkeit gegeniiber dem Kanal ohne Hindernisse statt.
Es wird an dieser Stelle vermutet, dass die zugefiihrte Initiatorkonzentration durch das Umlenken
und das verdnderte Stomungsverhalten schneller mit der Kaliumjodatlosung zusammentrifft. Eine
schneller zunehmende Jodkonzentration wére die Folge. Aufgrund der mangelnden Durchmischung
bleibt die Konzentration der arsenigen Saure jedoch nach wie vor lokal soweit erhoht, dass die Reak-
tion gegeniiber den Probengefafien und auch vergleichbar mit dem leeren Mikrokanal beschleunigt
ablauft. Dieses wiirde somit sowohl zu einer beschleunigten Reaktion bei hoher Kaliumjodidkonzen-
tration als auch bei der geringen Initiatorkonzentration fithren.

Ein Vergleich mit dem gut durchmischenden Mikrokanal mit Wandhindernis (Abbildung 4.11d)
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und 3.13) zeigte schliefslich, dass sich gegeniiber den beiden iibrigen verwendeten Kanalstukturen
der Farbumschlag bei geringen Starterkonzentrationen auf die doppelte Zeitdauer verzogern liefs
(Abbildung 4.9). Gegeniiber den Versuchen auf der Mikrotiterplatte lief die Farbumschlagszeit mit
einer Differenz von etwa 35s immer noch schneller ab. Daher ldsst sich hierdurch ableiten, dass
die Arsenit-Jodat-Clock-Reaktion durch die lokal erhdhte Konzentration aufgrund der laminaren
Flussbedingungen im Mikrokanal schneller ablauft. Durch die Randbedingungen der Kanalwénde
nach oben und unten kann ein Konzentrationsaustausch zudem nur entlang der Kanalbreite statt-
finden, was ebenfalls die Farbreaktionsgeschwindigkeit beschleunigt. Daher wird die verwendete
autokatalytische Reaktion im begrenzten Mikrokanal immer schneller ablaufen als in einer Reakti-

onsumgebung, die eine Diffusion nach allen Raumrichtungen zul&sst.

Als Gesamtfazit ldsst sich schliefen, dass lokal hohe Konzentrationen von reaktionsbeteiligten Sub-
stanzen in autokatalytischen Reaktionen in sehr begrenzten Reaktionsrdumen eine verstiarkende
Wirkung entfalten kénnen, auch oder gerade dadurch dass die Losungen nicht vollstandig durch-
mischt sind. Bedingt durch die Reaktionskinetik kommt es lokal zu einem nichtlinearen Anstieg der
Konzentration des Reaktionsinitiators, so dass durch Diffusion in der weiteren Umgebung bereits
frithzeitiger hohere Konzentrationen erreicht werden, als das der Fall fiir einen gut durchmischten

Zustand gewesen wire.
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4.2. Hydrogel gesteuerte Papierfluidik

Ein Hauptziel der vorliegenden Arbeit ist es, mit Hilfe von Verstdrkungsreaktionen ein mdoglichst
einfaches System zu entwickeln, um Pathogene ohne weitere Laborhilfsmittel mit Hilfe eines ,Wisch-
testes” sensitiv nachzuweisen. Anstelle der herkémmlichen Fliissigkeitszufithrung mittels Schlauch-
verbindungen bei den bisher bekannten Lab-On-Chip Systemen wird in diesem Fall versucht die
materialspezifischen Eigenschaften von saugfihigen Substraten zu nutzen, um die Notwendigkeit
weiterer technischer Hilfsmittel weitestgehend zu vermeiden. Grundlage hierfiir war die durch Mar-
tinez et al.l?! vorgestellte, papierbasierte Mikrofluidiktechnik, die unter Einbeziehung steuerbarer
on-Chip Fliissigkeitsreservoire zu einer autonomen Papierfluidik fiir den point-of-care Bereich wei-
terentwickelt wird. Hierbei soll aufser der Probenzugabe keine direkte Einflussnahme mehr durch den
Anwender notwendig sein. Die Fliissigkeitskontrolle in den strukturierten Papierkanilen wird dabei
iiber thermoresponsive Hydrogele sichergestellt. Wie bereits in Kapitel 3.4 ausgefiihrt, lassen diese
sich beziiglich ihres Schwellverhaltens durch die Vernetzung unterschiedlicher Monomere einstellen.
In der vorliegenden Arbeit wurde einerseits ein Hydrogel mit stufenartigem Schaltverhalten und
andererseits ein Hydrogel mit einem quasi linearem Schwellverhalten als Funktion der Temperatur

verwendet.

Im folgenden Kapitel dieser Arbeit werden zuerst die Kapillareigenschaften eines mikrostrukturier-
ten Papiersystems untersucht. Danach werden zwei thermoresponsive Hydrogele mit unterschied-
lichen Schwellverhalten charakterisiert. Zum Abschluss werden beide Materialien zu einem durch
externen Stimulus steuerbaren Lab-On-Chip (LOC) zusammengesetzt und die Potentiale dieses

Systems in Bezug auf mogliche Anwendungsfelder untersucht und beschrieben.

4.2.1. Fliissigkeitstransport in mikrostrukturierten Papierkanilen

Fiir die Entwicklung eines steuerbaren und kostengiinstigen Einweg-Lab-On-Chip System wurde
auf die bereits in der Literatur mehrfach beschriebene Papierfluidik zuriick gegriffen!59}:56}[58}[571,
Der Vorteil dieser Methode liegt in der vergleichsweise einfachen Strukturierbarkeit der Papiere zu
mikrofluidischen Kanalsystemen und den durch das Papiernetzwerk vorhandenen Kapillarkraften
zum Fliissigkeitstransport. Die aufgetragenen Fliissigkeiten bewegen sich kapillargetrieben in das

Papiersubstrat hinein, ohne zuséitzliche Mikropumpen oder Anschlusszubehor.

Die verwendeten Papierkanéle wurden mit Photolack in Filterpapier strukturiert, wie sie in Abbil-
dung 4.22 a) dargestellt sind. Die in Abbildung 4.22b) gezeigten geraden Papierkanile wurden fiir
die Experimente zur Kapillarkraft verwendet und hatten eine definierte Breite von zwei Millimetern.
Die Fliissigkeiten wurden dabei jeweils iiber die am Kanalanfang erkennbaren, runden Reservoir-
strukturen auf das Papier aufgetragen. Der Fliissigkeitstransport in diesen Kanalsystemen wurde
ausschlieRlich iiber die Kapillarkraft hergestellt. Uber die Benetzungsfiahigkeit des Kanalsubstrates

konnte ein weiterer Einfluss auf den Fliissigkeitstransport ausgeiibt werden. Wie in der Abbildung
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4.23 deutlich wird, ist die Lauflinge der aufgetragenen Fliissigkeit fiir die verwendete Kanalbreite

bei etwa 50mm begrenzt.

a) b)

Abb. 4.22.: a) Unterschiedliche Kanalstrukturen, die mit Fotolack und softlithografischen Methoden in
das Filterpapier eingebracht wurden. b) vier der hier verwendeten linearen Papierkanéle. In diesem Fall
wurde eine rote Farblosung als Kontrastdarstellung auf das runde Reservoirfeld am unteren Bildrand auf die

Papierkanile aufgetragen, die durch die Kapillarkraft in die Kanéle gezogen wurde.

a) b)
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Abb. 4.23.: Fliissigkeitslauflinge im Papierkanal in Abh#ngigkeit vom aufgetragenen Volumen.

Bis zu einem zugefiihrten Volumen von 10 Mikrolitern Fliissigkeit nimmt die Lauflinge im 2 Milli-
meter breiten Papierkanal linear zu. Bei héheren Volumina wird fiir dieses System eine Laufweite

von Scem nicht iiberschritten.

Dariiber hinaus zeigt Abbildung 4.24, dass die Zeit fiir die Fliissigkeitsaufnahme mit jedem Mi-
kroliter Volumen zunimmt. Es wurde jeweils der Zeitpunkt als Messzeit in Sekunden festgehalten,
sobald die Fliissigkeit vollstindig am Reservoir aufgenommen worden war und sich nicht weiter im

Kanal bewegte.
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Aufgrund der deutlich verlangsamten Fliissigkeitsweiterleitung, die ab 10 Mikrolitern Volumen meh-
rere Minuten in Anspruch nimmt, muss fiir offene Systeme beriicksichtigt werden, dass aufgrund der

Mikrolitervolumina die Verdunstung einen zunehmenden Einfluss auf das Papierkanalsystem hat.
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Abb. 4.24.: Darstellung der Fliissigkeitsaufnahmedauer im Verhéltnis zum aufgetragenen Lésungsvolumen
im Papierkanal. Fiir die Volumen 20 und 30 Mikroliter wurde das Volumen in jeweils 2 Aliquots von 10,

bzw. 15 Mikrolitern auf das Reservoirfeld aufgetragen, da die Grofse des Feldes begrenzt war.

Der ,Knick® in der graphischen Darstellung der Messwerte zwischen 15 und 20 Mikrolitern ist darauf
zuriickzufiihren, dass die aufgetragene Fliissigkeitsmenge fiir 20 und 30 Mikroliter jeweils in zwei
Aliquots hintereinander durchgefiihrt werden musste, da die Reservoire aufgrund ihrer Groéfe nur

ein begrenztes Volumen aufnehmen konnten.

4.2.2. Temperaturverhalten von Hydrogelen im Probengefall

Durch die Verwendung von thermoresponsiven Hydrogelen mit Projektpartnern des Institutes fiir
Chemie der Universitédt Potsdam und des Fraunhofer-IAP Potsdam im gemeinsamen Forschungspro-
jekt ,,Taschentuchlabor® entstand die Idee, mit Hilfe dieser Polymereigenschaft eine Kontrollmog-
lichkeit von Fliissigkeiten fiir eine autonome Papierfluidik herzustellen. Uber die Wirme induzierte
Fliissigkeitsabgabe aus den bei Walsh et al.l®”l beschriebenen NIPAM Hydrogelen ist somit der
Zeitpunkt und die Volumenmenge ohne direkten Kontakt auch durch Gehduseteile hindurch, fest

definierbar.

Es wurde zum einen ein Hydrogel aus N-Isopropylacrylamid (NIPAM) vernetzt mit Methylenbis-
acrylamid (MBA) und zum anderen ein Hydrogel aus NIPAM und Acrylamid (AcAm) vernetzt mit
MBA hergestellt. Abbildung 4.26 zeigt das unterschiedliche Kollapsverhalten bei ansteigender Tem-
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peratur dieser beiden Hydrogele im Vergleich. Jeweils gleich grofe ausgestanzte Pads (s. Abbildung
4.25) wurden in einem 1,5ml grofsen Probengefifs erhitzt und das abgegebene Volumen iiber das

Gewicht bestimmt.

a) b)

Abb. 4.25.: a) Heizgerét mit dem die Hydrogelpads in den Probengeféfen erhitzt wurden. b) Versuchsaufbau
der linearen Papierkanile mit den auf den Reservoirfeldern positionierten Hydrogelpads.
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Abb. 4.26.: a) Temperaturabhéngige Fliissigkeitsabgabe der unterschiedlich zusammengesetzten Hydrogele.
Der Fliissigkeitsverlust wurde iiber das Gewicht bestimmt. b) Beispiel eines Hydrogelpads neben einem 1,5ml
Eppendorf-Tube.

Es ist erkennbar, dass bei Zugabe des Monomers Acrylamid eine wesentlich héhere Temperatur
erforderlich ist, um die gesamte Fliissigkeit aus dem Hydrogel zu entfernen. Diese unterschiedlichen
Schaltverhalten kénnen auf einem Testsystem so kombiniert werden, dass fiir die Anwendung in op-
timaler Weise Fliissigkeitsmengen auf das strukturierte Papiersubstrat abgegeben werden kénnen.

Im Fall des NIPAM-AcAm Hydrogels lédsst sich somit auch iiber eine schrittweise Temperaturerho-
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hung sukzessiv Fliissigkeit an das System abgeben, wohingegen beim reinen NIPAM Hydrogel die

gesamte Fliissigkeitsmenge iiber einen schmalen Temperaturbereich vollstandig freigesetzt wird.

4.2.3. Temperaturverhalten von Hydrogelen auf strukturiertem Papier

Das Prinzip der Hydrogel gesteuerten Papierfluidik basiert auf der temperaturinduzierten Freiset-
zung von Fliissigkeit aus dem thermoresponsiven Polymer. Die freigesetzte Fliissigkeitsmenge wird
anschlieften durch das Papiersubstrat aufgenommen und durch die Kapillarkréifte des Fasernetz-
werkes weitergeleitet. Abbildung 4.27a) zeigt ein mit Tintenwasser beladenes Hydrogel auf einer
unstrukturierten Papierfliche. Das Wasser wird stabil durch das Gelnetzwerk festgehalten und erst
durch eine externe Temperaturerhohung freigesetzt, wie in Abbildung 4.27b) dargestellt. Durch ei-
ne Kanalstrukturierung des Papiernetzwerkes kann die abgegebene Fliissigkeit gezielt weitergeleitet
werden, wie anhand des Universitétslogos in Abbildung 4.27d) deutlich wird. Abbildung 4.27 ¢)
zeigt die schematische Darstellung des papierbasierten LOC-Systems. Die Klebefolien auf der Ober-
und Unterseite versiegeln das Kanalsytem, da die Hydrogele durch die geringen Fliissigkeitsmengen

iiber einen langeren Lagerzeitraum austrocknen wiirden.

a) b)

c)

Hydrogel pad resin casted paper

channel

/

adhesive foil adhesive foil

Abb. 4.27.: a) NIPAM-Hydrogelstiick auf einem Filterpapier, das auf die Kollapstemperatur erhitzt wird
b) und die gespeicherte Tintenlosung an das Filterpapier abgibt. ¢) Schematischer Aufbau eines Hydrogel-
gesteuerten LOC-Systems. d) Kontrollierte Fliissigkeitsaufnahme des Papierkanals in Form des Uni-Potsdam-
Logos, nachdem das Hydrogel kollabiert ist.

Nachdem das Schaltverhalten der zur Verfiigung stehenden Hydrogele untersucht war, wurden sie

anschlieffend in das strukturierte Papier integriert. Hierbei wurden die Hydrogele jeweils in Reser-
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voirgrofe ausgestanzt und iiber dem Reservoirfeld positioniert. Mit Hilfe einer groftflichigen Kle-
befolie aus Polymethylmethacrylat (PMMA) wurden die Ober- und Unterseite des strukturierten
Papiers verschlossen, damit die Hydrogele aufgrund ihrer geringen Gréfse bei Raumtemperatur nicht
austrockneten, was bei einem gespeichtern Volumen bis etwa 15 Mikrolitern innerhalb einer Stunde

vollstéandig passieren wiirde.

Uber die Kanalbreite, die Saugfihigkeit des Fasernetzwerkes und das freigesetzten Fliissigkeitsvo-
lumens wird bestimmt, wie weit die Fliissigkeit in den Papierkanal fliefst. Abbildung 4.28 zeigt,
dass durch das unterschiedliche Temperaturverhalten der verschiedenen Hydrogele die Lauflinge

der Fliissigkeit im Papierkanal mit Hilfe definierter Temperaturwerte gesteuert werden kann.
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Abb. 4.28.: Temperaturabhéngig gesteuerte Laufweite der Fliissigkeit im Papierkanal durch einen Hydrogel-
kollaps. a) Unterschiedliches Verhalten des NIPAM- und des NIPAM-AcAm-Hydrogels als Fliissigkeitsreser-
voir auf dem Papierkanal. b) Farbbanden im Papierkanal nach der Flissigkeitsabgabe bei den angegebenen
Temperaturen fiir NIPAM (oben) und NIPAM-AcAm (unten).

Dariiber hinaus wird deutlich, dass die Kombination aus NIPAM- und AcAm-Monomeren den Tem-
peraturbereich fiir das Kollapsverhalten deutlich vergrofert. Wahrend NIPAM zwischen 30°C und
40°C seinen Fliissigkeitsgehalt nahezu vollstandig abgegeben hat, kann das NIPAM-AcAm-Hydrogel

hingegen in diesem Temperaturbereich nur die Hélfte seines Fliissigkeitsinhaltes freisetzen.

4.2.4. Hydrogele als Fliissigkeitsspeicher

Die in Kapitel 4.2.2 und 4.2.3 beschriebenen Eigenschaften der Hydrogele werden nun verwendet,
um mit Hilfe des freigesetzten Fliissigkeitsvolumens gezielt Substanzen auf dem Papierchip zu trans-
portieren und miteinander in Kontakt zu bringen. Werden im Papierkanal Substanzen im trockenen
Zustand vorgelagert, konnen diese durch die Fliissigkeit anschliefend wieder gelost werden. Anhand

der vorgelagerten Substanzmenge und der freigesetzten Volumenmenge lassen sich auch Konzentra-
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tionsverhéltnisse im Kanal einstellen. In der folgenden Abbildung 4.29 wurden in den Bereichen I
und II des Papierkanals Natriumhydroxid und Zitronensédure im getrockneten Zustand vorgelagert.
Durch einen unteren, temperaturinduzierten NIPAM-AcAm-Hydrogelkollaps bei 34°C wird im un-
teren Abschnitt des Kanals das Natriumhydroxid im freigesetzten Wasser gelost (Abschnitt II). Im
Anschluss wird die im NIPAM-Hydrogel gepeicherte Thymolblau-Indikator-Losung bei 44°C voll-
standig freigesetzt (2). Der durch die Natronlauge vorherrschende alkalische pH-Wert wird durch die
blaue Férbung angezeigt. Zum Schluss wird das partiell kompaktierte Hydrogel weiter bis auf 63°C
erhitzt, so dass das im Gel verbliebene Restvolumen komplett freigesetzt wird. Die bereits im Kanal
befindliche Losung wird durch die Kapillarkraft weiterbewegt (3) und erreicht den Kanalbereich
mit der vorgelagerten Zitronenséure. Hier 16st sich das Natriumcitrat und verschiebt den pH-Wert
in den neutralen Bereich, so dass der Indikator im Kanalabschnitt (I) in Bild C einen Farbwechsel

von blau nach gelbgriin anzeigt.

(3)

Abb. 4.29.: T-férmiges Papierkanalsystem mit trocken vorgelagerten Substanzen in den Bereichen I und II.
Durch das aus dem Hydrogel freigesetzte Fliissigkeitsvolumen in Abbildung A(1) wird das bei II befindliche
Natriumhydroxid im Kanal gelst. Der sich einstellende alkalische pH-Wert wird durch die im zweiten Schritt
(2) bei 44°C aus dem NIPAM-Hydrogel vollstindig freigesetzten Thymolblau-Indikator-Losung anhand eines
blauen Farbumschlages angezeigt (B). Zum Abschluss wird das Restvolumen im NIPAM-AcAm Hydrogel bei
63°C komplett freigesetzt und die Fliissigkeitssdule im Kanal weiter nach oben transportiert. Der pH-Wert
der Losung wird durch die sich bei I 16sende Zitronenséure in den neutralen pH-Bereich verschoben, so dass

hier der Indikator einen Farbwechsel von blau auf griingelb anzeigt (3).

Bei einem geschlossenen Kanalsystem kann mit Hilfe eines Hydrogels bei dem die freigesetzte Fliis-

sigkeitsmenge linear von der Temperatur abhéngt (s. NIPAM-AcAm-Hydrogel in Kapitel 4.2.3) die
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Fliissigkeit an jedem beliebig nachfolgenden Kanalort angehalten oder weiterbefordert werden. Mit
Hilfe des definierten Temperaturverhaltens kann es fiir eine Anwendung dariiber hinaus vorteilhaft
sein, dass die Fliissigkeit in dem Papierkanal erst weiter transportiert wird, wenn eine gewiinschte
Solltemperatur erreicht wurde. In dem hier vorgestellten Fall in Abbildung 4.29 wurde in einem

Temperaturspektrum von 34°C bis 63°C im Kanalsystem gearbeitet.

Fiir zukiinftige Anwendungen des durch Hydrogele steuerbaren Testsystems ist gerade die Lagerfé-
higkeit von organischen Substanzen im System interessant. Diese konnte modellhaft anhand eines
enzymbasierten Glukosetest als Demonstrator gezeigt werden. Das System erfiillt folgende Anfor-

derungen:

e Trockenlagerung der benétigten Enzyme und Chemikalien mit unterschiedlichen Losungsei-

genschaften auf dem Papiersubstrat.
e Bedarfsgerechte Bereitstellung der frisch praparierten Enzymlosungen fiir den Test.
e Bedarfsgerechte Zufiihrung der Losungen zum Reaktionsfeld.
e Bedarfsgerechte Zufiihrung der Reaktionslésung zum Sensorfeld.

Abbildung 4.30 zeigt den mit Hydrogelen ausgestatteten Demonstrator. Die Hydrogele dienen in
diesem Fall als Fliissigkeitsspeicher fiir Wasser und konnen bei Bedarf ab einer Temperatur von 32
°C das gespeicherte Volumen vollstindig freisetzen. Die fiir den Test notwendigen und in Wasser
16slichen Enzyme Merrettichperoxidase (HRP) und Glukoseoxidase (GOX) wurden jeweils getrennt
in den Kanalbereichen I und II eingetrocknet vorgelagert. Der in Ethanol 16sliche Redoxfarbstoff

Tetramethylbenzidin (TMB) wurde auf dem separierten Sensorfeld links getrocknet vorgelagert.

Abb. 4.30.: Darstellung des papierbasierten Glukosetest-Demonstrator. In den Bereichen I und II in Ab-
bildung A wurden die Enzyme Glukoseoxidase und Merrettichperoxidase trocken vorgelagert. Uber eine
Pipette wird die Probenlésung manuell aufgebracht (roter Pfeil). Durch einen thermisch induzierten NIPAM-
Hydrogelkollaps wird Wasser freigesetzt, so dass die Enzyme gelost werden (B). Abschliefend wird fiir den
Nachweis durch Knicken der auf dem Sensorfeld vorgelagerte Redoxfarbstoff Tetramethylbenzidin mit dem

Reaktionsfeld zusammengebracht und zeigt dort einen blauen Farbumschlag (C).

74



Kapitel 4. Ergebnisse

Zwei Mikoliter der zu messenden Fliissigkeit reichen aus, um den Test durchzufiihren. Die Probe
wurde hier durch eine Pipette manuell auf das Reaktionsfeld aufgetragen (roter Pfeil in Abbildung
4.30A). Danach wurden die in den Kanélen vorgelagerten Substanzen durch einen thermisch aus-
gelosten Hydrogelkollaps und der damit verbundenen Fliissigkeitsfreisetzung in Losung tiberfiihrt.
Die Kapillarkraft des Papiersubstrates zog die Fliissigkeiten anschliefend durch die Kanéle zum
Reaktionsfeld, wo die Enzyme mit der Glukose reagierten (B). In Folge der Fliissigkeitsbenetzung
zeigt sich der Kanal in der Abbildung an diesen Stellen dunkler. Durch Knicken wurde zuletzt das
Sensorfeld mit dem vorgelagerten Redoxfarbstoff mit dem Reaktionsfeld in Kontakt gebracht, so
dass das TMB umgesetzt werden konnte. Der in Abbildung 4.30 C sichtbare Farbumschlag von

gelbgriin nach blau zeigt die in der Messsubstanz vorhanden gewesene Glukose an.

4.2.5. Hydrogele als Wirkstoffspeicher

In den vorangegangenen Versuchen wurden die Hydrogel-Pads als Wasserspeicher verwendet. Als
Erweiterung wurde untersucht, ob auch in Wasser 16sliche Substanzen mit dem Losungsmittel in den
Hydrogelen gespeichert werden kénnen. In der bereits besprochenen Abbildung 4.29 des T-Kanals
wurde Thymolblau-Natriumsalz in Wasser gelost und mit dem Lésungsmittel im Hydrogel gespei-
chert. Durch einen Hydrogelkollaps wurde das gespeicherte Losungsmittel anschliefsend mit dem
darin gelosten Indikator freigesetzt, was sich hier in der blauen Farbung des Papierkanals zeigt. Es
wird anhand des kollabierten, gefarbten Hydrogels jedoch deutlich, dass Teile des Indikators im Hy-
drogel verblieben sind. Um dieses genauer zu untersuchen, wurde im folgenden Versuch Thymolblau

mit einer definierten Konzentration in Wasser gelost und anschlieffend im Hydrogel gespeichert.

3
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Abb. 4.31.: Relative Absorption der Inkubationslésung (Urlosung) die in das Hydrogel eingelagert wurde,
gegen die durch einen Thermokollaps freigesetzte Losung (Gellosung). Die angegebene Thymolblaukonzen-
tration entspricht hierbei der Urlésungskonzentration. Die gemessene Absorption der Gellosung kann daher

einer Konzentration zugeordnet werden.
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Nach dem erneuten Freisetzen der Substanzen durch einen Hydrogelkollaps wurde die Absorption
der Losung gegen eine geeichte Konzentrationsreihe in einem Mikrotiterplattenphotometer (i-Mark,
BioRad) bestimmt. In Abbildung 4.31 sind die gemessenen Absorptionswerte dargestellt. Es zeigt
sich, dass die Absorptionsmesskurven annéhernd parallel verlaufen, jedoch zueinander verschoben
sind. Die Funktion der Eichkurve (Urlésung) wurde mit Hilfe einer linearen Regression bestimmt.
Der Mittelwert der Absorptionsdifferenz zwischen Eichlosung und Gellésung betragt 0,27 (£ 0,07).
Mit Hilfe der Eichkurvenfunktion ergibt sich eine durch das Hydrogel zuriickgehaltene Thymolblau-

konzentration von 0,027mg/ml.
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4.2.6. Diskussion

In vorangegangenen Arbeiten 179 [56] [58] [57] konnte erfolgreich gezeigt werden, dass Papier mit Hil-
fe fotolithografischer und drucktechnischer Methoden auf verschiedene Art und Weise strukturiert
werden kann. Diese Kanalstrukturen konnen durch die papiereigenen Kapillarkrafte als mikroflui-
dische Systeme genutzt werden!?’l. Begrenzt waren diese papierbasierten Lab-On-Chip (LOC) Sys-
teme allerdings in ihrer Steuerungsfédhigkeit, sodass mehrschrittige und komplexere Reaktionen mit

Flussunterbrechungen bisher nicht auf Papiersubstraten implementiert werden konnten.

Dariiber hinaus existieren eine Reihe von Arbeiten zur Herstellung von responsiven Hydrogelen[97] 731,
die beispielsweise als Oberflachen mit positiven Eigenschaften fiir die Zellkultur verwendet werden
kénnen!®l. Es wurden ebenfalls Untersuchungen durchgefiihrt, diese Hydrogele als Reservoir fiir che-
mische und biologische Substanzen zu verwenden 12145l Es konnte gezeigt werden, dass responsive

Hydrogele ein hohes Potential fiir unterschiedlichste Anwendungsbereiche besitzen.

In der vorliegenden Arbeit konnten nun zum ersten Mal erfolgreich thermoresponsive Hydrogele mit
strukturierten Papiersubstraten zu einem steuerbaren, anschluss- und pumpenfreien Lab-On-Chip

System kombiniert werden.

Durch die Verwendung von Papier als Trégermaterial ist es moglich aus den vorgestellten Demons-
tratoren Einwegsysteme zu konzipieren, die sehr kostengiinstig und vergleichsweise einfach herzu-
stellen sind. Dariiber hinaus zeigt sich das System als sehr vorteilhaft in Bezug auf die zur Analyse
und Steuerung notwendigen Fliissigkeitsmengen. Mit weniger als 20 Mikrolitern Volumen lassen
sich bereits komplexe Analyseprotokolle durchfiithren und zeitlich kontrollieren. In der vorliegenden
Arbeit wurden in Kapitel 4.2.4 Demonstratoren in Form eines einfachen Glukosetests und eines
pH-Wert-Test prasentiert. Mit diesen konnte gezeigt werden, dass sich chemische und biologische
Substanzen im getrockneten Zustand auf dem Testsystem lagern lassen und bei Bedarf schnell be-
reitgestellt werden konnen. Ebenso wurde gezeigt, dass die verwendeten Hydrogele nicht nur als
reine Fliissigkeitsreservoire auf diesen Testsystemen Verwendung finden koénnen, sondern auch die

Moglichkeit besteht, geloste Substanzen zu speichern und bei Bedarf abzugeben.

Weiterhin hat sich die Verwendung von Acrylamid als Grundmaterial fiir die Hydrogelherstellung
als sehr giinstig erwiesen. Durch die Féahigkeit verschiedene chemische Seitengruppen an die Amid-
Gruppe zu kniipfen, ergibt sich ein vielfaltiges Baukastensystem, mit dem die Eigenschaften des
polymerisierten Hydrogels beeinflusst werden kénnen. Hier konnte gezeigt werden, dass durch die
Kombination von N-Isopropylacrylamid (NIPAM) und Acrylamid (AcAm) die Thermoresposivi-
tat des urspriinglichen NIPAM-Hydrogels von einem schmalen Kompaktierungsverhalten, bei dem
der Kollaps in einem engen Temperaturbereich abléuft, zu einem linearen Verhalten, bei dem der
Kollaps iiber einen breiten Bereich proportional zur Temperatur erfolgt, aufgeweitet werden kann
(s. Kapitel 4.2.2). Hieraus ergibt sich die Moglichkeit, durch die Kombination aus verschiedenen
thermoresponsiven Hydrogelen Fliissigkeiten bei Bedarf sehr schnell oder auch schrittweise in die

Papierkanéle zu leiten. Damit ist die Voraussetzung geschaffen worden, Substanzen trocken oder in
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Losung zu lagern, die Fliissigkeiten zielgerecht zuzufithren, vor Ort zu halten oder auch bei Bedarf

abzufiihren.

Zusatzlich stellt dieses Fluidiksystem die Moglichkeit zur Verfiigung, stark toxische Substanzen
vollsténdig isoliert von der Umwelt und dem Anwender ohne direkten Kontakt iiber Schlauchsysteme
fiir analytische Zwecke kontrollieren zu kénnen. Umgekehrt kann mit diesem LOC-System ebenso ein
Analyseplatz mit definierter Reinheit zur Verfligung gestellt werden, wenn die dufseren Bedingungen

eine anderweitige Messung aufgrund der Verkeimung oder Verschmutzung unmdoglich machen.

Neben diesen Vorteilen konnte in dieser Arbeit auch gezeigt werden, dass dem hydrogelgesteuerten

LOC-System aufgrund der verwendeten Materialien Grenzen gesetzt sind:

In Kapitel 4.2.5 wurde gezeigt, dass bei der Verwendung von Hydrogelen als Wirkstoffreservoir die
gespeicherten Substanzen nach der Freisetzung durch einen Hydrogelkollaps nicht vollsténdig ab-
gegeben werden. Anhand des Thymolblau-Absorptionsversuches wurde deutlich, dass 0,027 mg/ml
Thymolblau im NIPAM-Gel zuriickgehalten werden. Aus diesem Grund wird es bei der Verwendung
von Hydrogelen als Wirkstoffreservoir notwendig sein, den Wirkstoffverlust aufgrund der Geleigen-

schaften fiir jede verwendete Substanz separat festzustellen.

Im Hinblick auf die Verwendung der Papierkanalstrukturen wurde in Kapitel 4.2.1 deutlich, dass
die Kanallédnge bei einer festgelegten Kanalbreite von zwei Millimetern auf 5 Zentimeter begrenzt
ist. Ab dieser Lange ist die Kapillarkraft nicht mehr ausreichend, um die Fliissigkeit addquat durch

das Kanalsystem zu transportieren. Als Losung fiir dieses Problem sind zwei Auswege zu nennen:

Zum einen besteht die Moglichkeit zum Ende der Grenzldnge ein weiteres Hydrogel inklusive dem
notwendigen Reservoir zu positionieren, um die Fliissigkeit voranzutreiben. Es muss jedoch darauf
geachtet werden, dass Wirkstoffe und Substanzen, die durch den Kanal beférdert werden sollen,
auch durch die zusétzlich freigesetzte Fliissigkeit erfasst werden. Zum anderen bietet das Papierka-
nalsystem die Moglichkeit der Lagen- oder Sandwichanordnung, wie es bereits von Martinez et al.
57 und Then und Garnier 1 beschrieben wurde. Hierdurch lassen sich die Kanallingen deutlich

verkiirzen, bei gleichzeitig ausreichendem Platzangebot fiir unterschiedliche Reaktionsbereiche.

Werden diese Einschriankungen ausreichend beriicksichtigt, so reprasentiert das hier neu vorgestell-
te System ein einfaches, kostengilinsiges, innovatives und vielfiltig einsetzbares LOC-System, mit
dessen Hilfe Losungen zur Analyse automatisiert direkt vor Ort sauber hergestellt sowie kontrolliert

zu- und abgefiihrt werden kénnen.
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4.3. Verstarkung von Pathogennachweisreaktionen

Nachdem in Kapitel 2.3.3 erfolgreich ein Demonstrator in Form eines Hydrogel-gesteuerten Glu-
kosetestsystems entwickelt werden konnte, fehlt bis zu diesem Zeitpunkt noch der Beweis, dass
ein derartiges Schnelltestsystem pathogene Strukturen, wie Mikroorganismen oder Viren, nachwei-
sen kann. Dieser Beweis soll nun im folgenden Kapitel erbracht werden. Dabei wird zuerst das
bereits vorgestellte, automatisiert steuerbare Papierfluidiksystem zu einem selektiven Schnelltest
auf den Mikroorganismus Fscherichia coli weiterentwickelt. In den letzten beiden Abschnitten des
vorliegenden Ergebnisteils wird anschlieffend versucht, in einem weiteren ,Vereinfachungsschritt”
die Pathogenerkennung und die Verstarkungsreaktion in eine einzige Reaktionsumgebung direkt in
das Hydrogel einzubetten, so dass die Miniaturisierung des Schnelltestsystems hier mit Hilfe der

maximal zur Verfliigung stehenden Moglichkeiten ausgereizt wird.

4.3.1. Enzymatisch verstarkter E.coli-Schnelltest

Auf Basis der Ergebnisse aus Kapitel 2.3.3 wurde im Folgenden ein Mikroorganismenschnelltest
konzipiert, der in gas- oder fliissigkeitsfithrenden Leitungssystemen eine Kontamination durch aus-
gewahlte Zielorganismen nachweisen kann. Als Modellorganismus wurde in diesem Fall das Bak-
terium FEscherichia coli gewihlt, da es sich schnell in Laboren der Sicherheitsstufe S1 kultivieren
und handhaben ldsst. Fir die Identifizierung des Mikroorganismus wird eine Antikorper basierte
Farbreaktion verwendet. Dazu werden die Pili von E. coli mit einem polyklonalen Antikérper (K99-
Pili-AK/ Rabbit/ antibody-online) markiert. Dieser spezifische Antikérper wurde vom Hersteller
am NH-Terminus mit dem Enzym Merrettichperoxidase (Horseradish peroxidase) (HRP) gelabelt.
Durch die Zugabe einer Bariumperoxid-Losung in verdiinnter Schwefelsédure (pH 4,0) und Tetrame-
thylbenzidin wird dieser Stoff bei Anwesenheit der HRP zu einem blauen Farbstoff umgesetzt, wie
in Abbildung 4.32 dargestellt.

CHy CH,
2 NH, NH
~2H
H3C i i, CH3 — HEC = e CH3
| +2H P
HaN HN

Abb. 4.32.: Farbstoffreaktion von 3,3’,5,5’ Tetramethylbenzidin (TMB). In Anwesenheit von Wasserstoffper-
oxid und dem Enzym Merrettichperoxidase wirkt das TMB als Wasserstoffdonator und wird zum TMB-

diimin umgesetzt!?l.

Die entscheidenden Eigenschaften eines point-of-care Testsystems sind zum einen die Einfachheit in
der spateren Anwendung und zum anderen die Empfindlichkeit beziiglich des Zielnachweises. Aus
diesem Grund wurde der nachfolgend vorgestellte E. coli-Schnelltest so zusammengestellt, dass alle

notwendigen Chemikalien und Enzyme bereits auf dem Testsystem implementiert sind. In einem zu-
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vor kanalstrukturierten Papiersubstrat wurden 0,6pg eines Merrettichperoxidase (HRP) gelabelten
monoklonalen Antikérpers an Position 1 in Abbildung 4.33 im linearen Kanal trocken vorgelagert.
Dazu wurde die Antikérpermenge vorher in 6ul HoO dd aufgenommen, in jeweils 1pl-Aliquots in die
Struktur pipettiert und bei Raumtemperatur eingetrocknet. Im gegabelten Kanal wurde an Positi-
on 2 insgesamt 30pg des Redoxfarbstoffs TMB aufgenommen in 6ul einer HoO dd/Aceton-Losung
(1:2) aufgetragen und eingetrocknet. Im Gleichen Kanal wurden 0.8png Bariumperoxid an Position
3 als Protonendonator (suspendiert in 6ul Ethanol) in die Struktur pipettiert und eingetrocknet.
Anschliefsend wird auf das Absorptionsfeld 4 ein wasserspeicherndes Hydrogel aufgebracht. Auf das
Absorptionsfeld 5 wurde ein Hydrogel mit gespeicherter, verdiinnter Schwefelsdure (100pM) aufge-
bracht. Mit dem oberen Gehéusedeckel (Acrylklebefolie), wie in Abbildung 4.34 dargestellt, wurde
das System von oben dicht verschlossen. Auf dem unteren Gehéusedeckel (Glastréger) wurde mit
Hilfe einer doppelseitig klebenden Folie ein Endreservoir aus saugfahigem Substrat fixiert. In der
Mitte der Klebefolie wurde ein ringférmiger Durchlass eingebracht, welcher mit einer Verbindungs-
briicke aus saugfahigem Material ausgefiillt war. Das so vorbereitete Testsystem war anschlieffend

einsatzbereit.

Wasser speicherndes Hydrogel Verd. Schwefelsiure
speicherndes Hydrogel

Absorptionsfeld.4

salgfahige — /\W \

Kanalstrukturierte
Substratlage Pos.l Pos.2 Pos.3

Mikroporenfilter .
/" Positionsfeld A

Y 'v/

~- Absorptionsfeld.5

Abb. 4.33.: Positionierung des Mikroporenfilters auf dem Positionsfeld A. In der oberen Strukturlage sind
die Positionen 1-3 der Reaktionssubstanzen dargestellt. Auf die Darstellung des Gehdusedeckels wurde aus

Ubersichtsgriinden in dieser Abbildung verzichtet.

Es wurden jeweils E.coli-Zellsuspensionen mit einer Zelldichte von 2,8x10° und 5,025x10° auf einen
Mikroporenfilter mit einem Porendurchmesser von 0,2pm aufgetragen und eingetrocknet. Durch das
Zuriickhalten der Mikroorganismen auf der Filtermembran findet ein ortliches Aufkonzentrieren
statt, so dass die Bindungswahrscheinlichkeit zwischen Zielpraparat und Antikorper im Testsystem
erhoht wird. Anschliefsend wird der Mikroporenfilter mit einer sterilen Pinzette mit der Unterseite
mittig auf die Verbindungsbriicke geklebt, wie in Abbildung 4.33a) dargestellt.
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Gehausedeckel —

Fluidikkanale _

Hydrogele
Kanalstrukturierte
saugfahige —» Kanalbriicke aus

Substratlage ___— saugfahigem
— Substratmaterial

Doppelseitig
haftende Folie
mit Durchlass —

Endreservoir aus
—— saugfédhigem
Substratmaterial

Gehausehoden

Abb. 4.34.: Detaillierte Darstellung des E-coli-Schnelltests in den einzelnen Lagen mit Gehause.

Danach wird die Testunterseite mit der Testoberseite zentriert, handfest verpresst und somit das
Testsystem dicht verschlossen. Uber einen thermischen Stimulus von 38°C wird das Hydrogel auf
dem Absorptionsfeld 4 zum Kollabieren gebracht, wodurch das gespeicherte Wasser freigesetzt wird.
Die Kapillarkrifte des saugfihigen Substrates ziehen das Wasser in den strukturierten Kanal zu-
erst zur Position 1, wo es den dort vorgelagerten Antikorper auflost und im Weiteren durch den
Mikroporenfilter hindurch gezogen wird. Hier bleibt ein Teil der Antikérper an den vorhandenen
Mikroorganismen selektiv gebunden. Die restliche Losung wird vom Endreservoir aufgenommen,

wodurch die ungebundenen Antikérper gleichzeitig vom Mikroporenfilter entfernt werden.

a) b)

Abb. 4.35.: Aufsicht auf den Mikroorganismenschnelltest. a) Kanaldesign, b) ein durchgefiihrter Schnelltest
mit positivem E. coli Befund und ¢) mit negativem Befund auf E. coli. Die Durchfiihrungszeit fiir den
Schnelltest nach Einlegen des Mikroporenfilters betrégt weniger als 5 Minuten.
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Im zweiten Schritt wird das Hydrogel auf dem Absorptionsfeld 5 bei 38°C thermisch zum Kol-
laps gebracht, wobei die verdiinnte Schwefelséure freigesetzt wird. Diese wird ebenfalls durch die
Kapillarkrifte des saugfihigen Substrates in den Kanal gezogen, wo es an Position 3 das Peroxid
auflost und mit diesem zu Wasserstoffperoxid und Bariumsulfat reagiert. Diese Losung wird weiter
zu Position 2 gezogen und durchfeuchtet dort das Tetramethylbenzidin (TMB) besetzte Substrat.
Befinden sich nun Mikroorganismen auf dem Mikroporenfilter, an die der Peroxidase-gelabelte An-
tikorper aus der ersten Freisetzung binden konnte, so wird in Anwesenheit des Wasserstoffperoxid
das TMB durch die HRP von gelbgriin nach blau umgesetzt und zeigt somit als positiver Nachweis
den Zielorganismus an, wie in Abbildung 4.35b) dargestellt. Sind keine Zielpriaparate auf dem Fil-
ter, so fehlt die Peroxidase fiir die Umsetzung des TMBs. Der Farbkanal zeigt als Resultat keinen
Farbumschlag, wie in Abbildung 4.35¢) dargestellt.

4.3.2. Autokatalytische Clock-Reaktion zur Signalverstarkung von freigesetztem Kaliumjodid

aus einem Hydrogelkollaps

Nachdem mit Hilfe von thermoresponsiven Hydrogel-Pads erfolgreich gezeigt werden konnte, dass
Substanzen und Fliissigkeiten gespeichert und bei Bedarf freigesetzt werden kénnen, soll nun ein
Verstarkungssystem aus Hydrogelen und autokatalytischer Reaktion zusammengestellt werden. Im
folgenden Demonstrator wurde das Arsenit-Jodat-Reaktionsgemisch in ein Agarosegel bei einem

pH-Wert von 5 eingebettet und in einer Petrischale geliert vorgelegt.

Anschliefsend wurden die bisherigen Arbeiten mit dem NIPAM- und NIPAM-AcAm-Hydrogel ge-
nutzt, um ein pH-sensitives Hydrogel zusammenzustellen. Hierfiir wurde das NIPAM-Hydrogel
mit Carboxylgruppen versehen. Dieses ldsst sich bequem iiber eine Zusammenstellung aus den N-
Isopropylacrylamid (NIPAM)- und Acrylsidure (AcAc)-Monomeren (vgl. Kapitel 3.4.3) herstellen.
Es zeigte sich, dass ein Copolymer aus NIPAM und AcAc im Verhéltnis von 9:1 mit dem vorher
etablierten Herstellungsprotokoll fiir das NIPAM- und das NIPAM-AcAm Hydrogel mit einem guten
Polymerisationsergebnis herstellbar war. Ein Copolymerisationsverhéltnis zugunsten der Acrylsdure

hingegen fiihrte zu teilweise unvollstéandiger Polymerisation.

Das fertig polymerisierte NIPAM-AcAc-Hydrogel wurde gewaschen und anschliefend {iber Nacht in
einer Kaliumjodid-Losung gelagert, so dass das Kaliumjodid durch Diffusion als Reaktionstarter im
Hydrogel gespeichert wurde. Das pH-responsive Hydrogel wurde abschliefsend auf die Agaroseschicht
mit dem eingebetteten Arsenit-lodat-Reaktionssystem gelegt, so dass im Ergebnis ein durch Jodid
auslosbares Farbstoffsystem in Sandwichform zusammengestellt wurde. Der Versuchsaufbau ist in
Abbildung 4.36 dargestellt.

Mit Hilfe eines 0,5nl Tropfens aus 1M Salzsdure wurde das Hydrogel ortlich begrenzt zum Kolla-
bieren gebracht und das Jodid als Reaktionsstarter freigesetzt. Das Hydrogel verdndert dabei an
einer kreisrund begrenzten Fléache sein Erscheinungsbild von transparent zu lichtundurchlassig, wie
in Abbildung 4.37a) gezeigt. Abbildung 4.37b) zeigt in einer schematischen Schichtdarstellung den
Verlauf der freigesetzten Jodid-Ionen und den resultierenden Bandenverlauf. In Abbildung 4.37¢)
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ist der Versuchsaufbau nach der abgelaufenen Reaktion gezeigt. An den Fliissigkeitstropfen an der
Hydrogeloberflache ist erkennbar, dass das gesamte Gel kollabiert ist. Der Farbumschlag der auto-
katalytischen Reaktion wird an der Freisetzungsstelle zuerst sichtbar, wie man in Abbildung 4.39e)
und f) erkennen kann, und setzt sich entlang der Grenzschicht zwischen Hydrogel und Agarosegel
fort.

pH-responsives Hydrogel
mit Kaliumiodid

Petrischale ~ l
'

Agarosegel mit

Arsenit-Jodat-

Reagenz

Abb. 4.36.: Farbstoffsystem aus Hydrogel und Arsenit-Jodat-Clock-Reaktion. a) Aufbau in einer schema-
tischen Schnittskizze gezeichnet. In eine Petrischale wurde ein Agarosegel mit der Arsenit-Jodat-Losung
gegossen und geliert. Auf das feste Agarosegel wird das pH-responsive Hydrogel mit dem gespeicherten Ka-
liumjodid plaziert. In Abbildung b) ist der reale Versuchsaufbau des auslosbaren Farbstoffsystems gezeigt.

Auf der Agarosegelschicht befindet sich mittig ein dreieckig ausgeschnittenes Hydrogelpad.

Wahrend des Reaktionsablaufs werden in der Agaroseschicht stindig Protonen freigesetzt, so dass
sich vor der Farbbande der pH-Wert entlang des Hydrogels weiter verringert, worauf die dariiber

angrenzenden Hydrogelbereiche ebenfalls kollabieren.

b)

Abb. 4.37.: a) Hydrogelpad an einer Skalpellklinge mit abgegrenzter, kreisrunder Kollapsstelle, wie diese sich
nach Zugabe eines Salzsdure-Droplet zeigt. b) Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus aus Hydrogel
und der Agaroseschicht. Nach dem ortlichen Kollaps des Hydrogels werden Jodid-Tonen an das darunter
liegende Agarosegel abgegeben. Hier reagiert das Jodid mit Jodat zu Jod, welches durch die arsenige Séu-
re zu Jodid umgesetzt wird (s. Kapitel 2.2.3). Nach dem vollstindigen Verbrauch der arsenigen Sdure in
der Reaktion bleibt Jod zuriick, welches als Farbbande sichtbar wird. Zusatzlich produziert die Reaktion
Protonen, so dass der pH-Wert in der Agaroseschicht sinkt. Dieses fiihrt zu einem Kollaps des dariiber lie-
genden Hydrogels. Aus diesem Grund breiten sich radial vom Reaktionsstartpunkt eine Farbbande und eine
Kollapsbande aus. ¢) Vollstandig kollabiertes Hydrogel auf der farbigen Agaroseschicht.
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Diese Bereiche setzen an der Hydrogel-Oberflache, wie in Abbildung 4.37 ¢) dargestellt, Fliissigkeit-

stropfen frei, da hier ein angrenzendes, aufnahmeféhiges Medium fehlt.

Nachdem die Reaktion den Hydrogelrand erreicht hat, zeigt sich das Hydrogel in Abbildung 4.39j)
vollstandig kollabiert. Die Farbreaktion lduft anschliefend im Agarosegel ohne Hydrogel bis zum
Schalenrand weiter. Es ldsst sich auf den Abbildungen 4.39h)-j) weiterhin erkennen, dass sich der
Bereich um die Stelle an der die Reaktion ausgeldst wurde dunkler hervorhebt, von einer Kreisform
in eine Ringform iibergeht und schlieflich in der Mitte des Hydrogels verblasst, jedoch abgesetzt
erhalten bleibt.

Ein Referenzversuch mit einem 0,5pl Droplet reinem Wasser fiihrt hingegen nicht zum Auslésen
der Farbstoffbande innerhalb der gesamten Experimentdauer von 30 Minuten. Auch die bereits mit
Hydrogelen versehenen und zum Auslésen vorbereiteten Hydrogel-Agarose-Systeme bleiben mehrere
Tage bei Raumtemperatur stabil. Es zeigte sich jedoch, dass bereits geringe Verunreinigungen bei der
Lagerung der fertig préparierten, anregbaren Systeme ausreichen, um die Farbreaktion auszulésen.
8 von urspriinglich 12 Systemen waren nach 3 Tagen noch einsatzfahig. Nach zwei Wochen waren

noch 6 von 12 Systemen auslosbar.

Abb. 4.38.: Momentaufnahme eines frisch ausgelosten autokatalytischen Farbstoffsystems. Die gelbe Ban-
denfront zeigt den Farbumschlag in der Agaroseschicht an der Grenze zum Hydrogel. Diese stellt auch
gleichzeitig die Kollapsgrenze des pH-responsiven Hydrogels dar. Sehr verlangsamt zeigt sich dahinter eine

zweite orange-rote Farbbande im Hydrogel, die im weiteren Verlauf einen Ring bildet.
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Abb. 4.39.: Versuchsergebnis des auslosbaren Farbstoffsystems aus dem Hydrogel und der Arsenit-Jodat-
Clock-Reaktion. Abbildung a) zeigt die Ausgangssituation. Nachdem der Sdure-Droplet mit einer Mikropi-
pette in der Mitte des Hydrogels platziert wurde (b) vergehen ca. 30s, bis sich ein Farbumschlag zeigt (e).
Innerhalb von 240s breitet sich die Reaktionsfront im anregbaren Agarosemedium bis iiber das Hydrogel
hinaus aus. Eine zweite sehr dunklere Farbbande zeigt sich im Hydrogel folgend (g-j). In den Abbildungen

i) und j) sind Fliissigkeitsabsonderungen innerhalb der ersten Farbbande auf dem Hydrogel erkennbar.
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4.3.3. E-Coli Bindung an ein funktionalisiertes Hydrogel

Um das in Kapitel 4.3.2 gezeigte anregbare Verstiarkungssystem zu einem Pathogennachweissystem
weiter zu entwickeln, ist es notwendig eine Erregerbindung als Priméarreaktion in das Hydrogel zu
implementieren. Die Spezifitat dieser Bindung bestimmt dabei, inwiefern ein solches System fiir
die spatere Anwendung brauchbar ist. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit der
bereits in Kapitel 4.3.1 verwendete Nachweisweg iiber spezifische Antikérperbindung gewéhlt, wie
sie auch in den etablierten ELISA-Tests Anwendung finden [#4 1951 23] AuRerdem soll idealer Weise
eine schnelle und einfache Anpassung durch Austausch unterschiedlicher Erkennungsgruppen an das
Polymergeriist moglich sein. Bei diesem Losungskonzept muss darauf geachtet werden, dass eine ko-
valente Kopplung des Antikdrpers an das Hydrogel nicht zum Verlust der Erkennungsfunktion fiihrt.
Aufgrund der bereits in Kapitel 4.3.1 angesprochenen Vorteile des Darmbakteriums Escherichia coli
wurde dieser Mikroorganismus als Modell ausgewéhlt und versucht ein Hydrogel mit Antikérpern
auf diesen Zielorganismus zu funktionalisieren. Die Wahl des Hydrogels und die Kopplung des An-
tikérpers wurden dabei in Zusammenarbeit mit dem Fraunhofer IAP in Potsdam entwickelt und
durchgefiihrt. Eine kurze Beschreibung der EDC/NHS-Kopplung ist in Kapitel 3.4.4 und der zu-
gehorigen Abbildung 3.9 dargestellt. Antikorperwahl, Zellkultur und Bindungsversuche sind dabei
Bestandteil der vorliegenden Arbeit.

Fiir die Verifizierung einer erfolgreichen Antikérperkopplung zwischen einem Triglycol-Hydrogel
und einem monoklonalen Antikorper gegen FEscherichia coli Pili K99 wurde das funktionalisierte
Hydrogelpad (s. Kapitel 3.4.4) zum einen zwischen zwei Glasplatten und zum anderen in einem
Eppendorf-Tube mit F. coli Zellsuspensionen inkubiert. In Abbildungen 4.40 und 4.41 ist im Ver-
gleich die zeitliche Abfolge der Inkubation mit der Bakteriensuspension zwischen zwei Glasplatten
gezeigt. Aufgrund der rdumlichen Begrenzung durch die Deckglédser konnte die Bakteriensuspen-
sion das Hydrogel nur von der schmalen Gelseite erreichen. In Folge der Gelpriaparation auf den
Glastragern kommt es an den Gelkanten durch ungleichméfige Anhaftungen an der Glasoberfldche
zu tunnelartigen Strukturen, wie sie in Abbildung 4.40a) durch die Anordnung der schwimmenden
Bakterien gut zu erkennen sind. Hier lasst sich das Verhalten der Bakterien sehr gut beobachten, da
die Bewegungsrichtung der Bakterien in einer Ebene mit begrenzter Hohe eingeschrénkt ist. In der
Darstellung 4.40 ist dabei das Verhalten der Bakterien an einem Hydrogel, dass mit den Kopplungs-
substanzen EDC und NHS, jedoch ohne den E.coli-Antikorper behandelt wurde, dargestellt. Zum
Vergleich ist in Abbildung 4.41 ein Hydrogel der gleichen Zusammensetzung, das mit EDC, NHS und
E.-coli-Antikérper behandelt wurde, gezeigt. Beide Abbildungsreihen wurden aus einer zusammen-
héngenden Bildsequenz erstellt. Der unterschiedliche Bindungseffekt wird in der gezeigten Abfolge
anhand eines markierten Bakteriums dargestellt. Es sei daher an dieser Stelle auf die zugehérige,
deutlich bessere Darstellung der Originalsequenzen ’E-coli-HyGel-ohne-AK-mit-EDC-01’, "E-coli-
HyGel-ohne-AK-mit-EDC-02’ und "E-coli-HyGel-funkt-01’ sowie "E-coli-HyGel-funkt-02’ auf der im
Anhang beigefiigten CD verwiesen, da in der folgenden Darstellung nur Makro-Momentaufnahmen

verwendet werden konnten.
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Abb. 4.40.: a) Tunnelartige Struktur am Rand des nicht mit Antikérpern funktionalisierten Triglykol-
Hydrogels. Durch diese Struktur kénnen die E.-coli-Bakterien im Suspensionsmedium hindurch schwimmen.
b) Markierung am Ubergang zwischen Gel und Zellsuspension. Anhand eines markierten Bakteriums ist er-
kennbar, dass es sich in Abbildung a) an einer Engstelle vorbei durch den Tunnel bewegt. Dabei begegnet es
auch einzelnen Individuen wie in Abbildung c¢) dargestellt und beriihrt dabei mit dem gesamten Zellkorper
die Hydrogeloberfliche. Es kann sich jedoch danach weiter ungehindert weiterbewegen d)-f). In Abbildung
f) ist der zuriickgelegte Weg markiert.

In Abbildung 4.40 ist zu erkennen, dass das in 4.40a) farbig markierte Bakterium an einer Hy-
drogelengstelle vorbei in die tunnelartige Struktur hinein schwimmt. In dieser Struktur begegnet
es anderen Individuen, so dass es mehrfach die Hydrogeloberfliche mit dem Zellkérper beriihrt,
wie man in Abbildung 4.40c) und d) erkennen kann. Bis auf die rdumliche Begrenzung durch das

Hydrogel erfahren die einzelnen Bakterien jedoch keine weitere Einschrankung.

Wiederholt man den Versuch nun mit einem Triglykol-Hydrogel, dessen Oberfliche mit den Kopp-
lungssubstanzen EDC, NHS und dem E.-coli-Antikérper behandelt wurde, so erhélt man ein anderes
Ergebnis, wie in den Abbildungen 4.41 a) bis f) dargestellt ist. Sobald ein Bakterium die Hydrogel-
oberfliche beriihrt, wird dessen Zellkérper fest am Hydrogel immobilisiert, wie der Vergleich der
Abbildungen 4.41e) und f) zeigt.
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Abb. 4.41.: Verhalten der E.-coli-Bakterien an einer mit Antikérpern versehenen Triglykol-Hydrogel-
oberflache. Durch die ungleichméfige Schnittkante des Hydrogels, verursacht durch die Praparation, ergibt
sich hier, vergleichbar wie in Abbildung 4.40 bereits beschrieben, eine tunnelartige Struktur entlang der
Kante des auf der rechten Bildseite erkennbaren Hydrogels. In den Abbildungen a) bis c¢) ist ein Bakterium
gezeigt, dass mit einem farbigem Pixel markiert wurde. Dieses ndhert sich aus der Zellsuspension kommend
der Hydrogelkante, trifft in Abbildung d) auf diese auf und wird in Abbildung e) schlieflich immobilisiert.
Die Position des Bakteriums veréndert sich in den Bildern e) und f) nicht mehr. Ebenso zeigt der Vergleich
der Bilder a)-f) dass alle Individuen entlang der Hydrogelkante ihre Position aufgrund der Immobilisierung

nicht mehr &ndern konnten.

Es ist insbesondere zu sehen, dass alle Individuen die bereits an der Hydrogelkante immobilisiert
wurden, ihre Positionen in den Abbildungen a) bis f) nicht mehr sichtbar verdndern. Bei der Durch-
fiihrung der Messung war zudem erkennbar, dass bereits eine ausreichende Annéherung der Indivi-
duen an das Hydrogel dazu fiihrte, dass diese beschleunigt an die Hydrogeloberfliche ,herangezogen®
wurden. Auch wurden Individuen gefunden, die konstant {iber einer lokalen Stelle des Hydrogels
ein préazidierendes Bewegungsmuster zeigten. Insgesamt zeigte sich der Modelorganismus Escheri-
chia coli als sehr robust in den Versuchsdurchfithrungen. Auch bei Aufnahmen von immobilisierten
E.-coli an funktionalisierten Gelen, die mehrere Tage im Kiihlschrank in MB-Puffer mit 0,5% w/v
Glukose gelagert wurden, fanden sich immer noch Individuen mit prézidierenden oder rotierenden
Bewegungen oberhalb einer festen Stelle im Hydrogel. Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass die

Bakterien an den Pili fest an der Oberfldche gebunden sind.

Dariiber hinaus wurde der Versuch aus Abbildung 4.40 an einem Triglycol-Hydrogel ohne weitere

Behandlung mit EDC, NHS und Antikérpern wiederholt. Die Ergebnisse gleichen den Ergebnissen
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aus 4.40 und wurden daher hier nicht nochmal als Bildmaterial dargestellt. Die zugehorigen Origi-
nalaufnahmen als Filmmaterial sind jedoch unter der Bezeichnung 'Triglycol-ohne-alles’ auf der CD

im Anhang zu finden.

Zum Abschluss dieser Versuchsreihe wurde die Haltbarkeit der Immobilisierung zwischen funktio-
nalisiertem Hydrogel und den gebundenen Bakterien in Bezug auf Scherkrifte untersucht. Hierfir
wurden die funktionalisierten Hydrogele jeweils 5 Tage in der Zellsuspension bei 6°C inkubiert und
anschliefend drei Tage in MB-Puffer mit 0,5% Glukose in kleinen Petrischalen auf einem Labor-
schiittler bei 500rpm gewaschen, wobei das Puffermedium jeden Tag erneuert wurde. In Abbildung
4.42 ist der Hydrogelzustand des funktionalisierten Hydrogels dem nicht funktionalisierten Hydrogel
gegeniibergestellt.

a)

10 pm

Abb. 4.42.: Gegeniiberstellung der Oberflichen eines funktionalisierten a) und eines nicht funktionalisierten
Hydrogels b) nach dreitdgiger Scherstressbehandlung auf einem Laborschiittler. In der MB-Pufferfliissigkeit
sind in beiden Abbildungen links neben der jeweiligen Hydrogelkante FEscherichia coli-Bakterien erkenn-
bar. Auf der Hydrogeloberfliche jeweils rechts in den Abbildungen sind hingegen deutliche Unterschiede
in der Zellkorperbesetzung zu sehen. Das funktionalisierte Hydrogel in Abbildung a) ist dicht besetzt mit
Zellkorpern und anderen Partikeln, wohingegen das nicht funktionalisierte Hydrogel aus dem gleichen Mate-
rial keine Besetzung und nur wenig Verunreinigungen zeigt. Die Helligkeitsunterschiede kommen durch die

automatisierte Kontrastwahl im Programm ZEN der Firma Zeiss zustande.

Vergleicht man nun beide Hydrogele, so ist der Unterschied offensichtlich. Das funktionalisierte
Hydrogel in Abbildung 4.42 a) zeigt eine dichte Besetzung mit Zellkorpern und weiteren anhaften-
den Partikeln, das nicht funktionalisierte Hydrogel hingegen in Abbildung b) weist nahezu keine

Besetzung mit Zellkbrpern auf.
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4.3.4. Diskussion

Die in Kapitel 4.1 und 2.3.3 dargestellten Resultate sollten in diesem Kapitel 4.3 verwendet werden,
um einen selektiven Pathogenschnelltest zu entwickeln. Es gibt dabei unterschiedliche Strategien,
die Erreger nachzuweisen. Als die sicherste und genauste Variante ist der genetische Nachweis an-
zufithren. Um diesen Nachweis jedoch durchfithren zu kénnen, ist ein Zerstéren der Erregerhiille
unumginglich. Fiir die spatere Anwendung hétte dieses bedeutet, dass die Probenlosung im La-
bor vorbehandelt werden muss. Dieses widerspricht jedoch der Vorstellung eines einfachen, von
jedem vor Ort schnell durchzufiihrenden Testsystems. Aufgrund der Sicherheitsanforderungen fiir
die Pathogenkultivierung wurde in der Durchfiihrung vorerst auf den Modellorganismus Escheri-
chia coli zurilickgegriffen, da sich dieser sehr gut in Laboren der Sicherheitsstufe S1 kultivieren lasst
und ebenso monoklonale Antikérper gegen diese Bakterienkultur einfach zu beziehen sind. Der in
Kapitel 2.3.3 vorgestellte Glukosetest Demonstrator (Abbildung 4.30) konnte erfolgreich zu einem
Hydrogel gesteuertem Papiernachweistest auf den Zielorganismus E. coli weiterentwickelt werden
(Abbildung 4.3.1), der dartiber hinaus als ein neu verfiighares Testverfahren an der Universitét
Potsdam zum Patent eingereicht wurde. Um die Nachweisgrenze fiir eine spétere Anwendung auf
moglichst wenige Mikroorganismen herabzusetzen, wurden drei Verstdrkungsmechanismen in das

Testsystem integriert:

Zum Ersten wird das zu untersuchende Medium durch einen Mikroporenfilter geleitet, der durch sei-
ne Porengréfte Organismen ab einem definierbaren Zelldurchmesser zuriickhalten kann. Die Durch-
flussmenge des Untersuchungsmediums kann hierbei frei variiert werden und ist daher auf die spe-
zifischen Anforderungen des spdteren Anwenders anpassbar. Durch diese Art des Filtrierens wird

die nachweisbare Organismenanzahl an der Membranoberfliche aufkonzentriert.

Zum Zweiten wird in dem hier vorgestellten System die bereits in der Biotechnologie etablierte
ELISA-Technik 194 verwendet, um mit Hilfe spezifischer Antikérper die einzelnen Organismen auf
der Mikroporenfilteroberfliche selektiv durch eine maximal an die Zelloberflaiche bindende Antikor-

peranzahl zu markieren.

Zum Dritten ist jeder gebundene Antikoérper am NH-Terminus dieses Proteins mit einer Peroxidase
ausgestattet, welches den anschliefend zugefiihrten Redoxfarbstoff Tetramethylbenzidin (TMB) en-
zymkatalytisch umsetzt. Als Resultat zeigt sich dem Anwender ein blaues Farbsignal bei positivem
Testbefund (Abbildung 4.35). Durch die Hydrogel gesteuerte Fliissigkeitszufiihrung ist es moglich
das Testsystem fiir den Anwender so zu vereinfachen, dass nur die Probenentnahme am Testmedium
durch die zu untersuchende Person ausgefiihrt werden muss. Nach dem Einlegen des Mikroporen-
filters in den papierbasierten Schnelltest kann die folgende Analyse vollstdndig automatisiert und
damit Anwenderfehler minimiert werden. Die Nachweisgrenze fiir dieses System konnte fiir eine
Pathogendichte von 10 Zellen mit einem gut ablesbaren Resultat bestiitigt werden. Mit Hilfe von
hoher sensitiven Nachweisreaktionen (beispielsweise Silberstaining) wird die Nachweisgrenze noch

weiter verringert werden konnen.
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Im weiteren Verlauf dieses Kapitels 4.3 wurde die in Kapitel 4.1 verwendete, autokatalytische Jodat-
Arsenit Reaktion als sensitives Verstérkersystem mit einem pH-responsiven Hydrogel kombiniert,
um notwendige Reaktionsschritte des in Kapitel 4.3.1 vorgestellten Hydrogel gesteuerten Mikroor-
ganismenschnelltest in die Hydrogelmatrix zu integrieren. Die Idee war, dass der nachzuweisende
Organismus im Anwendungsfall spezifisch an das Hydrogel bindet und der verstiarkte Farbnachweis
in unmittelbarer Nahe des Kontaktes stattfindet. Hierzu wurden die aus Abbildung 4.1 b) in Kapitel
4.1.1 gewonnenen Erkenntnisse bzgl. der Protonenkonzentration auf die Reaktionsgeschwindigkeit
der Arsenit-Jodat-Reaktion genutzt, um den Farbnachweis iiber das gesamte Hydrogel auszubrei-
ten. Hierzu wurde ein Stoffgemisch aus arseniger Sdure und Kaliumjodat in eine Agaroseschicht
eingebettet. Die in Kapitel 2.3.3 Abschnitt 4.2.5 erarbeiteten Ergebnisse wurden genutzt, um das
Kaliumjodid als Reaktionsstarter im pH-responsiven Hydrogel zu speichern. Im Anschluss wurde
das Hydrogel mit der erregbaren Agaroseschicht verbunden (Abbildung 4.38). Aufgrund der noch
nicht verfiighbaren spezifischen Pathogenbindungsmdglichkeit wurde in diesem Fall der Hydrogel-
kollaps mit Hilfe von einem 0.5ul Salzsduredroplet der Konzentration 1mol/1 ausgelost (Abbildung
4.37).

Es konnte in Abbildung 4.39 gezeigt werden, dass das freigesetzte Jodid erfolgreich die Farbreakti-
on im Agarosegel auslost. In der Weise, wie sich die Farbreaktion im Agarosegel ausbreitete, folgte
der kollabierte Hydrogelbereich nach (Abbildung 4.39 i und j). Somit zeigt dieser Demonstrator,
dass die gewahlte Kombination von pH-responsiven Hydrogel und Protonen produzierender, au-
tokatalytischer Farbstoffreaktion zu einem verstiarkenden Farbnachweissystem kombiniert werden
kann. Durch den nachfolgenden Hydrogelkollaps ist garantiert, dass immer eine ausreichende In-
itiatorkonzentration an das anregbare Medium abgegeben wird und somit eine Ausbreitung des

Farbnachweises mit Sicherheit gewédhrleistet ist.

Weiterhin war ein weitaus dunklerer Bereich um die Stelle auffillig, an der die Farbreaktion ausgelost
wurde (vgl. Abbildung 4.39 h-j). Dieser entwickelte sich im weiteren Verlauf zu einem Ring, der sich
jedoch nicht iiber das gesamte responsive Hydrogel ausbreitete, sondern dicht an der Auslosungs-
stelle verblieb. Eine erste Vermutung, dass hier Jod-Molekiile aus der Agarose in das kompaktierte
Gel diffundierten, kann nicht als Ursache angefiihrt werden, da sich dieses Phénomen dann in der
weiteren Folge im gesamten responsiven Hydrogel hitte zeigen miissen. Somit stellt sich hier die
Frage, was in diesem Bereich ein solches Verhalten hervorrufen kann. Der einzige Unterschied gegen-
iiber dem restlichen Hydrogel liegt in der Auslésung der Farbstoffreaktion mit Hilfe von Salzsdure.
Somit ldsst sich folgern, dass in diesem begrenzten Bereich eine deutlich héhere Konzentration an
Protonen vorliegt als die sich spéter ausbreitende Reaktion hervorruft. Aus den Erkenntnissen aus
Kapitel 4.1.1 lasst sich schlussfolgern, dass der Dushman-Prozess der autokatalytischen Clock hier
deutlich schneller ablauft als das im weiteren Verlauf der Reaktionsfront erfolgt. Daher wird an
dieser Stelle vorerst eine deutlich hohere Jodkonzentration erreicht, als im weiteren Verlauf der
Reaktionsfront. Durch den weiter voranschreitenden Roebuck-Prozess wird der 6rtlich vorhandene
Jodiiberschuss jedoch im weiteren Verlauf wieder konsumiert, so dass es zu der beobachteten Ring-
bildung und Verblassung kommt. Aufgrund der starken Kompaktierung bleibt der Bereich jedoch

dauerhaft dunkler als im {ibrigen Bereich des responsiven Hydrogels.
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Im letzten Abschnitt dieses Kapitels konnte erfolgreich gezeigt werden, dass ein responsives Hydrogel
mit Antikérpern gegen Escherichia coli funktionalisiert werden kann. Die Funktionalisierung wurde
iiber eine EDC-NHS Kopplung am NH-Terminus des TriEG-COOtBu-MA Monomers durchgefiihrt
(s. Kapitel 3.4.4). Aufgrund der gemachten Beobachtungen in Abbildung 4.41 wurde gleichzeitig
bestétigt, dass die Herstellungsprozedur des funktionalisierten Hydrogels die Bindungsfahigkeit der
Antikorper gegen den K99-Pili von E. coli nicht beeintrachtigt. Dariiber hinaus konnte in Abbil-
dung 4.42 gezeigt werden, dass sich die Bindung zwischen funktionalisiertem Hydrogel und dem

Mikroorganismus iiber Tage hinweg auch gegen Scherkrifte als sehr stabil erweist.

Mit den Resultaten aus den Kapiteln 4.3.3 und 4.3.2 wurden die Voraussetzungen geschaffen, ein
Hydrogel basiertes Schnelltestsystem fiir den Nachweis von Mikroorganismen herzustellen. In nach-
folgenden Arbeiten miisste nun das Triethylenglycol-Hydrogel durch Monomere mit ionisierbaren
Seitengruppen erweitert werden, so dass eine Startersubstanz nach der erfolgreichen Pathogenbin-
dung an das Farbstoffsystem abgegeben werden kann und damit ein verstirkter Farbnachweis in

unmittelbarer Bindungsnédhe moglich wird.
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Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde im ersten Teil (Kapitel 4.1) das Verhalten der autokatalytischen
Jodat-Arsenit-Reaktion im Mikrokanal untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass aufgrund man-
gelnder Durchmischung durch laminare Flussbedingungen und der eng begrenzten Kanalgeometrie
eine zeitlich und o6rtlich héhere Konzentration der einzelnen Reaktionslosungen gegeniiber grofseren
Reaktionsgefdfsen vorliegt. Dieses fithrt im Ergebnis zu einer deutlichen Zunahme der Reaktions-
geschwindigkeit der autokatalytischen Reaktion gegeniiber makroskopischen Volumenmengen mit
homogen durchmischten Bedingungen. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass fiir die Anwen-
dung der Arsenit-Jodat-Uhr als Verstérker neben einer ausreichenden Jodid-Starterkonzentration
auch die Protonen- und Jodatkonzentration berticksichtigt werden muss, um einen Farbumschlag
in angemessenen Zeitraumen zu erhalten. Da mit steigender Protonen- und Jodat-Konzentration
jedoch auch die Lagerstabilitit der Arsenit-Jodat-Reaktion abnimmt, ist eine Anwendung dieser Re-
aktion unterhalb einer Schwellwertkonzentration von 1mmol/1 fiir die Jodid-Losung eher ungeeignet.
Mit der Kombination aus Mikrokanélen und kontrollierter Zuleitung einzelner Reaktionslosungen
besteht jedoch durchaus die Moglichkeit, eine Verstarkung in Form einer Beschleunigung der Re-
aktionsgeschwindigkeit gegeniiber makroskopischen Reaktionsumgebungen zu erreichen. Durch die
lokal hohen Konzentrationen der Reaktionspartner an den Grenzflachen zwischen den einzelnen Re-
aktionslosungen lassen sich vergleichbar optimale Bedingungen fiir einen schnellen Reaktionsablauf
herstellen, wie sie bereits von katalytisch wirkenden Oberflichen oder Enzymen bekannt sind[™l.
Die fiir die Mikrofluidik notwendigen sehr geringen Volumenmengen ermdéglichen dariiber hinaus

eine Analysemdglichkeit fiir sehr kleine Probenvolumina.

Im zweiten Teil der Arbeit konnte erfolgreich das durch Martinez et al. (2007)[59] eingefiihrte papier-
basierte Kanalsystem durch die Kombination von strukturiertem Papiersubstrat und thermorespon-
siven Hydrogelen zu einem neuartigen, steuerbaren Lab-On-Chip (LOC)-System zusammengestellt
werden. Hierfiir wurden zuerst die kapillargetriebenen Flusseigenschaften in papierbasierten Kanal-
strukturen definierter Grofe analysiert. Es wurde gezeigt, dass wissrige Fliissigkeiten in Hydrogelen
erfolgreich gespeichert und aus diesen mit Hilfe eines Temperaturstimulus bei Bedarf freigesetzt
werden konnen. Mit dieser Methode ist es moglich, Losungen ortlich gezielt und frisch auf dem
Testsystem herzustellen und zu unterschiedlichen Reaktionsfeldern zu transportiert. Dadurch kann
in diesem System auf Mikropumpen oder externe Schlauchverbindungen vollstéandig verzichtet wer-
den. Es wurde aufserdem gezeigt, dass durch die Variation der chemischen Zusammensetzung die
Freisetzungseigenschaften der Hydrogele bedarfsgerecht angepasst werden konnen. Aufgrund der
wirtschaftlich interessanten Potentiale fiir die LOC-Anwendung wurde dieses System in Kooperati-
on mit dem Fraunhofer-IAP in Potsdam erfolgreich zum Patent angemeldet!66].

Im dritten Teil dieser Arbeit wurde mit Hilfe der erhaltenden Ergebnisse beziiglich Verstdrkung

durch lokal erh6hte Konzentrationen und der Hydrogel gesteuerten Papierfluidik ein kontrollierba-
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res, papierbasiertes E. coli-Schnelltestsystem entwickelt und erfolgreich prasentiert. Fiir die F.coli-
Identifikation wurde eine analytische Nachweisreaktion mit biomolekularen Markierungsmethoden
in das papierbasierte Kanalsystem integriert. Dabei wurde gezeigt, dass die notwendigen Filter- und
Reinigungsvorgéinge fiir die unterschiedlichen Reaktionsschritte automatisiert im System durchfiihr-
bar sind, die vorher auf papierbasierten Systemen gar nicht oder nur durch zusétzliche manuelle
Methoden bzw. mit Hilfe von weiterem technischen Equipment, wie beispielsweise Mikroliterpumpen
und Schlauchverbindungen, in anderen Geh&usematerialien méglich waren. Die erforderliche Sensi-
tivitat des Testsystems wurde einerseits mechanisch durch das Zuriickhalten der Zielorganismen auf
einem Mikroporenfilter und andererseits chemisch durch eine enzymkatalytische Farbstoffumsetzung
von Tetramethylbenzidin (TMB) hergestellt. Fiir das vorgestellte System lassen sich noch héhere
Sensivitédten erreichen, sofern empfindlichere Redoxsysteme angewendet werden. Dariiber hinaus
existiert ein weiteres Potential fiir die Konzentrationsbestimmung durch die Absorptionsbestim-
mung mit Hilfe von LED- und Photodiodentechnik, bzw. mit den Kamerasystemen der verbreiteten

Smartphonetechnik.

Durch die Verwendung von kostengiinstigem Material wie Papier bietet die vorgestellte Methode eine
gute zukiinftige Perspektive fiir die Anwendung in Form von Einwegtestsystemen. So wird der hier
préasentierte E-coli-Schnelltest Grundlage fiir ein geplantes, zukiinftiges Trinkwasserschnelltestver-
fahren darstellen. Dariiber hinaus sind weitere Anwendungsfelder fiir die steuerbare Papierfluidik
denkbar. Beispielsweise wird die Entwicklungen der DNA-Vervielfdltigung durch die isothermale
Polymerase-Kettenreaktion (PCR)[39] 6] ¢inen Weg in die Anwendung von zukiinftigen Schnell-
testverfahren finden!*!. Die Méglichkeit die hier vorgestellte neuartige, durch Hydrogele gesteuerte
Papierfluidik mit den isothermalen PCR-Methoden zu kombinieren, konnten neue Perspektiven
mit hohem Potential eréffnen. Aufgrund der hohen Zuverlédssigkeit und Genauigkeit der DNA-

Vervielfaltigungstechnik liefsen sich dadurch auch neue Mafistdbe in der Sensitivitdt erreichen.

Zum Abschluss der vorliegenden Dissertation wurde eine Methodik vorgestellt, responsive Hydroge-
le mit spezifischen Biomarkern zu funktionalisieren. Hier ist eine grofe Bandbreite der Anwendung
im Bereich der Bioanalytik vorstellbar. So ist es denkbar Oberflichen mit diesen Polymeren zu
versehen, um spezifisch Mikroorganismen in Losungen oder Gasen nachzuweisen. Ebenso koénn-
ten diese Polymere als autonome Féngerpartikel unerwiinschte Organismen in Fliissigkeiten binden
und anschliefend durch Filtrierung besser eliminiert werden. Als Vision kénnten diese Polymere
als Mikropartikel in Form von Reservoiren auch als Wirkstofflieferanten in Organismen dienen, die
spezifisch an Biostrukturen binden und so ihren Inhalt zielgerichtet zustellen wiirden. Fiir solche
Anwendungsszenarien sind allerdings noch eine Reihe von Untersuchungen beziiglich Biokompati-
bilitdt und Funktionssicherheit in Bezug auf das Kompaktierungsverhalten notwendig. Ein hohes

Nutzungspotential ist hier aber garantiert.
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Nachwort

Warum ich Biologie gewahlt habe?

Es ist einerseits die Faszination an den schier unendlichen Strategien und Ldsungen,
mit denen die Natur die Erschliekung von Lebensrdumen erméglicht

und andererseits der Drang immer weitere Kapitel in diesem ,,3D-Lehrbuch® zu erkunden.

Was ich an der Chemie so mag?

Es gibt fiir mich kein besseres und vielfaltigeres Werkzeug

mit dem es sich so herrlich serios spielen lésst.

Was ich an der Physik so schétze?

Sie ist fiir mich als Wissenschaftler wie ein grundehrlicher Freund.
Sie lasst dich feiern, wenn deine Annahme nach investierten Stunden und Tagen
im Experiment Bestatigung findet.
Genauso schonungslos lésst sie dich aber auch wissen, wenn dein Holzweg

jeden guten Kontrabass als Resonanzkorper in den Schatten stellt!
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betrégt in der Simulation 1304, Auf der rechten Seite ist der Konzentrationsverlauf
entlang der Kanallinge an den in der Farbdarstellung a) gekennzeichneten Kanal-
breiten 20pm (rot), 40pm (blau) und 60pm (schwarz) dargestellt. Die Abzissenachse
gibt die Kanalldnge in pm, die Ordinatenachse in logarithmischer Darstellung die

Konzentration in mol/lan. . . . . . . . .. ... . o o Lo
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4.15. MatLab-Simulation des Konzentrationsverhaltens von Kaliumjodid im Zustand nach
t=0,699s und t=0,912s entlang der Kanalladnge an der Stelle Kanalbreite=20pm. Auf-
getragen ist die Kanallange gegen die Kaliumjodidkonzentration in semilogarithmi-
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lokal an. . . . . . .. 55

4.16. MatLab-Simulation des Konzentrationsverhaltens des Reaktionsproduktes Jod vom
Startzeitpunkt bis zum Zustand t=0.099s. Die Abbildungen a) bis ¢) auf der linken
Seite zeigen den Konzentrationsverlauf in Farbdarstellung im Mikrokanal. Die Kanal-
lange wurde fiir die Simulation auf 100 pm (unterer Bildrand) und die Kanalbreite
auf 80 nm (Skala jeweils linker Bildrand) festgelegt. Die Flussrichtung verlduft von
links nach rechts. Die Konzentration ist {iber die Farbskala im dekadischen Logarith-
mus von ﬁl/l angegeben. Die Flussgeschwindigkeit betrégt in der Simulation 130%™,
Auf der rechten Seite ist der Konzentrationsverlauf entlang der Kanallinge an den
in der Farbdarstellung a) gekennzeichneten Kanalbreiten 20pm (rot), 40pm (blau)
und 60pm (schwarz) dargestellt. Die Abzissenachse gibt die Kanallange in pm, die
Ordinatenachse in logarithmischer Darstellung die Konzentration in mol/l an. . . . . 56

4.17. MatLab-Simulation des Konzentrationsverhaltens des Reaktionsproduktes Jod vom
Zustand t=0.199s bis zum Zustand t=0.699s. Die Abbildungen a) bis c¢) auf der lin-
ken Seite zeigen den Konzentrationsverlauf in Farbdarstellung im Mikrokanal. Die
Kanallange wurde fiir die Simulation auf 100 pm (unterer Bildrand) und die Kanal-
breite auf 80 nm (Skala jeweils linker Bildrand) festgelegt. Die Flussrichtung verlauft
von links nach rechts. Die Konzentration ist iiber die Farbskala im dekadischen Lo-
garithmus von #l/l angegeben. Die Flussgeschwindigkeit betragt in der Simulation
130%. Auf der rechten Seite ist der Konzentrationsverlauf entlang der Kanalldnge
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4.18. MatLab-Simulation des Konzentrationsverhaltens des Reaktionsproduktes Jod kurz
vor Ende der Simulation (t=0.899s). Die Abbildung auf der linken Seite zeigt den
Konzentrationsverlauf in Farbdarstellung im Mikrokanal. Die Kanallinge wurde fiir
die Simulation auf 100 pm (unterer Bildrand) und die Kanalbreite auf 80 pm (Skala
jeweils linker Bildrand) festgelegt. Die Flussrichtung verlduft von links nach rechts.
Die Konzentration ist iiber die Farbskala im dekadischen Logarithmus von ﬁl/l an-
gegeben. Die Flussgeschwindigkeit betrégt in der Simulation 1304*. Auf der rechten
Seite ist der Konzentrationsverlauf entlang der Kanallinge an den in der Farbdarstel-
lung a) gekennzeichneten Kanalbreiten 20pm (rot), 40pm (blau) und 60pm (schwarz)
dargestellt. Die Abzissenachse gibt die Kanallinge in pm, die Ordinatenachse in lo-
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4.19. MatLab-Simulation des Konzentrationsverhaltens des Reaktionsproduktes Jod vom
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verlauf in Farbdarstellung im Mikrokanal. Die Kanallinge wurde fiir die Simulation
auf 100 pm (unterer Bildrand) und die Kanalbreite auf 80 pm (Skala jeweils linker
Bildrand) festgelegt. Die Flussrichtung verlduft von links nach rechts. Die Konzen-
tration ist iiber die Farbskala im dekadischen Logarithmus von ﬁl/l angegeben. Die
Flussgeschwindigkeit betrégt in der Simulation 1304, Auf der rechten Seite ist der
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4.22. a) Unterschiedliche Kanalstrukturen, die mit Fotolack und softlithografischen Me-
thoden in das Filterpapier eingebracht wurden. b) vier der hier verwendeten linearen
Papierkanéle. In diesem Fall wurde eine rote Farblosung als Kontrastdarstellung auf
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Darstellung der Fliissigkeitsaufnahmedauer im Verhéltnis zum aufgetragenen Lo-
sungsvolumen im Papierkanal. Fiir die Volumen 20 und 30 Mikroliter wurde das

Volumen in jeweils 2 Aliquots von 10, bzw. 15 Mikrolitern auf das Reservoirfeld

aufgetragen, da die Grofe des Feldes begrenzt war. . . . . . . . . ... ... ... ..

a) Heizgerat mit dem die Hydrogelpads in den Probengefiffen erhitzt wurden. b)

Versuchsaufbau der linearen Papierkanéle mit den auf den Reservoirfeldern positio-

nierten Hydrogelpads. . . . . . . . . ..

a) Temperaturabhéngige Fliissigkeitsabgabe der unterschiedlich zusammengesetzten

Hydrogele. Der Fliissigkeitsverlust wurde iiber das Gewicht bestimmt. b) Beispiel

eines Hydrogelpads neben einem 1,5ml Eppendorf-Tube. . . . . . . .. ... ... ..

a) NIPAM-Hydrogelstiick auf einem Filterpapier, das auf die Kollapstemperatur er-
hitzt wird b) und die gespeicherte Tintenlosung an das Filterpapier abgibt. ¢) Sche-
matischer Aufbau eines Hydrogel-gesteuerten LOC-Systems. d) Kontrollierte Fliis-

sigkeitsaufnahme des Papierkanals in Form des Uni-Potsdam-Logos, nachdem das

Hydrogel kollabiert ist. . . . . . . . . . ..

Temperaturabhéangig gesteuerte Laufweite der Fliissigkeit im Papierkanal durch einen
Hydrogelkollaps. a) Unterschiedliches Verhalten des NIPAM- und des NIPAM-AcAm-
Hydrogels als Flissigkeitsreservoir auf dem Papierkanal. b) Farbbanden im Papier-

kanal nach der Flissigkeitsabgabe bei den angegebenen Temperaturen fiir NIPAM

(oben) und NIPAM-AcAm (unten). . . . . . . . . ..o

T-formiges Papierkanalsystem mit trocken vorgelagerten Substanzen in den Bereichen
I und II. Durch das aus dem Hydrogel freigesetzte Fliissigkeitsvolumen in Abbildung
A(1) wird das bei II befindliche Natriumhydroxid im Kanal gelost. Der sich einstel-
lende alkalische pH-Wert wird durch die im zweiten Schritt (2) bei 44°C aus dem
NIPAM-Hydrogel vollstandig freigesetzten Thymolblau-Indikator-Losung anhand ei-
nes blauen Farbumschlages angezeigt (B). Zum Abschluss wird das Restvolumen im
NIPAM-AcAm Hydrogel bei 63°C komplett freigesetzt und die Fliissigkeitssédule im
Kanal weiter nach oben transportiert. Der pH-Wert der Losung wird durch die sich

bei I 16sende Zitronensdure in den neutralen pH-Bereich verschoben, so dass hier der

Indikator einen Farbwechsel von blau auf griingelb anzeigt (3).. . . . . ... ... ..

Darstellung des papierbasierten Glukosetest-Demonstrator. In den Bereichen I und
IT in Abbildung A wurden die Enzyme Glukoseoxidase und Merrettichperoxidase
trocken vorgelagert. Uber eine Pipette wird die Probenlésung manuell aufgebracht
(roter Pfeil). Durch einen thermisch induzierten NIPAM-Hydrogelkollaps wird Was-
ser freigesetzt, so dass die Enzyme gelost werden (B). Abschliefend wird fiir den
Nachweis durch Knicken der auf dem Sensorfeld vorgelagerte Redoxfarbstoff Tetrame-

thylbenzidin mit dem Reaktionsfeld zusammengebracht und zeigt dort einen blauen

Farbumschlag (C). . . . . . . .. ..
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4.33.
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4.36.
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4.38.

Relative Absorption der Inkubationslosung (Urlosung) die in das Hydrogel eingelagert
wurde, gegen die durch einen Thermokollaps freigesetzte Losung (Gellosung). Die
angegebene Thymolblaukonzentration entspricht hierbei der Urlosungskonzentration.

Die gemessene Absorption der Gellésung kann daher einer Konzentration zugeordnet

Werden. . ...

Farbstoffreaktion von 3,3’,5,5 Tetramethylbenzidin (TMB). In Anwesenheit von Was-
serstoffperoxid und dem Enzym Merrettichperoxidase wirkt das TMB als Wasserstoft-

donator und wird zum TMB-diimin umgesetzt!®2. . . . . . . .. ... ... L.

Positionierung des Mikroporenfilters auf dem Positionsfeld A. In der oberen Struktur-
lage sind die Positionen 1-3 der Reaktionssubstanzen dargestellt. Auf die Darstellung

des Gehéusedeckels wurde aus Ubersichtsgriinden in dieser Abbildung verzichtet.

Detaillierte Darstellung des E-coli-Schnelltests in den einzelnen Lagen mit Gehéause. .

Aufsicht auf den Mikroorganismenschnelltest. a) Kanaldesign, b) ein durchgefiihrter
Schnelltest mit positivem FE. coli Befund und ¢) mit negativem Befund auf E. coli. Die

Durchfiihrungszeit fiir den Schnelltest nach Einlegen des Mikroporenfilters betragt

weniger als 5 Minuten. . . . . . . ...

Farbstoffsystem aus Hydrogel und Arsenit-Jodat-Clock-Reaktion. a) Aufbau in einer
schematischen Schnittskizze gezeichnet. In eine Petrischale wurde ein Agarosegel mit
der Arsenit-Jodat-Losung gegossen und geliert. Auf das feste Agarosegel wird das
pH-responsive Hydrogel mit dem gespeicherten Kaliumjodid plaziert. In Abbildung

b) ist der reale Versuchsaufbau des auslosbaren Farbstoffsystems gezeigt. Auf der

Agarosegelschicht befindet sich mittig ein dreieckig ausgeschnittenes Hydrogelpad. . .

a) Hydrogelpad an einer Skalpellklinge mit abgegrenzter, kreisrunder Kollapsstelle,
wie diese sich nach Zugabe eines Salzsdure-Droplet zeigt. b) Schematische Darstel-
lung des Versuchsaufbaus aus Hydrogel und der Agaroseschicht. Nach dem o6rtlichen
Kollaps des Hydrogels werden Jodid-Ionen an das darunter liegende Agarosegel ab-
gegeben. Hier reagiert das Jodid mit Jodat zu Jod, welches durch die arsenige Saure
zu Jodid umgesetzt wird (s. Kapitel 2.2.3). Nach dem vollstédndigen Verbrauch der
arsenigen Séure in der Reaktion bleibt Jod zuriick, welches als Farbbande sichtbar
wird. Zusatzlich produziert die Reaktion Protonen, so dass der pH-Wert in der Aga-
roseschicht sinkt. Dieses fiihrt zu einem Kollaps des dariiber liegenden Hydrogels. Aus

diesem Grund breiten sich radial vom Reaktionsstartpunkt eine Farbbande und eine
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Kollapsbande aus. ¢) Vollstéandig kollabiertes Hydrogel auf der farbigen Agaroseschicht. 83

Momentaufnahme eines frisch ausgelosten autokatalytischen Farbstoffsystems. Die
gelbe Bandenfront zeigt den Farbumschlag in der Agaroseschicht an der Grenze zum
Hydrogel. Diese stellt auch gleichzeitig die Kollapsgrenze des pH-responsiven Hydro-

gels dar. Sehr verlangsamt zeigt sich dahinter eine zweite orange-rote Farbbande im

Hydrogel, die im weiteren Verlauf einen Ring bildet. . . . . . . ... ... ... ...

107



Abbildungsverzeichnis

4.39. Versuchsergebnis des auslosbaren Farbstoffsystems aus dem Hydrogel und der Arsenit-
Jodat-Clock-Reaktion. Abbildung a) zeigt die Ausgangssituation. Nachdem der Saure-
Droplet mit einer Mikropipette in der Mitte des Hydrogels platziert wurde (b) ver-
gehen ca. 30s, bis sich ein Farbumschlag zeigt (e). Innerhalb von 240s breitet sich
die Reaktionsfront im anregbaren Agarosemedium bis iiber das Hydrogel hinaus aus.
Eine zweite sehr dunklere Farbbande zeigt sich im Hydrogel folgend (g-j). In den Ab-
bildungen i) und j) sind Fliissigkeitsabsonderungen innerhalb der ersten Farbbande
auf dem Hydrogel erkennbar. . . . . . . . .. ... 85

4.40. a) Tunnelartige Struktur am Rand des nicht mit Antikérpern funktionalisierten Tri-
glykol-Hydrogels. Durch diese Struktur kénnen die E.-coli-Bakterien im Suspensi-
onsmedium hindurch schwimmen. b) Markierung am Ubergang zwischen Gel und
Zellsuspension. Anhand eines markierten Bakteriums ist erkennbar, dass es sich in
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dem gesamten Zellkérper die Hydrogeloberflache. Es kann sich jedoch danach weiter
ungehindert weiterbewegen d)-f). In Abbildung f) ist der zuriickgelegte Weg markiert. 87

4.41. Verhalten der E.-coli-Bakterien an einer mit Antikérpern versehenen Triglykol-Hydrogel-
oberflache. Durch die ungleichméfige Schnittkante des Hydrogels, verursacht durch
die Praparation, ergibt sich hier, vergleichbar wie in Abbildung 4.40 bereits beschrie-
ben, eine tunnelartige Struktur entlang der Kante des auf der rechten Bildseite er-
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Bildern e) und f) nicht mehr. Ebenso zeigt der Vergleich der Bilder a)-f) dass alle
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4.42. Gegeniiberstellung der Oberflachen eines funktionalisierten a) und eines nicht funk-
tionalisierten Hydrogels b) nach dreitagiger Scherstressbehandlung auf einem Labor-
schiittler. In der MB-Pufferfliissigkeit sind in beiden Abbildungen links neben der
jeweiligen Hydrogelkante Escherichia coli-Bakterien erkennbar. Auf der Hydrogelo-
berfliche jeweils rechts in den Abbildungen sind hingegen deutliche Unterschiede in
der Zellkoérperbesetzung zu sehen. Das funktionalisierte Hydrogel in Abbildung a) ist
dicht besetzt mit Zellkérpern und anderen Partikeln, wohingegen das nicht funktio-
nalisierte Hydrogel aus dem gleichen Material keine Besetzung und nur wenig Ver-
unreinigungen zeigt. Die Helligkeitsunterschiede kommen durch die automatisierte

Kontrastwahl im Programm ZEN der Firma Zeiss zustande. . . . . . . . .. .. ... 89

B.1. a) Datenblatt Rotationsgeschwindigkeit vs. Schichththe. b) Datenblatt Schichthche

vs. Belichtungsenergie (entnommen aus dem SU-8 50 Datenblatt der Firma microresist).110

108



Anhang A.

Chemikalienliste
Chemikalie Summenformel CAS-Nr. Reinheitsgrad Hersteller
Acrylamid C3H5NO 79-06-1 reinst Carl-Roth
Acrylséure C3H409 79-10-7 reinst Carl-Roth
Agarose C12H1809 9012-36-6 a.c.s Applichem
Ammoniumperoxodisulfat HgN5OgSo 7727-54-0 a.c.s Prolabo
Arsenige Saure H3AsO;3 36465-76-6 -
Bariumperoxid BaOgq 1304-29-6 a.c.s Sigma-Aldrich
Bidestilliertes Wasser Hs0dd 7732-18-5 reinst —
Dextran 70 (CeH1005)n 9004-54-0 reinst Carl-Roth
EDTA-Dinatriumsalz C1pH14NasN5Og 60-00-4 a.c.s Applichem
Entwickler DEV-mr-600 - - microresist
E-Coli Antikorper - - in Puffer Abnova
EDC CgH17N3 1892-57-5 a.c.s Merck
Fluoresceinisothiocyanat Co1H11NO5S 27072-45-3 reinst Merck
Glukose CgH1206 50-99-7 a.c.s AnalaR Normapur
Glukoseoxidase - - gefriergetrocknet U.S. Biological
Merretichperoxidase (HRP) - - gefriergetrocknet Amresco
Dikaliumhydrogenphosphat KoHPO, 7758-11-4 a.c.s Applichem
Kaliumdihydrogenphosphat KHyPO4 T778-77-0 a.c.s Merck
Kaliumjodid KI 7681-11-0 a.c.s Carl-Roth
Kaliumjodat KIO3 7758-05-6 a.c.s Carl-Roth
Kochsalz NaCl 7647-14-5 a.c.s Sigma Aldrich
LB-Medium - nach Lennox Applichem
MEO;MA — TAP-Potsdam
Methylenbisacrylamid C7H19N20O9 110-26-9  fiir Mikrobiologie neolab
N-Hydroxysuccinimid C4H5NO3 6066-82-6 a.c.s Sigma Aldrich
N-Isopropylacrylamid (C¢H11NO),, 25189-55-3 97 % Sigma-Aldrich
OEGDMA - IAP-Potsdam
OEGMA - - - IAP-Potsdam
PDMS - Sylgard
Polyvinylalkohol (CoH40), 9002-89-5 98 % Applichem
Schwefelsaure HsSO4 7664-93-9 a.c.s Sigma Aldrich
Starke (C¢H1005)n 9005-25-8 reinst neolab
SU-8 Photoresist - microresist
Tetramethylbenzidine Ci16HogNo 54827-17-7 a.c.s Applichem
Thymolblaunatriumsalz Cao7HogNaO5S 62625-21-2 a.c.s AlfaAesar
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Anhang B.

Protokoll zur Waferherstellung

Eine runde polierte Siliziumscheibe wurde auf einer Heizplatte bei 200°C fiir eine Stunde erhitzt,
um sidmtliche Losungsmittelbestandteile zu entfernen. Anschlieftend wurde die Scheibe langsam
auf 65°C' abgekiihlt um Spannungen im Material zu vermeiden. Danach wurde der Wafer auf den
Vakuumfuf im Spin-Coater der Firma Laurell (Model WS-400BX-6NPP/LITE gesetzt) und iiber
Vakuumtechnik festgehalten. Eine ausreichende Menge an SU-8 Fotolack wird iiber eine Einmal-
pipette auf den Wafer gegeben. Fiir die hier verwendeten Masterwafer wird mit den Fotolacken
SU-8 2100, SU-8 2050 und SU-8 2010 gearbeitet. Die verwendeten Mengen richten sich nach der
gewiinschten Hohe der spateren Struktur. Menge und notwendige Umdrehungsgeschwindigkeit wur-
den aus dem zugehdrigen Materialdatenblatt der Firma microresist entnommen, wie in Abbildung
B.1 dargestellt.

a) b)

SU-8 Spin Speed Curve
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Abb. B.1.: a) Datenblatt Rotationsgeschwindigkeit vs. Schichthdhe. b) Datenblatt Schichthche vs. Belich-
tungsenergie (entnommen aus dem SU-8 50 Datenblatt der Firma microresist).

Der Spin-Coater ist so programmiert, dass vor der eigentlichen Endgeschwindigkeit immer eine
Umdrehungsgeschwindigkeit von 500 U /min fiir 15 Sekunden vorgeschaltet ist, so dass der Fotolack
bereits auf dem Wafer verteilt wird. Im Anschluss wird die abgelesene Rotationsgeschwindigkeit
fiir 40s gehalten und der Photolack so auf seine SollhShe verteilt. Direkt im Anschluss an den
Beschichtungsvorgang wird das Vakuum geldst und der Fotolack entspannt weitere 5 Minuten im
Spin-Coater. Danach wird der frisch beschichtete Wafer vorsichtig auf der Heizplatte erst 5 Minu-
ten bei 65°C' und anschliefslend 15 Minuten bei 95°C' vorgebacken (Prebake-Phase). Nach diesem
Prozess wird der Wafer auf den Belichtungshalter positioniert, die Fotomaske mit der Struktur auf
der Beschichtung aufgebracht und der Lack an den spéteren Strukturstellen bei einer Wellenldnge
von 365nm belichtet. Die Lichtenergie wird entsprechend dem Datenblatt der in Abbildung B.1b)

dargestellten Kurve abgelesen und eingestellt, nachdem vorher die Lampenintensitit mit einem In-
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tensitdtsmessgerdt (PM 100 D Thorlabs) bestimmt wurde. Im Anschluss an den Belichtungsprozess
wird der Wafer von der Fotomaske befreit und auf der Heizplatte mit einem Temperaturrampen-
programm 30 Minuten hart gebacken (Postbake-Phase). Hierfiir durchlduft die Heizplatte einen
Temperaturbereich von 65°C' bis 85°C aufwérts und abwérts jeweils mit einem Intervallschritt von
2°C/min. Nach Abschluss der Postbake-Phase ist die vernetzte Struktur bereits erkennbar. Der
Wafer wird anschliefsend in DEV-600mr Entwicklerlosung entwickelt, bis nur noch die belichtete
Struktur auf der Waferoberfliche zuriickbleibt. Abschlieffend wird der Wafer mit 2-Propanol ge-
waschen und samtliche Losemittelriickstdnde bei 95°C' auf der Heizplatte fiir eine Stunde durch

Autheizen entfernt.
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Anhang C.

MatLab-Quellcode

function Diffusion mit Reaktion

%Diffusionsmatrix
clear;
clc;

Dok 5 5 5 5 o o o ok ok KKK KA KK KKK KA KKK KK KA KKK KKK

%Wertvorgaben :
LV1=1;
ZV1—1;

dt=1; %Zeitschritt
dx=1; %Gitterzelle
vin=130;%um/s mittlere Flussgeschwindigkeit

%**>l<>l<>l<>l<>l<>/<>/<>/<>l<>l<>l<>l<>/<>l<>l<>/<>/<>/<>/<************************

%Diffusionskoeffizienten in um~2 s —1

DAs=1.11e3; %Diff—koeff—H3AsO3
DIO3—1.0e3 : %Diff—koeff—I03
DI=2.05e3;%Diff—koeff—Todid
Dlod=1.36e3;%Diff—koeff—Iod
DHOI=1.08e3;%Diff—koeff—Zwischenprodukt
DI3=1.1e3;

DI202=1.08e3; %Wie HOI angenommen
DHIO2=1.08e3; %Wie HOI angenommen

%**>/<>l<>l<******>I<>I<>k>k>/<>/<>l<>l<>l<>k***********************

%Werte fir die Reaktionskinetik

% Konzentrationen in mol/l
cAs=0.0486;

cl03=0.1;

cl=0.05;

cH=1e —4;

% Geschwindigkeitskonstanten fuer die Reaktion

k1=4.0e9;
k2=4.5e—2;
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k3=1.0e3;
k4=1.433e—3;
kb=1.0e10;
k6=3.1el12;
k7=8.0e9;

%****************>/<>/<>/<>/<*************************
%Kanal erstellen fir die Konzentrationsberechnung:
m—=80; %Gitterpunkte

n=100; %Gitterpunkte

%****>/<>/<>/<>/<>/<******************************>/<>/<>/<>/<>/<>/<
%Geschwindigkeitsprofil:

vx=ones (m,n);
vx=vfeld (m,40 ,n)x*vm;

%Bildansicht Flussfeld
figure (1)

imagesc(vx); axis image xy

%**>l<>l<>l<>l<*********>k>l<>k>l<>l<>l<************************

%Reaktionskinetik

%Simulationsfelder

I0=zeros (m,n); %Raumgitter

I=zeros(m,n); %I(1:54,1:n)=cl; % Inducerfliche
As=zeros (m,n); %Arsenige Sdure

lod=zeros(m,n); %lod

HOI=zeros (m,n); %HIO Zwischenprodukt
I3=zeros(m,n); %I[3 Absorptionsprodukt
1202=zeros (m,n); %202 Zwischenprodukt
HIO2=zeros (m,n); %HIO2 Zwischenprodukt

t _react=0;
%load ([ Simulation0600.mat ’]); ZVi=zvl; %Ladefunktion fir

%aufeinanderfolgende Simulationszyklen
Dt=le—8; %Zeitschrittvorgabe

dt=Dt;
for zv1=ZV1:65000000 %zv1 gleich Zahlvariable
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t _react=t_reactt+dt;

%Randbedingungen/Lésungszufihrung :
I0(1,:)=10(2,:); I0(m,:)=I0(m—1,:); I0(:,1)=I0(:,2); I0(:,n)=I0(:,n—1);
10(1:80,1:3)=clO3;

I(1,:)=I(2,:); I(m:)=I(m—1,:); I(:,1)=1(:,2); I(:,n)=I1(:,n—-1);
[(1:80,1:3)=cI;

As(1,:)=As(2,:); As(m,:)=As(m—1,:); As(:,1)=As(:,2); As(:,n)=As(:,n—1);
As(1:80,1:3)=cAs;

lTod(1,:)=TIod(2,:); Tod(m,:)=Iod(m—1,:); Tod(:,1)=TIod(:,2);
Iod (:,n)=Iod (:,n—1);

HOI(1,:)=HOI(2,:); HOI(m,:)=HOI(m—1,:); HOI(:,1)=HOI(:,2);
HOI(:,n)=HOI(: ,n—1);

I3(1,:)=13(2,:); I3(m,:)=13(m—1,:); I3(:,1)=13(:,2); I3(:,n)=13(:,n—1);

1202(1,:)=1202(2,:); 1202(m,:)=1202(m—1,:); 1202(:,1)=1202(:,2);
1202 (: ,n)=1202(: ,n—1);

HIO2(1,:)=HIO2(2,:); HIO2(m,:)=HIO2(m—1,:); HIO2(:,1)=HIO2(:,2);
HIO2(: ,n)=HIO2(: ,n—1);

%*************************

%Advektionsschritt

dxIO=conv2(IO,[1 0 —1|/2, same’);
dxI=conv2(I,[1 0 —1]/2, same’);
dxAs=conv2(As,[1 0 —1|/2, same’);
dxIod=conv2(lod,[1 0 —1]/2,’same’);
dxHOI=conv2 (HOI,[1 0 —1]/2, same’);
dxI3=conv2(I3,[1 0 —1]/2, same’);
dxI202=conv2 (1202 ,[1 0 —1]/2, ’same’);
dxHIO2=conv2 (HIO2,[1 0 —1]/2, same’);

%*************************

%Reaktionsgleichungen

I=I + dt*((DIxlap(I,dx)—vx.*xdxI/dx)—(kl1*IO.xI.%xcH"2)—(k3%1202.%1.xcH)

114



Anhang C. MatLab-Quellcode

—(k5xT.+HIO2.%cH)—(k6*I.xHOI.xcH)— (k41 .xTod)+(k7+xAs.«HOI));
As=As + dt*((DAsxlap (As,dx)—vx.xdxAs/dx)—(k7*As.xHOI));

HOI=HOI +dt * ((DHOIxlap (HOI, dx)—vx.*dxHOI/dx)—(k6*I.+«HOI.xcH)
—(k7*xAs. «HOI)+ (k2x1202) +3% (k31202 . I .xcH)+ 2% (k5«1 .xHIO2.xcH) ) ;
%Zwischenprodukt

lIod=Iod + dt=*((DIlodxlap (lod,6dx)—vx.*dxlod/dx)—(k4*I.xIod)
+(k6xI.+«HOIL.xcH));

I0=I0 + dtx*((DIO3xlap (I0,dx)—vx.xdxIO/dx)—(k1*IO.xI.xcH"2));
I13=13 + dt*((DI3xlap (I3 ,dx)—vx.xdxI3/dx)+(kd*I.xIod));

[1202=1202 + dt=((DI202xlap (1202 ,dx)—vx.*xdxI202/dx)—(k2x1202)
—(k3%1202.% I .%xcH)+(k1+IO.xI.xcH"~2));

HIO2=HIO2 + dt((DHIO2#lap (HIO2,dx)—vx.*dxHIO2/dx)—(k5x1.%HIO2.xcH)
+(k2x1202) ) ;

% keine negativen Werte zulassen

10 (find (10<0))=0;
I(find (I1<0))=0;

As(find (As<0))=0;

Iod (find (Iod <0))=0;

13 (find (13 <0))=0;

I3 (find (isnan(13)))=0;
[3=I3.xisfinite (I.xIod);
1202 (find (1202 <0))=0;
HIO2 (find (HIO2<0))=0;
HOI( find (HOI<0))=0;

%Bildausgaben mit Speichermoglichkeit
if mod(zv1,100000)==1

fprintf(’t = % 12.5f s\n’,t_react);
save (| ’Simulation’ num2str(int16 (LV1),’%04d’) ’.mat’])

h2=figure (2);
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imagesc (IO ); colormap(jet); colorbar; axis image

title (’'Todat’);

drawnow ;

Y%saveas (h2,[ 'FIG C’ num2str(int16 (LV1), %04d’) ’.png’]);
% will create FIG1, FIG2, ...

h3=figure (3);

imagesc(1); colormap(jet); colorbar; axis image

caxis ([0 0.15])

Y%saveas (h3,[ "FIG_ I’ num2str(int16 (LV1),’%04d’) ’.png’]);
title (’Iodid’);

drawnow ;

h4=figure (4);

imagesc(As); colormap(jet);colorbar; axis image

caxis ([0 0.05])

Y%saveas (h4 ,[ "FIG_As’ num@2str(int16(LV1),’%04d’) ’.png’]);
title (' Arsenit’);

drawnow ;

hb=figure (5);

imagesc(lod ); colormap(jet );colorbar; axis image

Ycazis ([0 0.001])

%saveas (h5, [ "FIG lod’ num2str(intl16(LV1), %04d’) ’.png’]);
title (’Tod’);

drawnow ;

h6=figure (6);

imagesc(I3); colormap(jet);colorbar; axis image

Jocaxis ([0 0.001])

Y%saveas (h5,[ "FIG ITod’ num@str(int16(LV1),’%04d’) ’.png’]);
title (' Triodid’);

drawnow ;

h7=figure (7);

imagesc(log(I3)/log(10)); colormap(jet);colorbar; axis image
Ycazis ([0 0.001])

Y%saveas (h5, [ "FIG lod’ num2str(intl16(LV1), %04d’) ’.png’]);
title (’log(Triiodid)’);
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drawnow ;

LVI=LV1+1;
end
if mod(zv1,10000)==1
zvl
end
end
%Funktion zur Geschwindigkeitsberechnung
function vx=vfeld(nl,n2 n)
%n1=80; n2=40;
F=zeros(nl,n2);

schritt =0.2; alpha=1;

for j=1:10000

F=F+schritt*conv2(F,[0 1 0;1 —4 1; 0 1 0], 'same’)+schrittxalpha;

F([1 end],:)=0; % Zeile 1 und Zeile Ende =0
F(:,[1 end])=0; %Spalte 1 und Spalte ende =0
end
F=F/mean(F (:)); % normierung auf Mittelwert=1
x=(mean(F,2)):;% hier wird die Dimension entlang n2 weggemittelt
VX= Vx/mean(vx)7
n);

vx=vxx*ones (1

function Y=lap (X, dx)
Y=4xdel2 (X)/dx "~ 2;
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